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“Lo que sabemos es una gota de agua,

lo que ignoramos es el océano”

Isaac Newton
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1. INTRODUCCION

Existen diferentes situaciones por las que la superficie ocular puede
alterarse, ya sea de una forma leve como el ojo seco o exposicion
ambiental, hasta otra muy severa que puede incluso comprometer Ia
vision llegando hasta la ceguera como en el caso del penfigoide cicatricial

ocular o el Sindrome de Steven Johnson (1).

Algunas de las condiciones que producen desérdenes de la superficie
ocular son la sequedad ocular, gqueratoconjuntivitis seca, erosiones
corneales recurrentes, defectos epiteliales persistentes, queratopatias
neurotroéficas, sindrome de la superficie ocular tras LASIK, ulceras
corneales tdrpidas, enfermedad de injerto contra huésped, penfigoide

cicatricial ocular (1), entre otras.

Tras la alteracién o lesion del tejido conjuntival o corneal sobreviene un
proceso biolégico de regeneracidon para restaurar esa superficie ocular
dafada. Este es un proceso complejo en el que intervienen las células
madre epiteliales de la cornea y la conjuntiva ya que son las responsables
de la homeostasis y la regeneracion de la superficie ocular (2), asi como

factores de crecimiento, citoquinas y elementos de la matriz extracelular

(3).

Estos procesos fisioldgicos naturales de restauracion del tejido dafiado son

actividades permanentes que ocurren en nuestro cuerpo sin ser
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conscientes de ello, pero hay situaciones en las que por la gravedad del
dafo o por la incapacidad del propio organismo de resolver la situacién, es

necesaria la administracion de tratamientos para solventar el problema.

Los tratamientos comprenden desde la administracion de lagrimas
artificiales tdpicas hasta la prdactica de complejas cirugias de restauracion
de la superficie ocular como los trasplantes de cérnea en sus diversas

modalidades (1,4-7).

Dentro del gran abanico de posibilidades terapéuticas disponibles, los
tratamientos convencionales a veces no resultan efectivos para resolver la

condicion patoldgica.

En este aspecto, la administracion de productos derivados de la sangre
como opcion terapéutica ha adquirido un gran protagonismo, debido a su
composicién bioldgica y su capacidad para inducir la regeneracion de los

tejidos afectados (8—10).

1.1. PLAQUETAS

Las plaquetas fueron descubiertas en 1882 y han sido presentadas
tradicionalmente como restos citoplasmaticos de los megacariocitos (11).
En la actualidad se considera que son células anucleadas que proceden de
los megacariocitos de la médula dsea que tras un complejo mecanismo de
maduracion nuclear y citoplasmatica se convierten en plaquetas libres

(12).
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En un adulto sano el intervalo fisiolégico de las plaquetas es de 150-
400x10° células/ml, con una produccion media de alrededor 1x10%!

plaguetas diarias (13).

La funcion principal de las plaguetas o trombocitos es la de garantizar la
hemostasia y evitar la pérdida de sangre cuando se rompen los vasos
sanguineos. En este proceso, se adhieren al colageno subendotelial

expuesto, forman un tapon plaquetario y luego se activan (14).

Las plaquetas también participan en la activaciéon de la cascada de la
coagulacion y hemostasia secundaria (15). La rotura accidental de las
plaquetas produce la formacidon de cierta cantidad de trombina, vy si la
trombina generada es lo suficientemente grande se desencadenan los
mecanismos que convierten el fibrindgeno en fibrina formandose el
trombo compuesto por fibrina y eritrocitos. La trombosis provoca infartos
de miocardio si el 6rgano afectado es el corazén (16) y apoplejia si ocurre

en los vasos del cerebro (17).

Aungue su papel central es en la prevenciéon del sangrado, las plaquetas
contribuyen a diversos procesos que se extienden mas alla de la
hemostasia y la trombosis, incluyendo la promocidon de respuestas
inflamatorias e inmunitarias, el mantenimiento de la integridad vascular y

la contribucion a la cicatrizacion de heridas.

Las plaquetas pueden reclutar leucocitos y células progenitoras a sitios de

lesion vascular y trombosis; almacenan, producen y liberan productos
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proinflamatorios, factores antiinflamatorios y angiogénicos vy
microparticulas en la circulacion, ademas de estimular la generacion de

trombina (18).

En la microscopia electrdnica, se observan las diferentes organelas que
contienen las plaquetas: mitocondrias, peroxisomas, ribosomas,
glucégeno y granulos, estos Ultimos se dividen en tres tipos: granulos alfa,

delta o densos y lambda (19).

Los granulos alfa de las plaquetas contienen mas de 30 proteinas
bioactivas y es que a pesar de la ausencia de nucleo y de ADN, las
plaguetas cuentan con un sistema para realizar la sintesis proteica, poseen
copias de ARNm para casi un tercio de las proteinas conocidas en el
genoma humano, procesan el ARNm y traducen eficazmente distintas

proteinas (20).

Estas proteinas desempenan funciones de reparacion de los tejidos e
influyen en la reactividad vascular de las células sanguineas, en la
angiogénesis y la inflamacién (21). Las proteinas secretadas por los
granulos alfa también intervienen en la defensa celular frente agentes
exogenos mediante la produccion de proteinas senalizadoras que atraen a

los macréfagos.

Las plaquetas son esenciales para la respuesta inmune innata y para
combatir infecciones causadas por virus, bacterias, u otros

microorganismos.
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Ayudan a mantener y modular la inflamacién y son una fuente importante
de moléculas pro-inflamatorias ya que secretan P-selectina, factor tisular,

CD40L y metaloproteinasas.

También participan en enfermedades de la piel, alergias, artritis
reumatoide o enfermedad hepdtica; mientras que, paraddéjicamente, el
plasma autdlogo rico en plaquetas y los concentrados de plaguetas se
utilizan como una ayuda para promover la reparacidon tisular y el

crecimiento celular (22).

1.1.1. Activacion de las plaquetas

En condiciones fisioldgicas, las plaquetas se encuentran circulando en
forma no activa y en su superficie expresan un numero relativamente
pequeio de moléculas, las cuales en estado activado, van a facilitar su

interaccidn con otras plaquetas y células de su entorno (13).

Las plaquetas cambian de forma con la activacion debido a modificaciones
complejas en el esqueleto y citoesqueleto de su membrana. Con la
activacion experimentan la liberacion de los granulos, cuerpos densos y

del contenido de los lisosomas.

Esta activacion, también conocida como degranulacion, puede ser causada
por un estimulo fisico, quimico o una combinacién de ambos, y provoca
que los granulos alfa se fundan con la membrana de las plaquetas, donde

algunas de las proteinas secretoras (por ejemplo, ciertos factores de
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crecimiento) pasan al estado activo y asi son liberadas al exterior donde se
unen a los receptores de las células diana (células endoteliales, epiteliales,

osteoblastos, entre otros) (23).

Los factores de crecimiento liberados por las plaquetas activadas inician y
modulan la cicatrizacién debido a que inducen la quimiotaxis, proliferacion
y diferenciacidon celular, neovascularizacion y deposicion de matriz

extracelular (24).

Especificamente, los granulos alfa constituyen el mayor reservorio de
factores de crecimiento y mitogénicos que se liberan durante la activacion
plaquetaria. Estos factores estan implicados en procesos de quimiotaxis,
proliferacion celular, diferenciacion y angiogénesis, promoviendo asi la

cicatrizacién (22,25).

Dada la importancia que tienen en este estudio, se describen a
continuacion los factores de crecimiento y proteinas del plasma mas

relevantes involucrados en la regeneracion.

1.2. FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento (FC) lo forman un grupo de sustancias de
naturaleza peptidica cuya funcién es la comunicacién intercelular a nivel
molecular. Estos son capaces de modificar las respuestas bioldgicas
celulares ya que intervienen regulando los procesos de migracion,

proliferacion, diferenciacion y metabolismo celular, e incluso la apoptosis.
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La funcidn principal que desempefian los factores de crecimiento es la del
control externo del ciclo celular. Estos promueven el aumento del tamafio
celular al incrementar la sintesis proteica de las células sobre las que

actuan (26).

Los FC mads importantes provenientes de las plaquetas son el FC
Transformante B (TGF-B), FC fibroblastico bdsico (FGFb), FC derivado de
plaguetas (PDGF), FC del endotelio vascular (VEGF), FC tejido conectivo
(CTGF), el FCinsulinico tipo 1 (IGF-1), y el FC epidérmico (EGF) (27).

Los factores de crecimiento actuan de manera local. La estimulacién
celular, se puede realizar mediante un sistema autocrino, mecanismo por
el cual las células producen y responden al mediador biolégico. O por un
sistema paracrino en el que la célula que genera el factor se encuentra en

las proximidades de las células sobre las cuales actua.

Generalmente, los FC, son sintetizados en forma de precursores, por lo
gue se precisa de un proceso de protedlisis para su liberacién en la forma
activa. El mecanismo de accion que llevan a cabo, comienza al unirse a
receptores especificos de membrana, existiendo para cada FC un receptor
o conjunto de receptores especificos. El proceso esta mediado por un
sistema de segundos mensajeros que activan una cascada de seiales, por
lo que, gracias a este mecanismo, la accién de los factores no cesa en el
lugar de la lesidon, aunque hayan desaparecido del medio, ya que han

activado la via de segundos mensajeros.
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A parte de los granulos alfa de las plaquetas que constituyen un gran
reservorio de factores de crecimiento, existen otros tipos celulares
productores de estas moléculas como son los fibroblastos, osteoblastos,

células endoteliales, leucocitos, monocitos y macréfagos (26).

1.2.1. Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

El FC derivado de plaquetas (PDGF) es un conocido modulador de la
mitosis celular de fibroblastos y la quimiotaxis (28). Promueve
indirectamente la angiogénesis a través de los macréfagos por un

mecanismo de quimiotaxis (29).

En estudios realizados, se ha demostrado la expresion de PDGF-AA, PDGF-
BB, y PDGF-AB y sus correspondientes receptores en cornea humana, y su
participacion en la proliferacion y quimiotaxis en ensayos con cultivos de
fibroblastos corneales humanos, demostrando que el factor PDGF-BB
posee un efecto quimiotactico significativamente mayor en comparacion
con PDGF-AA o PDGF-AB. Debido al efecto quimiotactico que presenta
PDGF en la cicatrizacidon de heridas corneales, se plantea la hipdtesis de

que dicho factor regula el quimioatrayente de neutrdfilos, IL8 (30)(31).

Los estudios realizados con PDGFs y sus receptores (PDGFRs) en el
desarrollo animal y en enfermedades han revelado su funcién como FC en

organogeénesis, cancer, inflamacion vascular y fibrosis tisular (32).
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El PDGF-BB se usa para mejorar la cicatrizacion de heridas en la practica
clinica desde hace unos 25 aios (33). El PDGF-BB humano recombinante,
denominado becaplermina, se ha introducido en la clinica como un
tratamiento tépico para las Ulceras diabéticas neuropaticas crénicas de

extremidades inferiores (33).

También se ha utilizado contra Ulceras por presidon y para acelerar la
cicatrizaciéon en diversos procedimientos quirurgicos. Los mecanismos de
reparacion tisular inducidos por PDGF-BB parecen implicar la proliferacion
de fibroblastos, la produccién de colageno y la formacidon de neovasos (34)
y pueden implicar efectos directos en células mesenquimales que

expresan PDGFR-a (35).

Su eficacia clinica se ha demostrado en varios estudios de fase Il (36)
(Smiell y col., 1999), y los resultados combinados sugieren que la
aplicacion tépica de PDGF-BB es segura y bien tolerada. Un estudio con
mas de 900 pacientes confirmd que el tratamiento tépico con PDGF
mejoro la cicatrizacion de ulceras crdnicas de pie de diabéticos de espesor

completo (37).

La administracién local de PDGF-BB también se ha probado en pacientes
con enfermedad periodontal severa y se ha encontrado que aumentan los
biomarcadores para el metabolismo éseo y la rotacién (38) y proporcionan

regeneracion periodontal mejorada (39).
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1.2.2. Factor de crecimiento transformante B (TGF-B)

El FC transformante B (TGF-B) es multifuncional y uno de los factores mas
importantes que intervienen en la modulacién del comportamiento de los
tejidos oculares. Ademas, este ligando participa en la migracién celular y
la proliferacién, la muerte celular, la sintesis de proteinas durante el
desarrollo, reparacion de los tejidos, entre otros procesos fisioldgicos o

patoldgicos (40).

TGF-B es una citoquina intrigante que exhibe una actividad dual en
enfermedades malignas. Por un lado es un mediador importante de la
invasion del cancer, metdastasis y angiogénesis, mientras que por otro

lado, exhibe funciones antitumorales (41).

En la mayoria de los casos, el TGF-B mejora la produccién de la matriz
extracelular y suprime la proliferacion celular, por ejemplo, la de células
epiteliales en presencia de otros factores. Por otra parte, este FC también
es capaz de inducir la produccidon de otros factores tales como el FC de
tejido conectivo (CTGF), el FC derivado de plaguetas (PDGF), FC derivado
de los fibroblastos (FGF), y FC endotelial vascular (VEGF), asi como
estimular su propia produccion. Todos ellos juegan un papel importante

en la restauracion del tejido normal tras sufrir una lesion (27).

Existen tres isoformas del TGF-B, denominadas TGF-f1, 2 y B3 cuya
presencia se encuentra en los tejidos de mamiferos, sin embargo, su

expresion no es uniforme.
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Como en otros tejidos, la sobreactivacion de TGF-B subyace en la
patogénesis de enfermedades oculares que pueden dar lugar al deterioro
de la visidn y a la alteracidon de la homeostasis del tejido ocular. Por ello,
se puede considerar la posibilidad de desarrollar estrategias terapéuticas

para tales enfermedades orientadas a la via de sefializacion del TGF-f3 (40).

La via de sefalizacion TGF-B desempeiia un papel clave en la funcién de
los fibroblastos oculares, su diferenciacidn y su proliferacidn. La supresion
de la via TGF-B ha mostrado una disminucidon de la deposicidn de la matriz

extracelular en los fibroblastos oculares in vitro (42).

Por otra parte, se ha demostrado que la Ciclosporina A inhibe el TGF-B2
inducido por los miofibroblastos de fibroblastos de pterigion humano
obtenidos de cultivo primario (43), por lo que estos resultados podrian
indicar el potencial terapéutico de la Ciclosporina A contra la progresion

del pterigion.

1.2.3. Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El FC epidérmico (EGF), desempefia un papel muy importante en la
migracion y proliferacion del epitelio corneal para mejorar los procesos de

regeneracion tisular, asi como la estimulacién del tejido de granulacion.

Estudios demuestran que el efecto mitogénico del EGF en la proliferacién
de las células epiteliales de la cdérnea, precisa de la supresion de la

expresion del gen Pax-6 especifica del ojo. Los fibroblastos, los
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proosteoblastos y precondrocitos expresan un alto nUmero de receptores

para EGF (44).

Por otro lado se conoce que el EGF aumenta la concentracidon de calcio
intracelular [Ca2+]i y activa la proteinquinasa ERK % para estimular la
secrecion de mucina de las células caliciformes conjuntivales (45). Se sabe
ademas, que la cicatrizacion del epitelio corneal es estimulada por el EGF y

esta parcialmente mediada a través de la via 12/15-LOX-LXA4 (46) .

Para lograr un proceso de cicatrizacion de heridas ideal que promueve el
crecimiento sano de tejido con menos cicatrizacion, se prepard un sistema
de administracién topica de farmacos basado en gel compuesto de 3
polimeros diferentes quitosano, sulfato de dextrano y polivinilpirrolidona
K30 (CDP). Aplicado de forma todpica, el EGF evidenciaba efectos
claramente beneficiosos acelerando el proceso de curacion de heridas y

produciendo menos cicatrizacion (47).

1.2.4. Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

El FC endotelial vascular (VEGF), ha sido conocido durante mucho tiempo
por ser un estimulador potente de la proliferacion de los vasos
sanguineos. Es un mitégeno celular endotelial, factor angiogénico y un
potente mediador de la permeabilidad vascular, ademas de estar

implicado en el crecimiento de los nervios (48).
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Los experimentos realizados in vitro han demostrado que VEGF y sus
receptores son expresados por las neuronas y estimulan la proliferacion
de neuronas corticales, otorga protecciéon a las neuronas centrales y
periféricas frente a la muerte inducida por hipoxia y promueve el

crecimiento axonal en neuronas periféricas (49).

Por otro lado, la sobreexpresion de VEGF es un factor que contribuye al
desarrollo de enfermedad. Por ejemplo, los tumores sélidos requieren un
aumento de suministro de sangre si van a seguir creciendo mas alla de un
cierto tamafio y los tumores que expresan VEGF son capaces de seguir

creciendo, este proceso es denominado angiogénesis (50).

La sobreexpresion de VEGF también puede conducir a enfermedad
vascular en la retina y otras partes del cuerpo. Una disminucién del nivel
de VEGF en las arterias pulmonares se ha asociado ademds con la

condicidn de enfisema pulmonar (50).

Dado que el crecimiento del cancer es estimulado por VEGF, los
investigadores han hecho numerosos intentos de disminuir su expresion
para prevenir la angiogénesis y el crecimiento tumoral. Dos farmacos que
han tenido éxito en frenar la progresion de las enfermedades que

dependen de VEGF son bevacizumab y ranibizumab (51).
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1.3. FIBRONECTINA

La fibronectina es una proteina de adhesion, que se encuentra libre en el
plasma, y es un constituyente principal de la composicion de la matriz
extracelular. Los niveles de fibronectina en plasma son aproximadamente

de 300 + 100 pg/mL (52).

Esta proteina ha sido ampliamente estudiada por su capacidad de
interactuar con diversas células y macromoléculas, influyendo en su
comportamiento y en las reacciones bioquimicas de diversos sistemas, asi
como en una gran variedad de procesos fisiolégicos como la fagocitosis,

proliferacion, adhesién y migracion celular (53,54).

La fibronectina es capaz de unirse a la fibrina, al colageno, a
glicosaminoglicanos, a la heparina, a ciertos proteoglicanos y a proteinas
de la membrana plasmatica celular como las integrinas. Por tanto,
establece uniones entre moléculas de la matriz extracelular y entre
moléculas de las células con la matriz extracelular. Las moléculas de
fibronectina pueden aparecer formando fibras insolubles en los tejidos
conectivos o solubles en el plasma de los fluidos corporales, como Ia

sangre (55).

Entre sus principales funciones, se encuentra la de intervenir en la
remodelacion de los tejidos durante la embriogénesis y participar en el
proceso de cicatrizacidn de una lesion tras la formacidén de un coagulo de

fibrina, generado por la activacién del sistema hemostatico (56).
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1.4. PROPIEDADES DE LOS DERIVADOS SANGUINEOS CON Y SIN
PLAQUETAS

Los hemoderivados han mostrado su capacidad para mejorar la curacion y
estimular la regeneracion de diferentes tejidos, efecto que es debido a los
factores de crecimiento y proteinas bioactivas que se sintetizan y estdn

presentes en la sangre (21).

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un derivado sanguineo obtenido
mediante centrifugacidn de la sangre total que se caracteriza por poseer

una alta concentracién de plaquetas (29).

En la Tabla 1 se muestran los factores de crecimiento mas importantes
gue se encuentran en el plasma rico en plaquetas, de qué células derivany

cuales son sus principales funciones (57).

Tabla 1. Factores de crecimiento contenidos en el plasma rico en
plaquetas
Factor de . ‘s
.. Origen Funcion
crecimiento (FC)
FC Transformante 6 Plaquetas, Proliferacion de células
(TGF-8) matriz oseay | mesenquimales indiferenciadas,
cartilaginosa, | inhibicién de la proliferacion
macrofagos, | linfocitaria y macrofagica,
monocitos, interviene regulando:
neutroﬂllos, - Mitogénesis endotelial,
(¢ . s 4. s 4.
¢ .natura fibroblastica y osteoblastica
killer», , . , .y
- Sintesis de colageno y secrecidn
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células TH1

de colagenasas

activadas - Efecto mitogénico de otros FC.
- Quimiotaxis endotelial y
angiogénesis.
FC Fibroblastico Plaguetas, Estimula mitogénesis, crecimiento
bdsico (FGFb) macrofagos, |y diferenciacion de condrocitosy
células osteoblastos y la mitogénesis de

mesenquimal
es,

condrocitos y
osteoblastos

células mesenquimales

FC Derivado de Plaquetas, Estimula mitogénesis de células
plaguetas (PDGF) osteoblastos, | mesenquimales y osteoblastos;
células mitogénesis y quimiotaxis de
endoteliales, | células estirpe fibroblastica, glial y
macrofagos, | muscular lisa; regula secrecién
monocitos, colagenasas; estimula
células mitogénesis mesenquimal y
musculares epitelial
lisas
FC del Endotelio Plaquetas, Incrementa angiogénesis,
vascular (VEGF) células permeabilidad vascular y
endoteliales | mitogénesis de células
endoteliales
FC Tejido conectivo | Plaquetas Promueve angiogénesis,
(CTGF) regeneracion condral, fibrosis y
adhesién plaquetaria
FC Epidérmico (EGF) | Plaquetas, Estimula quimiotaxis endotelial y
macrofagos 'y | angiogénesis; regula secrecion de
monocitos colagenasas; estimula

mitogénesis de células
mesenquimales y epiteliales

Fuente: De La Mata y col. Reumatol Clin. 2013;9(3):166—171
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Ademas de las plaquetas, el plasma contiene algunas moléculas de
adhesién celular tales como la fibrina, la fibronectina y vitronectina las
cuales proporcionan soporte estructural para la migracion celular, la
proliferacion y el crecimiento tridimensional en los tejidos en los que

actuan (23).

Por otro lado, las citoquinas PF4 y CD40L presentes en el plasma
promueven la reparaciéon de tejidos e influyen en la reactividad vascular

de las células sanguineas, en la angiogénesis y la inflamacién (21).

Se han realizado diferentes ensayos in-vitro para estudiar y tratar de
entender el efecto que producen en las células y los tejidos los diferentes

tipos de preparados sanguineos basados en plaquetas.

Hartwig y col. estudiaron la capacidad epiteliotrofica de concentrados de
plaquetas y suero en células humanas del epitelio corneal. Tras la
estimulacion observaron un aumento significativo en la proliferacion
celular del concentrado de plaquetas. Los efectos de migracidon y
diferenciacion celular fueron positivos con ambos preparados, pero

ligeramente mayores con el suero (58).

Siguiendo esta linea de trabajo, en 2005 realizaron otro estudio también
en células epiteliales humanas en un modelo de cultivo celular in vitro.
Esta vez compararon la capacidad epiteliotrdfica de las células cuando se
enfrentaban con plasma fresco congelado (sin plaguetas) y con suero. Los
resultados de proliferacion, migracion y diferenciacién celular fueron
significativamente mejores en el suero que en el plasma fresco congelado

(sin plaquetas). En este estudio, ninguno de los preparados estudiados

39| Pagina



contenia plaquetas, pero se inferia que la mayor capacidad epiteliotrofica
del suero podria deberse a la mayor concentracién de mediadores de la
proliferacion como los factores de crecimiento EGF y PDGF, y al mayor

contenido de vitamina A (59).

En un posterior ensayo, compararon la capacidad epiteliotréfica corneal
utilizando tres diferentes preparados sanguineos; suero, plasma fresco
congelado y un concentrado de plaguetas que era activado con trombina.
En este caso, los resultados de proliferacion celular fueron mejores con el
concentrado de plaquetas que con el resto, mientras que el suero mostro

mejores resultados de migracion y diferenciacion celular (60).

El plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) es otro derivado
sanguineo, que como su nombre lo indica, presenta una alta
concentracion factores de crecimiento; y que por su forma de preparacion

no contiene plaquetas (61).

Estudios realizados con cultivos de fibroblastos humanos obtenidos de la
piel, sinovia y tenddn, revelaron una respuesta proliferativa significativa
en todas estas células cuando fueron estimuladas con diferentes
preparaciones de PRGF. La maxima proliferacién ocurria con
concentraciones de PRGF desde el doble hasta el cuadruple de la inicial.
También observaron que el PRGF aumentaba la sintesis de 4acido
hialurdnico pero que no alteraba la produccién del colageno tipo I; y que
la sintesis de VEGF ocurria solo en las células del tenddn. Concluyeron
entonces, que los efectos biolégicos del PRGF pueden depender de la
concentracion de plaquetas aplicada y del tipo de células empleadas

(62,63).
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Ensayos mas recientes han estudiado los efectos bioldgicos del PRGF y del
suero autdlogo en cultivos de queratocitos del estroma corneal (HK) y en
fibroblastos conjuntivales (HConF). Los resultados mostraron niveles
significativos mas altos de todos los factores de crecimiento analizados en
el PRGF cuando se comparaba con en el suero autélogo. También se
observé que el PRGF produjo un aumento significativo de los resultados
bioldgicos tanto de las células HK como de las HConF, y redujo la
diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos inducida por TGF-B1 en
contraste con el suero autologo. Este ultimo hallazgo sugiere que el PRGF
puede mejorar el tratamiento de la cicatrizacion de heridas oculares
superficiales minimizando |la formacion de cicatrices en comparacion con

AS, mientras que promueve la proliferacién y migracion celular (64,65).

Freire y col. hicieron un estudio comparando los efectos del suero
autologo, PRP y PRGF sobre cultivos de células corneales humanas. Todos
los compuestos presentaron altos niveles de factores de crecimiento, pero
los valores de del factor de crecimiento EGF fueron mas elevados con
PRGF que con el resto. Los indices de proliferacion celular fueron mas

altos con suero autdlogo y con PRGF. (66)

Posteriormente, los mismos autores realizaron un ensayo experimental en
conejos, en los que indujeron una erosidn corneal para luego tratarla con
los mismos 3 derivados sanguineos anteriores. Todos los compuestos
mejoraron la cicatrizacidn pero las corneas tratadas con suero autdlogo y

PRGF se curaron mas rapidamente (67).

Se han realizado ademas, estudios experimentales pero con sentido clinico

practicando queratectomia fotorefractiva (PRK) a ratones C57BL/6 para
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valorar el proceso de curacion tras la aplicacion de plasma rico en factores
de crecimiento. Los animales controles mostraron mayor indice de haze
corneal y el epitelio que se habia generado era hiperplasico, mientras que
los tratados con PRGF presentaron una mayor regeneracion del epitelio

corneal y menor haze (68).

Estudios mas recientes han demostrado la capacidad del s-PRGF de
promover la proliferaciéon y migracion de células epiteliales y corneales de

conejo, y acelerar la reepitelizacidn corneal en los ensayos in-vivo (69).

Existen otros estudios en los que los derivados sanguineos ricos en
plaquetas, han demostrado consistentemente potenciar la proliferacion,
migracion y diferenciacion de células madre, con variadas aplicaciones en

la ingenieria de tejidos y medicina regenerativa (70-73).

Ademas de los hemoderivados mencionados, basados en plasma con o sin
plaquetas, encontramos el suero autoélogo (SA) que también se utiliza en
el ambito de la Oftalmologia. El suero autélogo, aunque no contiene
plaquetas, si presenta cantidades variables de factores de crecimiento,

por eso esta incluido en este apartado (74).

Los estudios de toxicidad in vitro utilizando células del epitelio corneal
humanas, han demostrado una toxicidad reducida cuando se comparaba
con hipromelosa sin conservante, utilizada para preparar lagrimas

artificiales (75).

Varios estudios experimentales han demostrado ademas sus propiedades
regenerativas. El suero autdlogo potencia el efecto regenerativo de las

células madre mesenquimales en cérneas de rata dafadas (76). Ademas,

42 | Pagina



promueve la migracion y diferenciacion de las células del epitelio corneal

(58,59).

El suero autdlogo también presenta cantidades elevadas de EGF e induce
la proliferaciéon de células epiteliales de la cdérnea humana (66),
promoviendo de esta manera la reepitelizacion corneal en conejos a los

que se habia practicado un debridamiento previo del epitelio (67).

Ademas, se ha observado que el suero autélogo aumenta la expresion
conjuntival de la mucina MUC5AC, aumentando como consecuencia la
densidad de células caliciformes en la conjuntiva, principalmente en

pacientes con ojo seco severo (77).

1.5. INFLAMACION Y DERIVADOS SANGUINEOS

Hay muchos grupos de investigacion que han estudiado los marcadores de
inflamacion en diferentes preparados sanguineos con plaquetas con
resultados variables, sobre todo por las diferencias en los métodos de

preparacion del PRP (73).

De hecho, hay varios que estan a favor de la presencia de leucocitos en
sus formulaciones, como Dohan y col. que compara su preparado de
fibrina rica en plaquetas (PRF) con diferentes derivados sanguineos. En
este estudio determina las concentraciones de 3 citoquinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6, y TNF-a), la citoquina anti-inflamatoria IL-4 y el
promotor de la angiogénesis VEGF. Sus resultados revelaron que el PRF

podria ser un nodo de regulacién inmune con capacidad de retrocontrol
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inflamatorio. Este concepto podria explicar la reduccién de las infecciones

postoperatorias cuando el PRF se utilizaba como aditivo quirargico (78).

Otros ensayos han demostrado los efectos del PRP sobre la liberacion de
citoquinas de los monocitos y la generacién de la lipoxina A4 (LXA4) que es
un antiinflamatorio enddégeno. En este caso, el PRP promovidé cambios
significativos en la liberacién de citoquinas y quimiocinas pro-
inflamatorias mediada por monocitos e incremento la lipoxina A4. Esto
sugiere que el PRP puede suprimir la liberacion de citoquinas, limitar la

inflamacion, y por tanto, promover la regeneracion de tejidos (79).

Mazzocca y col. evaluaron in vitro los efectos antiinflamatorios del PRP, el
ketorolaco y la metilprednisolona en células endoteliales de vena
umbilical humana. Aunque el PRP y el ketorolaco no produjeron una
reduccion tan significativa en los marcadores de inflamacién celular como
la metilprednisolona, redujeron la inflamacidn celular en comparacion con
el control. Por lo que concluyeron que el PRP puede tener aplicacion

clinica como medicamento antiinflamatorio inyectable (80).

Por su parte, Schar y col. estudiaron los niveles de varios factores de
crecimiento y de la citoquina inflamatoria IL-1 B en preparados de plasma
rico en plaquetas con leucocitos (L-PRP). En este ensayo los niveles de IL-
1B y VEGF fueron significativamente menores en el L-PRP que en el suero
autodlogo, demostrando su menor poder pro-inflamatorio y angiogénico

(81).

Siguiendo esta misma linea de trabajo, Anitua y col. realizaron el mismo

ensayo, pero comparando una matriz de plasma rico en plaquetas con
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leucocitos (L-PRP) con una matriz de PRGF sin leucocitos. La concentracién
de los todos los factores de crecimiento liberados fue comparable entre
ambos métodos, no encontrandose diferencias entre ellos. Pero luego de
3 dias de incubacion en las matrices de L-PRP los niveles de VEGF
disminuyeron drasticamente. Por su parte, la inclusién de leucocitos en la
matriz L-PRP produjo un aumento significativo de las citoquinas
proinflamatorias, IL-1B e IL-16, con respecto a las matrices de PRGF que
presentaron valores muy bajos. Las matrices de PRGF se mantuvieron

estables durante los 8 dias de incubacion (82).

El agregado posterior de leucocitos a las matrices de PRGF estimuld un
ambiente mas pro-inflamatorio, segregando mas cantidades de citoquinas
pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-8, IL-16 y TNF-alfa, alterando de esta

manera las propiedades de la fibrina (83).

Se ha estudiado, ademas, la inactivacidn del plasma por calor, a 562C con
el objeto de reducir la actividad del complemento y de la inmunoglobulina
E, y asi poder aplicarlo en pacientes con enfermedades autoinmunes. Los
ensayos de migracion y proliferacion celular dieron buenos resultados con
el plasma calentado a 562, en comparacion con el plasma sin calentar. Por
otra parte, la mayoria de las proteinas y morfogenes involucrados en la

cicatrizacién se preservaron adecuadamente (84).

Para evaluar el poder antiinflamatorio del plasma rico en factores de
crecimiento, se enfrentd la sangre de pacientes con la enfermedad de
injerto contra huésped a fibroblastos de la superficie ocular en un
ambiente pro-inflamatorio (IL-1B, y TNF-alfa). Los resultados concluyeron

gue aun en ese ambiente, el plasma rico en factores de crecimiento tenia
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poder regenerativo y que ademas presentaba un efecto antiinflamatorio

(85).

En un paso mas alld hacia el control de los efectos antiinflanmatorios de
los derivados sanguineos, algunos autores han estudiado los efectos de

productos derivados de la sangre alogénicos.

Stenwall y col. han investigado la composicion de citoquinas y los efectos
antiinflamatorios de preparados de suero alogénico para valorar su mejor
uso como colirio. Para ello el suero de 15 donantes fue inactivado y luego

se estudio la capacidad reguladora de inducir células T (86).

Aungque la inmensa mayoria de derivados sanguineos usados en
oftalmologia es de origen autologo, hay algunos autores que han tratado a

pacientes con suero de naturaleza alogénica.

Chiang y col. aplicaron suero alogénico de familiares a pacientes con
defecto epitelial persistente en los que no era viable o adecuado utilizar
suero autdlogo, y ninguno de los pacientes presentd un afecto adverso

durante el tratamiento (87).

Por su parte, otros investigadores han aplicado suero alogénico en
pacientes de ojo seco severo que padecian de enfermedad de injerto
contra huésped, en los que no era posible aplicar suero autdlogo. Los
paciente mejoraron sus sintomas y signos de sequedad y no presentaron

efectos adversos (88,89).
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1.6. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL PRP

En busca de mas propiedades y efectos bioldgicos del plasma rico en

plaquetas, varios autores has estudiado su capacidad antimicrobiana.

Ademas de la gran cantidad de proteinas y factores de crecimiento, han
descubierto que el plasma rico en plaquetas libera agentes
inmunomoduladores con actividad antimicrobiana como las proteinas
microbicidas de las plaquetas (PMPs), trombocidinas, RANTES, péptido
activador del tejido conectivo, y factor plaquetario 4 (PF-4), entre otras

(90,91).

Otros autores han estudiado directamente el efecto inhibitorio de los

concentrados de plaquetas frente a distintos cultivos de microorganismos.

Drago y col. demostrd la capacidad inhibitoria del PRP frente a cepas
obtenidas de la cavidad oral de Enterococcus faecalis, Candida albicans,
Streptococcus agalactiae y Streptococcus oralis, pero no de Pseudomonas

aeruginosa (92).

En general, la mayoria de los autores coincide en los efectos inhibitorios
del PRP frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis ya
sean meticilino-sensibles o meticilino-resistentes (92-94) vy a
Streptococcus agalactiae (92,94); pero difieren en la actividad
antimicrobiana del PRP frente a Escherichia coli (94,95) y a Enterococcus
faecalis (92,95). Todos coinciden en la incapacidad del PRP de inhibir el

crecimiento de Pseudomonas aeruginosa (92,95).
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1.7. OBTENCION DE DERIVADOS SANGUINEOS UTILIZADOS EN
OFTALMOLOGIA

La denominacién y forma de obtencidon de los productos preparados con
derivados sanguineos en la literatura es muy diversa, y suscita
malentendidos continuos en lectores, cientificos y revisores (96); por lo

que se intentara clarificar este aspecto en la medida de lo posible.

Inicialmente, el término “PRP” fue descrito por Marx (23,97), y en general,
hace referencia a un proceso de centrifugacion en dos pasos, por el que se
obtiene un plasma rico en plaquetas que posteriormente se activa con
cloruro de calcio o trombina, inmediatamente antes de su utilizacidon. Este
PRP tiene una consistencia de gel o coagulo, o incluso mas sélido como
malla de fibrina y siempre se habia utilizado en procedimientos
quirurgicos como adyuvante de la cicatrizacion, ademas de aplicaciones

directas sobre ulceras de piel en pacientes diabéticos.

Dado que existe una inmensa variedad de sistemas para obtener
derivados sanguineos autdlogos, con cantidades variables de plaquetas y
factores de crecimiento, nos centraremos en los utilizados en el ambito de

la Oftalmologia, que son los relacionados con el tema de esta tesis.
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1.7.1. E-PRP (Eye-Platelet Rich Plasma)

El acronimo E-PRP proviene de su denominacién en inglés como “Eye-PRP”
(Eye- Platelet Rich Plasma) y se refiere al plasma rico en plaquetas que se

usa en Oftalmologia.

El término E-PRP fue introducido por Alié y col. (8) para diferenciarlo del
término “PRP” que habia sido utilizado en sus publicaciones anteriores
relacionadas con este tema (98-100) y que suscitaba confusiones en la
literatura. El proceso de obtencion de E-PRP es diferente al utilizado por

Marx et al (23).

El E-PRP es muy versatil ya que es posible utilizarlo como colirio (sin
activar), como codgulo (activado), o como membrana autdloga de fibrina
(activado). El E-PRP autélogo en forma de colirio se utiliza como
tratamiento tdpico ocular para diversas patologias de la superficie ocular
(98-100) y en forma de codgulo o membrana autéloga de fibrina en
procedimientos quirurgicos para la reconstruccion de la superficie ocular

(98,101,102).

La obtencién de E-PRP para uso oftalmoldgico se lleva a cabo mediante un
proceso de centrifugacién en un solo paso y la tasa final de la
concentracion de plaquetas dependera de si sera utilizado como colirio,

como coagulo, o como membrana autdloga de fibrina.

Para preparar el E-PRP se requiere:
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- La sangre se recoge en 10 tubos estériles, cada uno de 10 ml con
1ml de citrato de sodio 3,2% (Monovette, Stardest) para evitar la
coagulacion.

- Centrifugacion en centrifuga convencional de laboratorio: 10 min a
1600 rpm (9). Estas condiciones pueden variar dependiendo de la
centrifuga y el tamano de los tubos utilizados.

- Separacién del plasma rico en plagquetas en campana de flujo
laminar, en estrictas condiciones de esterilidad y con material
desechable.

- 10 frascos cuentagotas de cristal, estériles: se colocan 4 ml de E-PRP
en cada uno de ellos (en el caso de que se prepare como colirio).

- Cloruro de calcio 10%: 50ul por cada 1 ml de E-PRP (si es necesario
activar el E-PRP).

- Para tener un control mas exhaustivo del proceso de obtencidn, se
puede utilizar un hemocitometro o contador de células hematico
para conocer los parametros hematoldgicos de la sangre entera
antes de la centrifugaciéon (hematocrito, recuento de hematies,
leucocitos, plaquetas) y después de la preparacion del E-PRP

(recuento de hematies, leucocitos y plaquetas).

En estas condiciones el E-PRP resultante presenta un indice de
enriquecimiento de plaquetas de 1,6 a 2,5 veces sobre los valores basales

(sangre total).

El colirio de E-PRP es un compuesto 100% autdlogo ya que no contiene

ningun aditivo.
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En la Figura 2 se pueden observar las distintas fases de la preparacién del

E-PRP a partir de la sangre centrifugada.

%ﬁ(_ Conservacion:
1 semana a 4°C

3 meses a -20°C

e

PRP Coagulo E-PRP

Sangre
centrifugada

Trombina
autodloga
Cl,Ca

=

60 min
37°C
PPP Membrana de Fibrina

Diametro: 18-22 mm
Espesor: 1 mm

USO INMEDIATO

Plasma Pobre
en Plaquetas

Figura 2. Diagrama de preparacioén de los distintos tipos de E-PRP (colirio,
codgulo, membrana de fibrina). Fuente: Imagen y fotos propias.
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A los pacientes se les instruye sobre como lavarse las manos antes de usar
el producto, y sobre como realizar una correcta aplicacién evitando el
contacto del cuentagotas con cualquier parte del ojo. Estas prevenciones

se llevan a cabo con el fin de evitar una posterior contaminacion.

Un frasco de E-PRP (4 ml) en uso puede mantenerse a 42C durante una
semana, tras la cual debe ser descartado. El resto de los frascos de E-PRP

deberan mantenerse congelados a -202C hasta un maximo de 3 meses.

Este sistema de preparar el plasma rico en plaguetas se denomina
“abierto” ya que es necesario abrir los tubos con sangre para su

manipulacién, por eso se deben realizar bajo condiciones de esterilidad.

1.7.2. Sistemas “cerrados” de obtencion de PRP

Existen otros métodos de obtencion de plasma rico en plaquetas con un
sistema “cerrado”, es decir se manipulan los tubos para obtener el PRP,

pero sin abrir los tubos, mediante un sistema con jeringas y agujas.

Estos sistemas son kits comerciales, que constan de tubos para la
extraccion de sangre especialmente disefiados, y un material fungible
propio. En general, hay que adquirir la centrifuga especifica para ese kit
comercial, ya que viene con los parametros de centrifugacion establecidos

y no pueden ser modificados por el usuario.
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1.7.2.1. RegenKit® BCT

Es un sistema cerrado de produccién de plasma rico en plaquetas. El
RegenKit® BCT pertenece a la empresa RegenLab USA. Esta aprobado por
la FDA (Food and Drug Administration) (Figura 3).

Denomina al producto A-PRP, sigla que viene del inglés: Autologous

Platelet-Rich Plasma.

Cada tubo Regen BCT con 8 ml de sangre genera de 4 a 5ml de plasma
autologo enriquecido con plaquetas, a una concentracion de 1.6 de los

niveles basales.

1§ !
- -
o—
(e
,«\—ﬁr&f‘\/ 7\
REGENKIT (-2 ﬁi {\/
‘ PROCEDpRE S~— / \

REGENBCT TUBE A-PRP PROPERTIES
[BLOOD VoL PLATELET }
PER TUBE CONCENTRATION

FACTOR (narive)
8mi

Figura 3. Kit comercial RegenKit® BCT de RegenlLab USA.
Fuente: Web del producto

PLATELET RECOVERY | RED BLOOD CELL

PRP VOL
PERTUSE REMNANT

4to5ml

>80 % <03%
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1.7.2.2. ANGEL®

Sistema cerrado de obtencidn de plasma rico en plaquetas del proveedor

Arthrex.

Dispositivo fundamentado en un equipo de centrifuga mas software que

mediante sistema de tubos y de centrifugaciones programadas, obtiene el

PRP.

En la Figura 4 se observan los componentes del Sistema ANGEL®.

Figura 4. Componentes del Sistema ANGEL®, Arthrex.
Fuente: Web del producto
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Requiere experiencia por parte del usuario y permite seleccionar el grado

de concentracién plaquetaria en un amplio rango (3x a un 18x).

El dispositivo que actua como fraccionador de plasma es la propia
centrifugadora con un complejo conjunto de fungibles. El contenido no

gueda expuesto al medio ambiente.

Las aplicaciones clinicas del producto obtenido con esta técnica requieren

de un alto conocimiento por parte del usuario.

1.7.2.3. PRGF Endoret®

La sigla PRGF, viene de su denominacion en Ingles y significa Plasma Rico

en Factores de Crecimiento.

La preparacion de este PRGF se realiza con un sistema de tipo cerrado.
Requiere un kit comercial PRGF Endoret” de BTI (Biotechnology Institute,
S.L., Mifiano, Alava, Espafia). Es necesario adquirir el kit y la centrifuga
especifica (BTI System 1V, Vitoria, Espana). Se basa en una técnica de doble

centrifugacion y activacion.

La empresa BTl dispone de un certificado europeo de esterilidad del

producto acabado.

En la Figura 5 se observan los componentes del Kit comercial PRGF

Endoret®.
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Figura 5. Kit comercial PRGF Endoret’, BTI.
Fuente: Web del producto.

Pasos:

12 centrifugacidon: obtencién del plasma rico en plaquetas,

utilizando centrifuga especifica (580g durante 8 minutos).

- Recoleccién del plasma y activacion (producto provisto en el kit).

- Incubacion del plasma en tubos de cristal a 372C durante 1 hora.

- 22 centrifugacion: 1000g durante 10 minutos.

- Separacion del plasma rico en factores de crecimiento y almacenaje
en mini viales.

- Dispensacion en viales de colirio de que pueden mantenerse en

nevera o a temperatura ambiente por 3 dias.

- Se puede conservar hasta 3 meses congelado a -202C (103).

1.7.3. Suero autdlogo

El suero autélogo, a diferencia del plasma, se obtiene de sangre sin

anticoagulante. Dado que en el coagulo quedan atrapados todos los
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componentes celulares, el suero autélogo carece de plaquetas, y cualquier

otra célula. Ver Figura 6.

Suero

Coagulo
sanguineo

Figura 6. Fracciones obtenidas en la preparacion del suero autdlogo.
Fuente: Lopez-Garcia y col. Arch Soc Esp Oftalmol. 2007 Jan;82(1):9-20.

Se considera un método “abierto” ya que para su preparacion es

necesario abrir los tubos para manipular la sangre.

Aunque los métodos empleados para obtener el suero autélogo no suelen
seguir protocolos estandarizados, excepto muy pocos (104), y los
resultados obtenidos de la bibliografia son extremadamente dispares; los

pasos basicos para obtencion del suero autélogo serian:

- Coagulacion espontanea de la sangre extraida sin anticoagulante.
- Centrifugacion.

- Separacién del suero / almacenamiento

- Dilucién.

- Conservacion
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Para su preparacion se utiliza sangre sin anticoagulante. Se deja que la
sangre coagule espontaneamente en los tubos durante 1 hora a
temperatura ambiente y posteriormente se centrifuga para liberar el
suero del codgulo con hematies y leucocitos. Algunos autores prefieren

esperar hasta 2 horas (104).

Con respecto a la centrifugacion, en la literatura existen discrepancias en
cuanto a la cantidad las revoluciones por minuto (rpm) empleadas y al
tiempo de centrifugacion empleados para su separaciéon (67,104-106).
Una opcién estandar seria 3000 rpm durante 15 min, que no produce
hemdlisis y separa una adecuada cantidad de suero (aproximadamente la
mitad del volumen de sangre total) manteniendo las propiedades

inalteradas (66).

La mayoria de los autores realiza la preparacion del suero autélogo con
suero fresco, continuando con el procedimiento inmediatamente
posterior a su separacion (59,104,107-109). Pero aqui tampoco hay
consenso Yy algunos autores optan por congelar el suero a -809C para

prepararlo en otro momento (106).

En relacidn a la dilucién posterior que se hace al suero autélogo, como era
de esperar, tampoco hay un acuerdo entre los autores. Algunos de ellos
optan por la dilucién al 20% (104,106,110) y otros lo utilizan al 50%
(75,109,111-113). Incluso algunos, también lo utilizan al 100% cuando no
obtienen los resultados esperados (75). La mayoria de los autores utiliza el
suero fisiolégico 0,9% para su dilucidon, mientras que otros usan solucion

salina balanceada (BSS) (114) o hialuronato sédico (111).
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Por su parte, algunos realizan un filtrado posterior a su elaboracion para
eliminar cualquier eventual contaminacién. Para ello utilizan un jeringa
con filtros de 0,22 um de poro que aseguran la eliminacién de bacterias

(104,111,115).

Con respecto a la conservacion, la mayoria coincide que conservarlo hasta
3 meses congelado a -202C no altera las propiedades del suero autdlogo
(104,108,109). Incluso alguno autores aseveran que un almacenamiento a
-202C durante 9 meses no altera la concentracién de los factores de

crecimiento (74).

1.8. APLICACIONES CLINICAS DE LOS DERIVADOS SANGUINEOS

La superficie ocular comprende al tejido corneal y conjuntival incluyendo
todas sus capas celulares. Estas estructuras interaccionan con otras, como
los parpados con sus glandulas lagrimales y de Meibomio para mantener
un adecuado film lagrimal y contribuir a la homeostasis del ojo. Hay
muchas situaciones y patologias especificas que afectan este complejo
equilibrio produciendo una descompensacion y alterando en consecuencia
la superficie del ojo. En este sentido, la patologia mas frecuente que
afecta a la superficie ocular es el Sindrome de Ojo Seco desde sus estados
leves hasta los muy severos en los que se ve comprometida la visién de los

pacientes (116).

Los tratamientos habituales incluyen una variedad inmensa de lagrimas
artificiales, lubricantes con contenido lipidico, spray liposomales, insertos,

antiinflamatorios, inmunosupresores como la ciclosporina A o
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regeneradores de la matriz extracelular, ademas de otros procedimientos
como la oclusién de puntos lagrimales o los tratamientos mas recientes

con luz pulsada intensa (IPL) (117,118).

Las estrategias terapéuticas en alteraciones de la superficie ocular se
centran cada vez mas en el uso de tratamientos de accién multiple, menos
artificiales y sin potenciales alérgenos como los conservantes u otros
productos que podrian inducir toxicidad en una superficie ocular muy
vulnerable. Estas terapias han de ser eficaces en la reduccion de la
sintomatologia y prevencién de las complicaciones tardias, con poca o
nula respuesta alérgica, sin efectos secundarios y sin alterar la

homeostasis del ojo.

Los derivados sanguineos para el tratamiento de enfermedades de la
superficie ocular se han estado utilizando desde hace ya mucho tiempo
con resultados muy prometedores. Uno de los primeros registros en el
ambito de la Oftalmologia pertenece a Rosenthal et al (119), que en el afio
1975 utilizé una mezcla de plaguetas autdlogas, fibrindgeno y trombina
como adhesivo de superficie ocular para la fijaciéon de queratoplastias

lamelares en conejos.

Uno de los preparados sanguineos mas populares y utilizados hasta la
actualidad en el ambito de la oftalmologia, es el suero autélogo. Aunque
hay registros mds antiguos (120), fue a partir de que Fox y col. (115) y
Tsubota y col. (5) publicaran sus trabajos para el tratamiento del ojo seco
con sindrome de Sjogren, que el uso del suero autélogo se hizo mas
popular. Desde esa época se han llevado a cabo una gran variedad de

estudios para demostrar su eficacia clinica en el tratamiento del ojo seco,
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defectos epiteliales, ojo seco post LASIK y otras alteraciones de Ia

superficie ocular (58,75,104,106,107,121-124).

Pero ha sido recientemente que se han publicado varios trabajos
comparando los efectos del suero autdlogo con otros derivados

sanguineos como el PRP o el PRGF (66,67,125).

El primer autor en utilizar el plasma rico en plaguetas (PRP) en el campo
de la Oftalmologia fue Alié y col. en 2007 para tratar ulceras corneales
neurotroéficas (98). Luego continud utilizando el colirio de E-PRP para el
tratamiento de ojo seco (100), en el sindrome de superficie ocular post

LASIK (99) y otras alteraciones de la superficie ocular (8).

Ademas de las aplicaciones topicas como colirio, el E-PRP puede
prepararse en forma de coagulo o de membrana de fibrina, y puede
utilizarse como adyuvante en procesos quirurgicos de reconstrucciéon de
superficie ocular. En algunos casos de perforacién corneal han utilizado la
membrana autdloga de fibrina con coagulos de E-PRP en el sitio de Ia
injuria para sellar la perforacion y asi recuperar esa cérnea (101); y en
otros han utilizado coagulos de E-PRP conjuntamente con membrana de
pericardio bovino (Tutopatch®) para reparar la herida (102). También ha
empleado esta técnica de reconstruccidn quirdrgica conjuntamente con

membrana amniodtica (98).

Otros colaboradores también han utilizado esta técnica de reconstruccion
quirurgica de la superficie ocular con coagulos y membrana de fibrina
autologa a base de E-PRP (126,127), asi como también en forma de colirio

para ver la regeneracion tras Lasik (128).
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Kim y col. emplearon el PRP para tratar defectos epiteliales que no
resolvian luego de infecciones corneales, y lo compararon con el suero
autdlogo. Los indices de cicatrizacion del epitelio corneal fueron
significativamente mayores con el PRP que con el suero autélogo (129).
Lee y col. utilizaron la misma preparacion de PRP de Kim y col. 2012 para
erosiones corneales recurrentes, resultando efectivo para disminuir el

indice de recurrencia (130).

Ademas, el PRP se ha inyectado en las glandulas lagrimales de pacientes
con disfuncién lagrimal severa y ojo seco severo, mejorando la produccién

de lagrima y disminuyendo la queratitis asociada (131).

Otros autores, han utilizado con éxito el PRP como adyuvante durante la

cirugia de agujero macular en pacientes con alta miopia (132).

Los derivados plaquetarios han sido utilizados ademas en infiltraciones

subconjuntivales para el tratamiento de causticaciones corneales (133) .

Por su parte, el PRGF autélogo ha sido utilizado para multiples propdsitos
por Anitua y col. desde 1999 (61), y se ha empleado desde entonces en

varias areas de la medicina (134-136).

Pero no fue hasta 2010 que el PRGF comenzd a utilizarse en el ambito de
la Oftalmologia. Lopez-Plandolit y col. emplearon el PRGF diluido al 50%
para tratar defectos epiteliales corneales persistentes en 18 pacientes. Los
resultados mostraron una recuperacidon de los defectos epiteliales en el

85% de los casos (137).
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Posteriormente, los mismos autores evaluaron los resultados del PRGF
diluido al 20% en casos de ojo seco. Observaron una reduccion en los
sintomas y una mejoria en la metaplasia escamosa, aunque esta no era

estadisticamente significativa (138).

Por su parte, Merayo vy col. utilizé preparados de PRGF Endoret para el
tratamiento de pacientes con ojo seco evaporativo (139) y en pacientes
con desérdenes de la superficie ocular refractario a los tratamientos

convencionales con resultados satisfactorios (140).

Mas recientemente, Sanchez-Avila y col. utilizaron el PRGF para tratar
gueratitis neurotréficas en estadios 2 y 3. La mayoria de los pacientes
resolvieron el defecto corneal y un paciente presentd un efecto adverso

(141).

63| Pagina



64 | Pagina



JUSTIFICACION
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2. JUSTIFICACION

Ya se ha mencionado la necesidad de tratamientos que recuperen la
funcionalidad de la superficie ocular con los minimos efectos adversos

posibles.

Resulta necesario entender mejor las propias estrategias del cuerpo ante
agresiones y como aprovecharlas, con el fin de desarrollar terapias
minimamente invasivas que aprovechen y refuercen las propias defensas
inmunoldgicas, evitando sustancias irritantes, toxicas o ajenas a la propia
fisiologia. En este sentido, los tratamientos con sustancias autélogas como
la sangre cumplirian todas estas condiciones. Concretamente, las
plaguetas tienen un claro protagonismo en la reparacion de dafos
tisulares, ya que constituyen un gran reservorio de factores de
crecimiento, moléculas de adhesion celular esenciales y proteinas
bioactivas, que inducen quimiotaxis, proliferacion y diferenciacion celular,

neovascularizacién y deposicién de matriz extracelular (22,142).

En cuanto a los derivados sanguineos empleados en oftalmologia existe
una inmensa variedad de productos, entre ellos, el suero autélogo, el PRP
tradicional, el E-PRP, el PRGF, el coagulo de plaquetas o la membrana

autdloga de fibrina (10,143).

Cada uno de estos productos varia en su preparacion, estructura,

composicién y concentracion de factores de crecimiento.
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Las diferentes formas de preparar los derivados sanguineos proporcionan
un producto final diferente con cada una de ellas, haciendo ain mas dificil

las comparaciones de su respuesta clinica.

Como ya hemos mencionado, el plasma rico en plaquetas para uso
oftalmoldgico o E-PRP difiere del PRP tradicional utilizado en otros

ambitos de la medicina.

El PRP tradicional se obtiene a partir de dos centrifugaciones y contiene
todos los leucocitos y gran cantidad de glébulos rojos, por lo que el
producto final es de color rojo. Esto hace inviable su uso como colirio para

su aplicacién en la superficie ocular (29,129,130,144-147).

En cambio, el E-PRP, a partir de una sola centrifugacion concentra el
mayor numero de plaguetas posible y esta libre de globulos rojos y
leucocitos (los recuentos celulares de estos dos tipos celulares son
minimos). El aspecto del producto final es del color del plasma, por lo que
puede presentar diferentes tonalidades de amarillo y es opalescente
debido al gran numero de plaquetas en suspension. Las plaquetas se
mantienen inactivadas, por lo que pueden desempefiar sus funciones en el
sitio de aplicacidn proporcionando una liberacion continua y fisioldgica de

sus factores de crecimiento (8,9,127).

El E-PRP se utiliza para el tratamiento de diferentes afectaciones de la
superficie ocular desde hace bastante tiempo con éptimos resultados.
Primeramente se aplic6 en JUlceras corneales que no curaban
adecuadamente, ya sea en forma de colirio o como coagulo de E-PRP en

los casos mds severos conjuntamente con membrana amnidtica (98).

68 | Pagina



Luego se utilizd en pacientes con disfuncién de la superficie ocular tras
LASIK (99,128) y en pacientes con ojo seco de diversa gravedad (8,100).
Posteriormente se utilizé en forma de coagulo debajo de parches de
pericardio bovino (Tutopatch®) en Jdlceras corneales severas o
perforaciones corneales (102,126). En un paso mas hacia el concepto de
regeneracion completamente autdloga y dada su gran versatilidad, se
emplearon, en este mismo tipo de pacientes, coagulos de E-PRP pero
debajo de una membrana de fibrina también autdloga (8). Ya sean los
parches de pericardio bovino como la membrana autéloga de fibrina, se
suturaban a la conjuntiva y luego se practicaba una tarsorrafia parcial

(9,127).

Por su parte, el PRGF se prepara a partir de dos centrifugaciones. En la
primera se concentran las plaquetas (al igual que en el E-PRP), luego se
procede a su activaciéon con cloruro calcico, incubacién, se vuelve a
centrifugar y por ultimo se filtra. Todos estos pasos hacen que su
preparacion sea mas laboriosa. En el caso del PRGF Endoret, ademas hay
gue contar que todo el material necesario debe ser adquirido
especificamente para el procedimiento ya que no se utilizan tubos ni
centrifugas convencionales. El producto final es de color amarillo, limpido
ya que no contiene células en suspensién y gran cantidad de factores de

crecimiento (148).

Por otro lado, esta el suero autélogo que requiere de una incubacidn
previa de la sangre sin anticoagulante, una centrifugacién para separar el
coagulo sanguineo del suero exudado y una dilucidn posterior (20% o

50%) en suero fisioldgico, BSS o hialuronato sddico. El producto final es
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limpido y casi incoloro o con un leve tono amarillo debido a la dilucidn, sin
plaquetas y sin leucocitos, pero con cantidades variables de factores de
crecimiento y citoquinas provenientes del proceso de coagulacion de la

sangre entera (149).

El suero autdlogo (74,111,150) y el PRGF (84,103) han sido ampliamente
caracterizados y hay estudios comparativos entre ambos, en los que se
reflejan las concentraciones de los factores de crecimiento de los distintos

preparados y se contrastan los resultados (64,125).

Por el contrario, a pesar de que se ha utilizado en la clinica no hay
suficiente informacion sobre el plasma rico en plaguetas usado para
oftalmologia E-PRP, en lo que se refiere a determinacion de las
concentraciones de los factores de crecimiento mas importantes y de su
adecuada conservacidon para su posterior uso como tratamiento para las

diferentes afecciones de la superficie ocular.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3. HIPOTESIS Y OBIJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

El plasma rico en plaquetas para uso en Oftalmologia E-PRP concentra
adecuadamente las plaquetas minimizando el contenido de otras células
sanguineas, provee de una alta concentracion de factores de crecimiento
y proteinas de adhesidn y puede ser almacenado a -202C conservando sus

propiedades.
3.2. OBIJETIVOS

De acuerdo a la hipdtesis de investigacion se plantearon los siguientes

objetivos:

I. Determinar la concentracion de plaquetas, de leucocitos y glébulos
rojos en la sangre total y el E-PRP.
Il. Cuantificar la presencia de los factores de crecimiento en el E-PRP:
A. Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB)
Factor de crecimiento transformante B (TGF-3)
Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

. Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

m o o ®

Fibronectina
lll. Comparar la concentracién de los factores de crecimiento del E-PRP
fresco y E-PRP congelado a -20°C durante 3 meses, con o sin

centrifugacion posterior.
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MATERIALES Y METODOS
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALES

Recursos humanos
Material fungible

Aparatos

4.1.1. Recursos humanos

El grupo de voluntarios estaba comprendido por seis individuos sanos
(n=6), sin patologia ocular, con edades comprendidas entre 23 y 46 anos

(media de 32.5 + 7.7), vecinos de la poblacidn de Alicante.

4.1.2. Material fungible

Material estéril utilizado para la toma y procesamiento de las muestras:

= Palomillas Multyfly 21 G (Sarstedt®). Figura 7

= Tubos de vacio de 9 ml, con 1Iml de citrato sédico 3,2%
(Monovette®-Sarstedt). Figura 7.

= Puntas de pipeta automatica de 5-50 pl, 10-100 ul y 100-1000pl.

" Pipetasde 5y 10 ml.

* Tubos de 50 ml graduados (Labclinics®).

= Tubos cénicos de 1,5 ml.
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Figura 7. Palomillas Multyfly 21 G para puncion venosa y tubos de vacio
Monovette® - Sarstedt. Fuente: Imagen propia.

Material complementario:

= Gasas estériles

= Alcohol 702y 962

= Agua destilada

® Cuaderno de recogida de datos
= Material bibliografico

= Material fotografico

Material para la determinacion de los factores de crecimiento:

= Kits ELISA eBioscience® (Figura 8)
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Figura 8. Kits ELISA eBioscience® para determinacion de factores de
crecimiento y fibronectina. Fuente: Imagen propia.

4.1.3. Aparatos

= Centrifuga de laboratorio convencional Digicen 20 (Orto-Alresa®).

Control de pardametros digital que incluye velocidad, tiempo de
centrifugado, temperatura del interior, tiempo y velocidad de frenado,

porta-tubos basculantes y pantalla de LCD (Figura 9).

Figura 9. Centrifuga convencional Digicen 20 (Orto-Alresa®).
Fuente: Imagen propia.
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= Contador de células sanguineas Mythic 18, Orphée®

Analizador de hematologia automatico con pantalla tactil que tras la
aspiracion de 8ul de muestra provee resultados del recuento de gldbulos

rojos, glébulos blancos, plaquetas, hematocrito, y hemoglobina, entre los

parametros mas importantes (Figura 10).

Figura 10. Contador hematoldgico Mythic 18, Orphée®
Fuente: Web del producto.

= Cabina de flujo laminar Faster BHG 2004°.

Cabina de seguridad bioldgica para manipular la sangre de los pacientes y

preparar el E-PRP en completa esterilidad (Figura 11).
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Figura 11. Cabina de flujo laminar Faster BHG 2004°.
Fuente: Imagen propia.

= Pipetas automaticas.

Pipeta Finnpipette® 100-1000ul para separar el plasma de los glébulos

rojos.

Pipetas Finnpipette® 5-50 ul y 10-100 ul para cargar muestras en placas de
ELISA.

Pipeta multicanal Eppendorf con 12 puntas, para la aplicacion simultanea
de reactivos y soluciones de lavado en las placas de 96 pocillos durante la

técnica ELISA (Figura 12).
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Figura 12. Pipetas automaticas. Fuente: Imagen propia.

= Agitador mecdnico Bio-Shaker PSU-2T PLUS, BOECO®

Agitador de laboratorio orbital, de mesa, digital, para placas de ELISA.
Necesario para los periodos de incubacidon durante la realizacién de la

prueba.

Figura 13. Agitador mecanico orbital Bio-Shaker PSU-2T PLUS, BOECO®
Fuente: Web del producto.
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= Lector de placa ELISA Tecan Sunrise™ Basic

Lector de placas multipocillos para realizar la lectura de la absorbancia del
color desarrollado tras la técnica ELISA, antes y después de agregar la
solucién de stop. Se complementa con el uso del software Maguellan™
para la obtencidon de los datos y calculo de las concentraciones de los

distintos factores de crecimiento (Figura 14).

Figura 14. Lector de placa ELISA Tecan Sunrise™ Basic
Fuente: Imagen propia.
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4.2. METODOS

Seleccion de individuos

Extraccidon de sangre

Preparacion del E-PRP

Procedimientos y conservacion
Determinacidn de factores de crecimiento

Analisis estadistico

4.2.1. Seleccion de individuos

Este estudio fue llevado a cabo de acuerdo a los principios éticos para la
investigacion médica en humanos, establecidos en la Declaracién de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (World Medical Association)

(151), y tras la aprobacién del Comité Etico local de investigacion clinica.

Los datos y muestras de voluntarios de la clinica Vissum Corporacién
Oftalmolégica (Alicante, Espafia) utilizados durante el estudio, fueron
obtenidos tras la firma de un consentimiento informado por cada uno de
ellos. Ademds, se garantizdé la confidencialidad de los datos para la
presentacion de los resultados, cumpliendo asi con la legislacion vigente

sobre la proteccién de datos (LOPD).
Voluntarios sanos

Seis individuos sanos (n=6), sin patologia ocular ni sistémica conocida, con

edades comprendidas entre 23 y 46 afos (media de 32.5 + 7.7), se
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incluyeron en este grupo. El 50% de ellos fueron mujeres y el otro 50%

hombres.

Se excluyeron mujeres embarazadas, menores de 18 aifios, personas con
enfermedades sistémicas de cualquier etiologia, e individuos con
molestias oculares que evidenciaran alguna posible patologia de la

superficie ocular.

Para cumplir con este ultimo requisito todos los voluntarios completaron

el cuestionario OSDI de sintomas oculares (152).

La puntuacién del cuestionario OSDI se presenta en una escala de 0 a 100,
donde los valores elevados se correlacionan con una mayor discapacidad
de la superficie ocular, como se muestra en la Tabla 2. Este cuestionario es
util para discriminar sujetos con superficie ocular normal de sujetos con
algin grado de alteracidon en la superficie ocular, ya que presenta una

buena sensibilidad y especificidad.

En este caso el indice debia estar en el rango considerado como normal,

OSDI £ 12.

Tabla 2. Clasificacion de grado de Ojo Seco segun la puntuacion

obtenida por el cuestionario OSDI.

Puntuacion O0al2 13a22 23332 333100
Grado de Normal Medio Moderado Severo
disfuncion

Fuente: Schiffman y col. Arch Ophthalmol. 2000 May;118(5):615-21.
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4.2.2. Extraccion de sangre
Todos los individuos participantes en el estudio debian encontrarse en
ayunas para la extraccion de sangre, con el fin de que las condiciones del

proceso fueran lo mas homogéneas posibles.

La sangre de los voluntarios se obtuvo por venopuncién en el brazo, en la
flexura del codo, previa desinfeccion de la piel con alcohol 962. Se
utilizaron palomillas Multyfly 21G (Sarstedt®) y tubos de vacio de 9 ml,
con 1ml de citrato sédico como anticoagulante (Monovette®-Sarstedt). Se
obtuvieron aproximadamente 100-120ml de sangre por paciente, tras la

extraccion de 10-12 tubos en cada uno de ellos.

4.2.3. Preparacion del E-PRP
Tras la extraccion de la sangre se realizd el recuento de las células
sanguineas, hematies, leucocitos y plaquetas, en la sangre entera (antes
de centrifugar) para lo que se utilizé en contador hematoldgico digital

Mythic 18, Orphée®.

A continuacion, los tubos fueron centrifugados a 1400rpm, durante 10
minutos, a una temperatura de 5°C, en la centrifuga de mesa Digicen 20
(Orto-Alresa®). Esta temperatura permite que disminuya la activacion de

las plaguetas y aumente su viabilidad (73).

Tras la centrifugacion cada tubo presentd dos fases bien diferenciadas. La
inferior, roja, con la inmensa mayoria de los hematies de la muestra y la
superior, amarilla que representa el plasma rico en plaguetas E-PRP

(Figura 15).
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Figura 15. Tubo de sangre tras la centrifugacion para obtener E-PRP.
Fuente: Imagen propia.

A veces, inmediatamente tras la centrifugacién las dos fases quedaron
perfectamente diferenciadas (Figura 15), y otras se observaban algunos

glébulos rojos en suspensién cerca de la interfase (Figura 16 izquierda).
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Figura 16. Tubos de sangre tras la centrifugacion.
Fuente: Imdgenes propias.
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En los casos en que se observaban glébulos rojos en suspension no se
pudo separar el E-PRP inmediatamente y se mantuvieron los tubos en
reposo unos minutos hasta que los hematies sedimentaron (Figura 16

derecha).

La separacién de toda la fraccidon plasmatica, E-PRP, se realizd en estrictas
condiciones de esterilidad trabajando dentro de la cabina de flujo laminar

(Faster BHG 2004®) con materiales desechables estériles (Figura 17).

Figura 17. Separacién del E-PRP tras la centrifugacidon en campana de flujo
laminar. Fuente: Imagen propia.

En la interfase entre el E-PRP y la serie roja aparecia normalmente una
linea blanca muy delgada compuesta por los leucocitos, que se evitaba
cuando se aspiraba el plasma rico en plaquetas para disminuir al maximo

el contenido de glébulos blancos en el preparado final.

El E-PRP de cada uno de los tubos era aspirado y colocado en un tubo

estéril de 50ml. De esta forma, todo el E-PRP de un mismo paciente
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guedaba junto favoreciendo la homogeneizacidon del producto final. Tras
la homogeneizacidn (inversion del tubo sin formacion de espuma), 1 ml de
E-PRP era extraido y colocado en un tubo cénico de 1,5 ml para realizar el
recuento celular en el analizador hematoldgico Mythic 18, Orphée®

(Figura 18).

Figura 18. Recuento de células de E-PRP en Mythic 18, Orphée®.
Fuente: Imagen propia.

Seguidamente, tras la obtencién del E-PRP, todo el plasma rico en
plaquetas se fracciond en alicuotas de 1ml (tubos cénicos de 1,5 ml), y se
dividio en 4 grupos de tratamiento, fresco, fresco centrifugado, congelado

a -20°Cy congelado a -20°C centrifugado, para su posterior analisis.

Este procedimiento fue llevado a cabo, para cada muestra de sangre de
cada uno los individuos que participaron en el estudio. Se recolectaron

aproximadamente de 30 a 40 ml de E-PRP por paciente.
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4.2.4. Procedimientos y conservacion

Los tubos de E-PRP de cada uno de los individuos se dividieron en 4

grupos, para someterlos a distintos procedimientos y conservacion.

Los 4 grupos designados fueron:

1. E-PRP FRESCO: Plasma rico en plaquetas (E-PRP) obtenido de la
manera habitual. El término “fresco” hace referencia a que no ha
sufrido ningun tipo de conservacion ni tratamiento posterior. Las
determinaciones de los factores de crecimiento y de la fibronectina
se realizaron en el mismo dia de la obtencién del plasma,
inmediatamente posterior al fraccionamiento. El aspecto del plasma

era el habitual, opalescente.

2. E-PRP FRESCO CENTRIFUGADO: E-PRP que luego de ser alicuotado
en fracciones de 1ml fue sometido a una centrifugaciéon de 6000
rom durante 5 minutos, inmediatamente posterior a su obtencidn.
La realizacidon de esta centrifugacion tenia como objetivo ver si las
plaquetas se activaban durante el fuerte centrifugado liberando asi
sus factores de crecimiento al medio. Tras esta centrifugacion las
plaguetas quedaron agregadas en el fondo del tubo cdnico y el
sobrenadante quedd limpido, que fue lo que se utilizdé para la
realizacion de los ELISAs. El recuento de plaguetas del sobrenadante

fue cero (datos no mostrados).

3. E-PRP CONGELADO A -20°C: E-PRP que luego de ser fraccionado fue

almacenado a -202C durante 3 meses. Al cabo de ese tiempo los
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viales se descongelaron lentamente (24 horas en nevera), y luego se
procedid a realizar las pruebas de ELISA. Este es el procedimiento de
conservacion habitual cuando el E-PRP se indica como tratamiento

para pacientes con alteraciones de la superficie ocular (8).

4. E-PRP CONGELADO A -20°C Y CENTRIFUGADO: E-PRP que fue
sometido al mismo tratamiento anterior, congelado a -202C durante
3 meses, y que luego de la descongelacidon lenta fue centrifugado a
6000 rpm durante 5 minutos. Tras esta centrifugacion las plaquetas
guedaron agregadas en el fondo del tubo conico y el sobrenadante
guedd limpido. Este sobrenadante se utilizd para la realizacion de

las pruebas de ELISA.

4.2.5. Determinacion de factores de crecimiento

Para cuantificar la concentracion del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF-BB), del factor de crecimiento transformante B (TGF-),
del factor de crecimiento epidérmico (EGF), del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) y de la proteina plasmatica fibronectina
presentes en cada una de las muestras, se realizd el inmunoensayo
comunmente conocido como ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay). Concretamente se empled el tipo “ELISA sandwich” en el cual el
antigeno a cuantificar queda atrapado entre dos anticuerpos ya sean

monoclonales o policlonales.
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Para este estudio se empled el kit ELISA de la empresa eBioscience® el cual
incluia una placa de 96 pocillos recubiertos por una cantidad conocida de
anticuerpo de captura y los reactivos necesarios para llevar a cabo el

procedimiento.

En las dos primeras columnas de pocillos se dispusieron las disoluciones
con concentraciones conocidas para realizar la curva estandar y el blanco,
ambos por duplicado. El resto de pocillos se emplearon para las
determinaciones de las muestras problema. Cada muestra se testd por

duplicado, pero utilizando dos viales distintos.

Antes de iniciar el procedimiento, algunas de las muestras de plasma
debian ser diluidas previamente, segun el protocolo especifico del

antigeno a determinar.

Los periodos de incubacién intermedios fueron de una a varias horas
(dependiendo del protocolo), a temperatura ambiente y se realizaron con
agitacion mecanica a 400rpm en agitador orbital Bio-Shaker PSU-2T PLUS,
BOECOQ®.

Las muestras problema se agregaron en cada uno de los pocillos segun
protocolo. Tras la incubacién se realizaron varios lavados con la finalidad
de eliminar el exceso de muestra y seguidamente se adiciond el segundo
anticuerpo unido a biotina dirigido contra el antigeno. Tras la incubacién y
lavado se afadid estreptavidina con enzima peroxidasa de rdbano (HRP)
para que se uniera al conjugado de biotina. Finalmente, se anadio la
disolucidn sustrato con la cual la enzima reacciond generando un producto

coloreado de azul cuya intensidad variaba en funcién de la cantidad del
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antigeno que habia en la muestra. El desarrollo de color se monitorizaba
leyendo la densidad éptica (DO) a 620nm en el lector de placa ELISA Tecan
Sunrise™-Basic y empleando el software Maguellan™ (Figura 19
izquierda). Cuando el desarrollo de color fue el adecuado, la reaccién se
detuvo con la solucion de detencion “stop” (Figura 19 derecha), y la
absorbancia se midié nuevamente a una longitud de onda de 450nm con

el mismo lector de placa para ELISA y software.

Luego de realizar la curva de calibrado para cada sustancia y teniendo en
cuenta la absorbancia obtenida, se obtuvieron las concentraciones de

cada uno de los factores de crecimiento presentes en las muestras.

Figura 19. Lectura de DO en Tecan Sunrise™ (izquierda) y detencidn de la
reaccion (derecha). Fuente: Imdgenes propias.
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4.2.6. Analisis estadistico

El objetivo del analisis estadistico fue determinar la influencia que
ocasionaban los diferentes tratamientos aplicados al E-PRP (Fresco, Fresco
centrifugado, Congelado a -202C, o Congelado a -202C y centrifugado)
sobre la concentracién de los factores de crecimiento PDGF-BB, TGF-1,

EGF y VEGF, y la proteina fibronectina.

Para ello se compard la variable de concentracién de cada una de las
proteinas estudiadas con los cuatro procedimientos realizados. Los analisis

se realizaron para cada factor por separado.

El tamafio muestral fue de n=6 para cada uno de los tratamientos
aplicados. Este tamafio muestral era demasiado pequefio para aplicar
procedimientos paramétricos como el ANOVA, ya que necesita que las
poblaciones sigan una distribucién sea normal y, con tamafios muestrales
tan pequenos, cualquier contraste de normalidad saldria no significativo
(que se ajusta a la normal). No hay un tamafio muestral lo suficientemente
grande como para tener la posibilidad de rechazar el ajuste a Ia

distribucion normal.

Por esta razén, para comparar las concentraciones con cada uno de los
tratamientos utilizados se llevé a cabo el andlisis no paramétrico de los
datos obtenidos mediante la prueba de Kruskal-Wallis, que es el método
alternativo al ANOVA cuando no se cumple la hipdtesis de normalidad o el
tamafio muestral es pequefio. Este primer analisis se realizd con el

programa SPSS® V15.0.
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En los casos en que el Kruskal-Wallis resultd significativo (cuando las
concentraciones entre tratamientos eran diferentes), se realizaron
comparaciones multiples post hoc utilizando el test de Tukey. Este analisis

se realizo con el programa RStudio 1.0.143 - Windows Vista/7/8/10.

Ademas, se realizd un andlisis de correlacidon entre la concentracion de los
distintos factores de crecimiento y fibronectina, y las células sanguineas
presentes en el E-PRP (Plaquetas, Hematies y Leucocitos). Inicialmente se
realizd para cada uno de los factores de crecimiento y fibronectina
globalmente, y posteriormente para cada procedimiento aplicado a cada
factor de crecimiento por separado. Los resultados dieron el coeficiente
de correlacion de Spearman (r) junto al p valor del contraste de este

coeficiente.

El nivel de significacidon para el que se realizaron todos los contrastes del

analisis fue del 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. VOLUNTARIOS

Se incluyeron en este estudio seis individuos sanos (n=6), sin patologia
ocular ni sistémica conocida, con edades comprendidas entre 23 y 46 anos

(media de 32.5 £ 7.7). La proporciéon de hombres y mujeres fue del 50%.

5.2. CUESTIONARIO OSDI

Los valores obtenidos del cuestionario OSDI realizado en los voluntarios

sanos estan reflejados en la Tabla 3.

Tabla 3. Puntuacion del cuestionario OSDI en voluntarios sanos

Voluntario Género Puntuacion OSDI Resultado
1 Hombre 10.48 Normal
2 Mujer 2.08 Normal
3 Mujer 2.08 Normal
4 Mujer 10.41 Normal
5 Hombre 11.36 Normal
6 Hombre 8.33 Normal

Como muestran los resultados en la Tabla 3, los individuos que conforman
este grupo no presentan sintomas de disfuncién de la superficie ocular, ya
que la puntuacién obtenida es inferior a 13, puntuacion a partir de la cual

se considera ojo seco “Medio” (152). La valoracién del test confirma la
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anamnesis inicial que se les realizdé mostrando un resultado calificado

como “Normal”. Todos los individuos cumplieron con este criterio.

5.3. RECUENTO DE CELULAS SANGUINEAS

Los resultados que se muestran en este apartado corresponden a los
valores recogidos de los 6 voluntarios sanos, correspondientes a la
concentracion de plaquetas, glébulos rojos y leucocitos en la sangre
entera o basal y luego de la centrifugacion realizada para concentrar las

plaquetas y obtener el E-PRP (E-PRP fresco).

5.3.1. Recuento de plaquetas

El recuento de plaquetas de cada uno de los individuos, antes y después
de la centrifugacion, se realizd por duplicado. Los valores mostrados

corresponden a la media de ambos.

En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos del recuento de
plaguetas en la sangre basal (antes de la centrifugacién) y en el E-PRP

luego de su preparacion.

En la Figura 20 se han representado graficamente los valores obtenidos.
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Tabla 4. Recuentos de plaquetas antes y después de la centrifugacion

Plaquetas Plaquetas indice de
Voluntario Sangre total E-PRP .
x10%/ul x10%/pl concentracion
1 218 460 2,11
2 235 467 1,99
3 188 352 1,87
4 324 589 1,82
5 373 613 1,64
6 253 489 1,93
Media 265,17 495,00 1,89
DS 69,75 95,14 0,16
DS: Desviacion standard
Plaquetas

700

600

500 -

400

300

Concentracion x103/pl

200

100

Sangre total

—— E-PRP

Figura 20. Concentracion de plaquetas en sangre total y en E-PRP.
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En el recuento de plaquetas en la sangre basal, el valor mas alto
encontrado corresponde al voluntario 5 (373x10%/ul). Este voluntario
ademads presentd el recuento de hematies mds bajo (3,65 x10°%/pl). Estos
valores conjuntamente con la hemoglobina de 10,6 g/dl y el hematocrito
de 33,5 % (datos no mostrados) corresponden a un cuadro de anemia
(153). A priori este voluntario no presentaba ninguna condicién fisica que

indicara esta situacion por lo que se incluyé igualmente en el estudio.

Los resultados muestran que la velocidad de centrifugacion empleada
para la elaboracidon del E-PRP (1400 rpm) y el tiempo establecido (10
minutos) son adecuados, debido a que las plaquetas se concentran casi el

doble, segln el indice de concentracion obtenido de 1,89.

5.3.2. Recuento de glébulos rojos

El recuento de hematies de cada uno de los individuos, antes y después de
la centrifugacion, se realizd por duplicado. Los valores mostrados

corresponden a la media de ambos.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos del recuento de
glébulos rojos en la sangre basal (antes de la centrifugacion) y en el E-PRP

(luego de la centrifugacion).
En la Figura 21 se han representado graficamente los valores obtenidos.

Lo resultados muestran que, tras la centrifugacion, los valores de glébulos
rojos en el E-PRP obtenido son casi insignificantes en comparacién con la

sangre total. La reduccion que se observa es mayor al 99%.
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Tabla 5. Recuentos de hematies antes y después de la centrifugacion

Hematies Hematies .
. Porcentaje de
Voluntario Sangre total E-PRP Reduccion (%)
x108/pl x108/pl ?

1 4,32 0,06 98,61

2 4,28 0,03 99,30

3 3,73 0,04 98,93

4 4,37 0,02 99,54

5 3,65 0,03 99,18

6 4,28 0,04 99,07

Media 4,11 0,04 99,10

DS 0,32 0,01 0,32

DS: Desviacion standard

4,5 |

3,5

2,5 |

1,5

Concentracion x10%/pl

0,5 |

Globulos rojos

e

—Sangre total

——E-PRP

Figura 21. Concentracidon de hematies en sangre total y en E-PRP.
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5.3.3. Recuento de leucocitos

El recuento de leucocitos de cada uno de los individuos, antes y después
de la centrifugacion, se realizé6 por duplicado. Los valores mostrados

corresponden a la media de ambos.

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos del recuento de
leucocitos en la sangre basal (antes de la centrifugacion) y en el E-PRP

(luego de la centrifugacion).

Tabla 6. Recuentos de leucocitos antes y después de la centrifugacion

Leucocitos Leucocitos Porcentaie de
Voluntario Sangre total E-PRP Re duccic’)jn (%)
x103/pul x103/pl >
1 5,20 1,40 73,08
2 4,80 0,90 81,25
3 4,60 0,70 84,78
4 5,60 1,00 82,14
5 6,00 0,60 90,00
6 6,40 1,20 81,25
Media 5,43 0,97 82,08
DS 0,70 0,30 5,52

DS: Desviacion standard

En la Figura 22 se han representado graficamente los valores obtenidos.
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Figura 22. Concentracion de leucocitos en sangre total y en E-PRP.

Los resultados reflejan que, tras la concentracion de plaquetas, los valores
de glébulos blancos en el E-PRP son muy bajos en comparacién con la
sangre total, observandose una reduccion del 82% con respecto a los

valores basales.

5.4. CONCENTRACION DE FACTORES DE CRECIMIENTO Y FIBRONECTINA

La determinacidon de los factores de crecimiento EGF, PDGF-BB, TGF-B,
VEGF vy fibronectina se realizé en las muestras de E-PRP obtenidas de los

voluntarios sanos.

Estas concentraciones se determinaron en cada uno de los 4 grupos de E-

PRP sometidos a los distintos procedimientos y conservacidon: E-PRP
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fresco, E-PRP fresco centrifugado, E-PRP congelado a -20°C y E-PRP

congelado a -209C y centrifugado.

Luego de obtenida la densidad o&ptica de las muestras en el
espectrofotometro a 450 nm, los resultados de las concentraciones se
calcularon reemplazando la “y” en la ecuacién de la recta de la curva de
calibrado de cada uno de los factores con la absorbancia y luego

calculando “x”.

En la Tabla 7 se observan las ecuaciones para cada uno de ellos y el R?.

Tabla 7. Ecuaciones de la recta y R? para cada determinacidn
Moléculas Ecuacion de la recta R?

EGF y =0,0105x - 0,0335 0,9993
PDGF-BB y =0,0008x - 0,0578 0,9997
TGF-8 y =0,0014x - 0,1179 0,9879
VEGF y =0,0021x - 0,0183 0,9862
Fibronectina y =0,1006x + 0,557 0,9942
R?: coeficiente de correlacidn

Para calcular los resultados se tuvieron en cuenta las diluciones de las

muestras requeridas para algunas de las determinaciones.

Cada muestra se analizd por duplicado, pero utilizando dos viales

distintos. Los valores mostrados corresponden a la media de ambas
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medidas (problema y su duplicado), cuando la diferencia entre ellas no
superaba el 10%. Si la diferencia era mayor al 10% se considerd solo el

valor que era mas cercano a la Media + DS del grupo.

En la Tabla 8 se muestran las concentraciones obtenidas del factor de
crecimiento epidérmico (EGF) para los distintos procedimientos

realizados.

Tabla 8. Concentraciones del factor de crecimiento epidérmico (EGF)

(pg/ml)

Voluntario Fresco ceni:eficgoa i, Congelado ccca::r fful ;:30

1 435,24 471,24 863,84 728,60

2 176,29 109,24 554,32 473,71

3 246,38 228,29 586,70 473,36

4 503,81 402,86 707,65 529,55

5 320,19 250,38 673,36 623,84

6 347,52 335,24 647,65 534,32

Media 338,24 299,54 672,25 560,56

DS 119,92 130,49 109,36 99,03

DS: Desviacion standard
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En la Tabla 9 se muestran las concentraciones obtenidas del factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB),

procedimientos realizados.

para

los distintos

Tabla 9. Concentraciones del factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDGF-BB) (pg/ml)

Voluntario Fresco ceni:;zc;a do Congelado cgg:r?:: 2:30
1 2707,5 1420 10270 10232,5
2 3782,5 1545 6907,5 10145
3 3832,5 2457,5 8895 9170
4 7007,5 2732,5 10470 10182,5
5 7907,5 8407,5 19395 20132,5
6 5157,5 2557,5 15832,5 17270
Media 5065,83 3186,67 11961,67 12855,42
DS 2028,96 2615,61 4696,25 4634,59

DS: Desviacion standard
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En la Tabla 10 se muestran las concentraciones obtenidas del factor de

crecimiento transformante B (TGF-B), para los distintos procedimientos

realizados.

Tabla 10.

(TGF-B) (pg/ml)

Concentraciones del factor de crecimiento transformante

Voluntario Fresco ceni:?fic; do Congelado cgg:r?:: 2:30

1 86494,29 7476,43 83258,57 51822,86

2 83065,71 6790,71 76626,43 43787,14

3 81394,29 4937,14 67690,71 26762,14

4 85315,71 10744,29 78608,57 21951,43

5 85465,71 7069,29 64422,86 30533,57

6 83258,57 5215,71 77655,00 39780,00
Media 84165,71 7038,93 74710,36 35772,86
DS 1905,18 2084,48 7151,48 11292,15

DS: Desviacion standard
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En la Tabla 11 se muestran las concentraciones obtenidas del factor de

crecimiento vascular endotelial (VEGF), para los distintos procedimientos

realizados.

Tabla 11. Concentraciones del factor de crecimiento vascular endotelial

(VEGF) (pg/ml)

Voluntario Fresco ceni:;zc;a do Congelado cgg:r?:: 2:30

1 305,52 203,14 853,14 842,67

2 179,81 89,81 299,33 286,48

3 137,43 67,90 145,05 136,00

4 241,71 243,62 273,62 277,43

5 562,19 655,05 1082,67 975,52

6 218,86 209,33 313,14 242,19
Media 274,25 244,81 494,49 460,05
DS 152,09 212,89 378,54 354,42

DS: Desviacion standard
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En la Tabla 12 se muestran las concentraciones obtenidas de la proteina

plasmatica fibronectina, para los distintos procedimientos realizados.

Tabla 12. Concentraciones de la proteina plasmatica fibronectina

(ng/ml)
Voluntario Fresco ceni:;’ic; do Congelado cg::;?ﬁ ::30
1 571,04 563,63 560,45 572,39
2 549,22 548,34 556,62 566,26
3 571,91 558,06 551,61 560,84
4 500,97 515,94 524,94 541,74
5 548,98 535,84 550,25 556,78
6 522,47 540,30 550,25 548,74
Media 544,10 543,69 549,02 557,79
DS 27,85 17,14 12,48 11,27

DS: Desviacion standard

Si comparamos los valores de los FCs en el E-PRP Fresco con respecto a los
niveles basales en plasma sanguineo, en general se observa que se han
visto aumentados a excepcion del EGF, como se muestra en la Tabla 13.

Los valores del plasma fueron obtenidos del protocolo del Kit eBioscience.
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Por otro lado, se observa que todas las concentraciones de los FCs

aumentan considerablemente en el E-PRP Congelado con respecto a los

niveles plasmaticos.

Tabla 13. Comparacion de niveles de factores de crecimiento en plasma
sanguineo y en E-PRP Fresco / Congelado.

Moléculas | Plasma sanguineo® | E-PRP Fresco* Co:;::io*

PDGF-BB <2000 pg/ml| 5065.83 pg/ml| 11961.67 pg/ml
TGF-B 1725 pg/ml | 84165.71 pg/ml| 74710.36 pg/ml
EGF 110-350 pg/ml 338.24 pg/ml 672.25 pg/ml
VEGF 47.3 pg/ml 274.25 pg/ml 494.49 pg/ml
Fibronectina 400 pg/ml 549.02 pg/ml 544.10 pg/ml

$ Valores obtenidos del protocolo del Kit eBioscience.
* Valores obtenidos de nuestros experimentos.

Los valores de Fibronectina aumentan levemente en el E-PRP ya sea

Fresco o Congelado, con respecto a los niveles plasmaticos basales.
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5.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

En la Tabla 14 se muestran los valores del recuento de las diferentes
células sanguineas (plaguetas, hematies y leucocitos) en la sangre total

(antes de la centrifugacion) y tras la obtencién del E-PRP.

Tabla 14. Recuento de células sanguineas

Estadistico Plaquetas Hematies Leucocitos
x103/pl x108/pl x103/pl
ST E-PRP ST E-PRP ST E-PRP
Media 265,17 | 495,00 4,11 0,04 5,43 0,97
DS 69,75 95,14 0,32 0,01 0,70 0,30

ST: Sangre Total, DS: Desviacion standard

Estos valores se utilizaran luego para hacer el analisis de las correlaciones
entre los mismos y las diferentes concentraciones de los factores de

crecimiento y la fibronectina.

A continuacion, se muestran los valores medios y las desviaciones
standard de todas las concentraciones obtenidas de los factores de
crecimiento y la fibronectina, para cada uno de los 4 procedimientos
realizados; E-PRP Fresco, E-PRP Fresco Centrifugado, E-PRP Congelado a -
202Cy E-PRP Congelado a -202C y Centrifugado (Tabla 15).
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Tabla 15.

Media y desviacion standard de los factores de crecimiento y

fibronectina para cada tratamiento junto con los resultados estadisticos

obtenidos
PDGF-BB | TGF-B1 EGF VEGF-A | FIBRONECTINA
(pg/ml) (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) (ng/ml)
o |Media | 5065.83 | 84165.71 | 338.24 | 274.25 544.10
-
o
“ |ps 2028,96 | 1905.18 | 119.92 | 152.09 27.85
2
o & |Media | 3186.67 | 7038.93 | 299.54 | 244.81 543.69
A 2
w =
En:
% DS 2387.71 | 2084.48 | 130.49 | 212.89 17.14
(@)
<8: Media | 11961.67 | 74710.36 | 672.25 | 494.49 549.02
o
2
S |bs 4287.07 | 7151.48 | 109.35 | 378.54 12.48
o8
Q & |Media | 12855.4 | 35772.86 | 560.56 | 460.05 557.79
ol
9
8% DS 4230.79 | 11292.15 | 99.03 | 354.05 11.27
(®]
p valor 0.001* 0.000* | 0.001* | 0.198 0.471

DS: Desviacion standard, F: Fresco, FC: Fresco Centrifugado, C: Congelado a -20°C 3

meses, CC: Congelado a -20°C 3 meses y Centrifugado.

* p valor < 0.05: estadisticamente significativo.
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La Tabla 15 recoge ademas los resultados obtenidos en la prueba
estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis. Con un asterisco rojo se
marcan los valores cuyo p valor es < 0.05 y por lo tanto indican que existen
diferencias significativas entre los grupos; “Fresco”, “Fresco

Centrifugado”, “Congelado” y “Congelado Centrifugado”.

El analisis demuestra que no se encontraron diferencias significativas para
el VEGF-A (p=0.198), ni para la fibronectina (p=0.471) entre los diferentes
tratamientos aplicados al E-PRP. Por el contrario, se observaban
diferencias significativas para PDGF-BB, TGF-B1 y EGF (p < 0.05), pero
dicha prueba estadistica no especificaba entre qué grupos se observaban
esas diferencias, por lo que para ello se realizd un analisis post-hoc

utilizando el test de Tukey para comparaciones multiples.

5.5.1. Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

Los resultados estadisticos muestran que se establecen diferencias
significativas entre los distintos tratamientos para el factor de crecimiento

epidérmico (EGF).

En la Tabla 16 se recogen los datos del p valor obtenidos aplicando el test
de Tukey para comparaciones multiples. Se encuentran marcados con
asteriscos aquellos cuyo p valor £ 0.05 y por lo tanto indican diferencias

significativas entre los procedimientos aplicados.
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Tabla 16. Comparaciones multiples para EGF (p valor)

FRESCO CONGELADO
P CENTRIFUGADO Lol AL CENTRIFUGADO
FRESCO - 0.988 0.008* 0,122
FRESCO * *
CENTRIFUGADO 0.988 - 0.002 0.050
CONGELADO 0.008* 0.002* -- 0.761
CONGELADO 0,122 0.050* 0.761 -

CENTRIFUGADO

* p valor < 0.05: estadisticamente significativo.

Segun los resultados de la Tabla 16 existe un aumento significativo en Ia

concentracion de EGF Congelado y Congelado Centrifugado, con respecto

al Fresco y al Fresco Centrifugado respectivamente, cuyos valores para

dicho factor de crecimiento son significativamente inferiores.

Por su parte no se observan diferencias entre el Fresco y el Fresco

Centrifugado (p=0,988), entre el

Fresco y Congelado Centrifugado

(p=0,122), ni entre el Congelado y Congelado Centrifugado (p=0,761) en

las determinaciones de EGF.

En la Figura 23 se puede observar la representacion grafica de los valores

obtenidos.
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Figura 23. Concentracion del factor de crecimiento epidérmico (EGF) en

E-PRP tras la aplicacion de 4 procedimientos.

5.5.2. Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB)

El analisis estadistico demuestra que existen diferencias significativas
entre los distintos tratamientos que se aplicaron al E-PRP para el Factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB). Ver Tabla 17.

En |la Tabla 17 se recogen los datos del p valor obtenidos aplicando el test
de Tukey para comparaciones multiples. Se encuentran marcados con
asteriscos aquellos cuyo p valor < 0.05 y por lo tanto indican diferencias

significativas entre los procedimientos aplicados.
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Tabla 17. Comparaciones muiltiples para PDGF-BB (p valor)

FRESCO CONGELADO
FRESCO cenTriFuGapo | CONSEMAPO | cenrRIFUGADO
FRESCO - 0.784 0.111 0.068
FRESCO . .
CENTRIFUGADO 0.784 - 0.008 0.004
CONGELADO 0.111 0.008* - 0.997
CONGELADO .
CENTRIFUGADO 0.068 0.004 0.997 -

* p valor < 0.05: estadisticamente significativo.

Solo se encontraron diferencias significativas entre el E-PRP Fresco
Centrifugado y el Congelado (p=0.008), y entre el Fresco Centrifugado vy el
Congelado Centrifugado (p=0.004).

18000,00
16000,00
14000,00
12000,00
"E 10000,00
=
o 8000,00
6000,00 il
4000,00 — \ T
0,00
Fresco Fresco Congelado Congelado
centrifugado centrifugado

Figura 24. Concentracion del factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF-BB) en E-PRP tras la aplicaciéon de 4 procedimientos.
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Tanto en la Tabla 17 como en la Figura 24 se puede observar que existen
diferencias entre los distintos tratamientos aplicados al PDGF-BB. El E-PRP
Congelado y el Congelado Centrifugado presentan valores mas elevados,
respecto al Fresco y al Fresco Centrifugado, aunque no se encuentran

diferencias significativas entre el E-PRP Fresco y el resto de tratamientos.

5.5.3. Factor de crecimiento transformante p1 (TGF-B1)

En la Tabla 18 se reflejan los datos del p valor obtenidos aplicando el test
estadistico de Tukey para comparaciones multiples. Se encuentran
marcados con un asterisco aquellos cuyo p valor es £ 0.05 y por lo tanto
indican diferencias significativas entre cada uno de los procedimientos

realizados.

Tabla 18. Comparaciones multiples para TGF-B (p valor)

FRESCO CONGELADO
SR CENTRIFUGADO Lol A CENTRIFUGADO
FRESCO - 0.000* 0.585 0.024%*
FRESCO % *

TGS 0.000 -- 0.013 0.456
CONGELADO 0.585 0.013* -- 0.039*
CONGELADO " -

SR 0.024 0.456 0.039

* p valor < 0.05: estadisticamente significativo.
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El analisis estadistico de los datos demuestra que existen diferencias
significativas entre algunos de los tratamientos que se aplicaron al E-PRP

para el Factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1).

En la Figura 25 se puede observar que los valores de concentracién de
TGF-B1, son significativamente mas elevados en el E-PRP sin centrifugar,
Fresco y Congelado, en comparacion con los valores obtenidos de las

muestras centrifugadas, Fresco Centrifugado y Congelado Centrifugado.

TGF-B1
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10000,00 [——

000 .

Fresco Fresco Congelado Congelado
centrifugado centrifugado

pg/ml

Figura 25. Concentracion del factor de crecimiento transformante 8

(TGF-B) en E-PRP tras la aplicacion de 4 procedimientos.

Las concentraciones de TGF-B en el E-PRP Fresco fueron significativamente

mas elevadas que en el Fresco Centrifugado (p=0.000), asi como las del E-
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PRP Congelado en comparacion con las del Congelado Centrifugado

(p=0.039).

Por su parte, no se encontraron diferencias significativas en el TGF-p del E-
PRP en Fresco en comparacidon con sus homdlogos congelados, Fresco vs
Congelado (p=0.585) y Fresco Centrifugado vs Congelado Centrifugado
(p=0.456).

5.5.4. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A)

En la Figura 26 se muestran graficamente los resultados de las
concentraciones obtenidas para el factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF-A).
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Figura 26. Concentracion del factor de crecimiento vascular endotelial

(VEGF) en E-PRP tras la aplicacidon de 4 procedimientos.
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El analisis de los resultados con la prueba estadistica no paramétrica de
Kruskal-Wallis demostré que no existian diferencias significativas entre
grupos para este factor de crecimiento (p=0.198), por lo que no se realizd

posteriormente el analisis post-hoc de comparaciones multiples.

En la Figura 26 se aprecia que no existen diferencias significativas entre el
E-PRP Fresco, el Fresco Centrifugado, el Congelado, ni el Congelado
Centrifugado, en lo que respecta a las concentraciones de factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF-A).

Aunque las concentraciones de los dos grupos de E-PRP congelados son
mayores que las concentraciones de los grupos de E-PRP frescos, estas

diferencias no son significativas desde el punto de vista estadistico.

5.5.5. Fibronectina

En el caso de esta proteina plasmatica tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras analizadas de E-PRP en
los grupos de Fresco, Fresco Centrifugado, Congelado, o Congelado

Centrifugado (p=0.471).

La representacion grafica de los valores obtenidos para la Fibronectina se

puede apreciar en la Figura 27.
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Figura 27. Concentracién de la proteina plasmatica Fibronectina en E-PRP

tras la aplicacion de 4 procedimientos.

5.6. ANALISIS DE CORRELACIONES

En este apartado se muestra el andlisis de correlacién entre la
concentracion de los distintos factores de crecimiento y fibronectina, y las
células sanguineas presentes en el E-PRP (Plaquetas, Hematies vy

Leucocitos).

Inicialmente se realizdé para cada uno de los factores de crecimiento y
fibronectina globalmente, y posteriormente para cada procedimiento

aplicado a cada factor de crecimiento por separado.

Los resultados dieron el coeficiente de correlacion de Spearman (r) junto

al p valor del contraste de este coeficiente.

123 | Pagina



5.6.1. Correlaciones E-PRP Fresco

En la Tabla 19 se muestran las correlaciones de los distintos factores de

crecimiento y fibronectina con las células sanguineas en el E-PRP Fresco.

Se encuentran marcados con un asterisco rojo aquellos p valores < 0.05,

que indican que la correlacién fue significativa.

Tabla 19. Correlaciones en E-PRP Fresco con células sanguineas
Coeficienter y p valor

Plaquetas Hematies Leucocitos

r p r p r p
PDGF-BB 0.841 0.036* | -0.733 0.097 -0.512 0.299
TGF-B1 0.676 | 0.141 0.166 0.754 0.408 0.421
EGF 0.485 | 0.330 0.052 0.922 0.508 0.304
VEGF-A 0.724 0.104 -0.063 0.905 -0.276 0.596
FIBRONECTINA | -0.635 | 0.175 0.684 0.134 -0.104 0.845

* p valor < 0.05: estadisticamente significativo.

Como se muestra en la Tabla 19, existe una correlacidon significativa y
positiva entre las plaquetas y el PDGF-BB con una p=0.036 y un coeficiente
de correlacién de Spearman, r=0.841. Esto indica que a mayor
concentracion de plaquetas en el E-PRP se observa una mayor

concentracion del factor de crecimiento PDGF-BB.

Por el contrario, no se observa ningln tipo de correlacién entre el
recuento de plaguetas y el resto de factores de crecimiento o la

fibronectina (p > 0.05).
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Aunque TGF-B1, VEGF-A y Fibronectina presentan un coeficiente de
correlacidon aceptable, el p valor de cada uno de ellos no llega al nivel de
significacion requerido para poder afirmar que existe una correlacidon

significativa.

A su vez, tampoco hay correlaciones entre las concentraciones de los
factores de crecimiento o fibronectina y los recuentos de hematies o

leucocitos en el E-PRP Fresco (p > 0.05).

Ademas de las correlaciones con las células sanguineas, se realizaron las
correlaciones entre los factores de crecimiento y la fibronectina entre si

en el E-PRP Fresco.

Los p valores de los contrastes y los coeficientes de correlacion de

Spearman se reflejan en la Tabla 20.

Tabla 20. Correlaciones en E-PRP Fresco. Coeficienter y p valor

PDGF-BB | TGF-B1 | EGF | VEGF-A | FIBRONECTINA

r 1 0.086 | 0.200 | 0.371 -0.657
PDGF-BB

p - 0.872 | 0.704 | 0.468 0.156

r 1 0.657 | 0.943 -0.257
TGF-B1

p = 0.156 | 0.005* 0.623

r 1 0.543 -0.543

EGF

p - 0.266 0.266

r 1 -0.371
VEGF-A

p = 0.468

r 1

FIBRONECTINA
p -

* p valor < 0.05: estadisticamente significativo.
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Segun los p valores obtenidos expresados en la Tabla 20, se observa que
existe una correlacion significativa y positiva entre TGF-B1 y VEGF-A, ( y

p=0.005), lo que evidencia una relacidn entre estos dos factores.

Por el contrario, no se encontraron correlaciones entre el resto de

factores de crecimiento y fibronectina en el E-PRP Fresco (p > 0.05).

5.6.2. Correlaciones E-PRP Congelado

En la Tabla 21 se muestran las correlaciones de los distintos factores de
crecimiento y fibronectina en el E-PRP Congelado con los recuentos de las

células sanguineas en el E-PRP inicial (Fresco).

Se encuentran marcados con un asterisco rojo aquellos p valores < 0.05,

gue indican que la correlacion fue significativa.

Tabla 21. Correlaciones en E-PRP Congelado con células sanguineas
Coeficienter y p valor

Plaquetas Hematies Leucocitos
r p r p r p
PDGF-BB 0.606 0.203 -0.087 0.870 -0.205 0.697
TGF-B1 -0.063 0.906 0.362 0.481 0.932 0.007*
EGF 0.239 | 0.648 0.575 0.233 0.660 0.153
VEGF-A 0.514 | 0.297 0.296 0.569 -0.007 0.990
FIBRONECTINA | -0.524 | 0.286 0.730 0.100 0.149 0.779

* p valor < 0.05: estadisticamente significativo.
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Como se muestra en la Tabla 21, existe una correlacién significativa y
positiva entre los leucocitos y la concentracion del TGF-B1 (r=0.932 y
p=0.007). Esto indica que a mayor concentracidn de leucocitos en el E-PRP
inicial (fresco) se observa una mayor concentracién del factor de

crecimiento TGF-B1 en el E-PRP congelado.

Por el contrario, no se observa ningln tipo de correlacién entre el
recuento de plaquetas y el resto de factores de crecimiento o la

fibronectina (p > 0.05).

A su vez, tampoco hay correlaciones entre las concentraciones de los
factores de crecimiento o fibronectina y los recuentos de hematies o

leucocitos en el E-PRP Fresco (p > 0.05).

Ademas de las correlaciones con las células sanguineas, se realizaron las
correlaciones entre las concentraciones de los factores de crecimiento y la

fibronectina entre si, en el E-PRP Congelado.

Los p valores de los contrastes y los coeficientes de correlacion se reflejan

en la Tabla 22.
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Tabla 22. Correlaciones en E-PRP Congelado. Coeficiente r y p valor

PDGF-BB | TGF-B1 EGF | VEGF-A | FIBRONECTINA

r 1 0.195 0.452 0.651 -0.623
PDGF-BB

p - 0.787 0.329 0.208 0.173

r 1 0.419 0.017 -0.208
TGF-B1

p == 0.208 0.957 0.742

r 1 0.492 -0.103

EGF

p - 0.397 0.827

r 1 -0.295
VEGF-A

p = 0.784

r 1

FIBRONECTINA
p -

* p valor < 0.05: estadisticamente significativo.

En esta tabla se muestra que no hubo correlaciones significativas entre los

distintos factores de crecimiento o la fibronectina en el E-PRP congelado

(p>0.05).
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6. DISCUSION

El plasma rico en plaguetas para uso oftalmolégico denominado como E-
PRP se utiliza para el tratamiento de diferentes afectaciones de la
superficie ocular desde hace bastante tiempo (8,9,98,127). Sin embargo,
faltaba realizar una evaluacién detallada de la composicion y estabilidad
bioldgica del preparado, para confirmar que el E-PRP autdlogo conservaba

su potencial bioldgico tras la conservacion.

Los objetivos planteados al inicio de este estudio estaban orientados a
realizar una evaluacién detallada de la composicion del preparado del
plasma rico en plaquetas E-PRP, usado en Oftalmologia, para determinar si
el recuento de células sanguineas y la concentracién de los factores de
crecimiento y proteinas de adhesion eran los esperados para un producto

de estas caracteristicas.

Para conseguir estos objetivos se determinaron las concentraciones de
plaquetas, de leucocitos y gldbulos rojos en la sangre total y el E-PRP, y se
cuantificaron los principales factores de crecimiento del E-PRP y ademas la

proteina de adhesion fibronectina.

Paralelamente, con el objetivo de determinar la estabilidad biolégica del
E-PRP autdlogo y demostrar que conservaba su potencial bioldgico tras la
conservacion a -202C, se compararon las concentraciones de los factores
de crecimiento del E-PRP fresco y E-PRP congelado a -20°C durante 3

meses, con o sin centrifugacidn posterior.
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6.1. RECUENTO DE CELULAS SANGUINEAS

Existen diferentes opiniones acerca de cual es el indice de concentracidn
de plaquetas apropiado para utilizar al plasma rico en plaquetas como

herramienta terapéutica en el ambito de la regeneracidn tisular.

Por un lado, estan los que prefieren los indices de concentracién elevados
o muy elevados. En este caso nos referimos a los que utilizan
concentrados de las plaquetas mas del doble sobre los valores basales
(154) y afirman que mas plaguetas proporcionan una mayor
concentracion de FC. En estos casos suelen ser necesarios sistemas
complejos de obtencidn de PRP con equipos sofisticados o incluso varias

centrifugaciones (131,155).

Por otro lado, se encuentran los investigadores que concentran las
plaguetas moderadamente, normalmente tras solo una centrifugacion y
que utilizan el plasma enriquecido tal como se obtiene luego de la
centrifugacion (8,9,132), o los que lo diluyen para su aplicacién clinica

(129,130).

Y por ultimo estan los autores que prefieren que sus preparaciones no
contengan plaquetas, ya sea porque utilizan sangre sin anticoagulante y
obtienen suero autélogo (SA) quedando las plaquetas atrapadas en el
coagulo sanguineo conjuntamente con los leucocitos y la fibrina
(111,156,157), o bien los que preparan un plasma rico en plaquetas, pero
luego lo activan con cloruro calcico o directamente con trombina, para

obtener plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) (103,138,139). Ya
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sea en el caso del suero autélogo o en el del PRGF, ambos preparados

presentan concentraciones variables de FC (74,103).

En nuestro estudio, los resultados obtenidos tras la centrifugacion de la
sangre demuestran que el nivel de plaquetas para en el E-PRP es de casi el
doble con respecto a los valores basales en la sangre total, ya que el indice
de concentracién alcanzado fue de 1,89. Por lo que la velocidad de
centrifugacion empleada para la elaboracién del E-PRP y el tiempo
establecido son adecuados para asegurar el suministro éptimo de FC para

usos clinicos (155,158).

En cuanto al recuento de hematies los resultados han mostrado que, tras
la centrifugacion, los valores de glébulos rojos en el E-PRP son casi
insignificantes en comparacion con los recuentos de la sangre total ya que
el porcentaje encontrado es de solo 0,9%, obteniéndose un indice de

reduccion mayor al 99%.

No se encontraron trabajos en la bibliografia consultada que expresaran la
concentracion de hematies en los derivados sanguineos usados para
oftalmologia. En un trabajo de Anitua y col. (82), en el que analizaban la
composicién de matrices de PRGF, determinaron que la concentracion de
hematies en el PRGF-Endoret estaba entre 0.02 y 0.04 (x10%/ul). Otros
autores encontraron concentraciones de glébulos rojos entre 0.01 y 0.03
(x10%/ul) en PRP utilizado para medicina regenerativa (159). Todos estos
valores son comparables a los de nuestro estudio, que resultaron ser de

0.04 + 0.01 (x10%/pl).
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Con respecto a los leucocitos, los valores que encontramos en el E-PRP
fueron muy bajos en comparacién con la sangre total, observandose una
reduccion del 82% con respecto a los valores basales. La concentracidn
media de glébulos blancos en el E-PRP (0,97x103/ul), fue comparable a la
gue encontraron algunos autores en PRP (155,160) o ligeramente mayor a
la que describen otros para el PRGF (64,82), aunque ninguno de estos

ultimos indica la concentracidn basal en sangre total de la que parten.

Estos pequefios valores de leucocitos encontrados en el E-PRP no lo
catalogan como derivado sanguineo “con” leucocitos. Esta denominacion
es adecuada para aquellos preparados con concentraciones elevadas de
globulos blancos, cercanas o iguales a las que hay en la sangre total. Tal es
el caso del L-PRF y el L-PRP (81-83), o el PRP preparado en dos pasos
utilizado tradicionalmente en otras areas de la medicina diferentes a la
Oftalmologia (29,161,162). También entrarian en esta categoria aquellos
PRPs usados en Oftalmologia tras una centrifugacion, pero que incorporen

la capa leucocitaria (129,130,155).

En la manera de lo posible, los leucocitos deberian evitarse en las
preparaciones de PRP debido a su potencial efecto proinflamatorio ya que
su presencia aumenta la concentracion de las citoquinas proinflamatorias

IL-1B, TNF-a, y las metaloproteinasas MMP-9 y MMP-13 (163,164).

Por otra parte, hay que tener en cuenta que los derivados sanguineos sin
leucocitos, como el SA, ademas de FC presentan valores de citoquinas
proinflamatorias como la IL-1B, significativamente mas elevados que los

presentes en plasma rico en plaquetas con leucocitos (L-PRP) (81). Esto se
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debe, a que en el momento de la coagulacién de la sangre los leucocitos

quedan atrapados en el codgulo, liberando asi su contenido.

6.2. CUANTIFICACION DE FACTORES DE CRECIMIENTO Y FIBRONECTINA,
Y COMPARACIONES ENTRE METODOS

El objetivo de determinar los FC tras someter al E-PRP a cuatro
procedimientos distintos, E-PRP Fresco, E-PRP Fresco-Centrifugado, E-PRP
Congelado a -202C y E-PRP Congelado a -20°C-Centrifugado, era
determinar cudl de ellos reportaba los mejores resultados para utilizarlo

como tratamiento en diferentes afectaciones de la superficie ocular.

En cuanto a la eleccion de los FC que hemos analizado en este estudio, se
han seleccionado los mas representativos en el ambito de la regeneracion
ocular, de la inmensa cantidad de moléculas presentes en el plasma, y que

son secretados por las plaquetas.

Con la técnica ELISA se determinaron el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF-BB), el factor de crecimiento transformante B1 (TGF-f1),
el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) y la proteina plasmatica fibronectina, para cada

uno de los procedimientos realizados.

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) participa activamente en la
migracion y proliferaciéon del epitelio corneal en los procesos de

regeneracion tisular (44).
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Las concentraciones de EGF en las muestras de E-PRP congelados fueron
significativamente mas elevadas que las correspondientes frescas,
duplicando incluso sus valores. Estos valores de las muestras congeladas
presentan valores mas altos que los obtenidos con el PRGF de Anitua y col.

(64,103), y con el suero autdlogo de Lopez-Garcia y col. (74).

Las concentraciones del E-PRP Congelado y el E-PRP Congelado-
Centrifugado fueron comparables, no observandose variaciones entre si.
Esto indica que la centrifugacion posterior que elimina las plaquetas del
sobrenadante, no modifica la concentracién del EGF probablemente

porque todo ese EGF se haya liberado tras la congelacion.

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), es un modulador
de la quimiotaxis y de la mitosis celular de los fibroblastos (28). Se
presenta en tres isoformas distintas, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, y para
nuestro estudio hemos elegido al PDGF-BB, dado que es el que tiene

mayor poder quimiotactico de los tres (30,31).

PDGF-BB siguid el mismo patron que el anterior EGF, observandose
valores mucho mas elevados en los E-PRP congelados en comparaciéon con
los frescos. Esta diferencia resultd significativa para el Fresco-
Centrifugado, pero no para el Fresco cuando se comparaban con los
respectivos E-PRP congelados, aunque las concentraciones encontradas
fueron mas del doble en estos ultimos. Posiblemente esta falta de
significacion estadistica se deba a la variabilidad de los datos en el E-PRP

Congelado (11961,67 + 4696,25 pg/ml).
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Las concentraciones obtenidas para el PDGF-BB son comparables a las
halladas por otros autores (165,166), y muy superiores a las de otros
investigadores (167). Por otra parte existen estudios interesantes que
comparan los FC de muestras de PRP, PRGF y SA, pero determinan el
PDGF-AB por lo que los resultados no pueden ser comparados (64,74,103).
Otros autores no especifican que fraccion de PDGF han analizado por lo

que tampoco se pueden comparar los hallazgos (66).

Cuando se correlacionaron los distintos FC con las células sanguineas en el
E-PRP Fresco, se observé que existia una correlacion significativa y positiva
entre las plaquetas y el PDGF-BB (r=0.841 y p=0.036). Esto se debe a que
dicho factor se libera durante la degranulacion de las plaquetas cuando
estas estan en forma activa (144). Pero no se encontrd correlacidon entre el

recuento de plaquetas en el E-PRP y el PDGF-BB Congelado (p=0.203).

Varios autores han encontrado igualmente una correlacidén positiva entre
el recuento plaquetario y el PDGF-BB (168—170), mientras que otros no
han encontrado correlacién entre ellos, en las preparaciones de plasma

rico en plaquetas (165,166,171).

El factor de crecimiento transformante B1 (TGF-B1l) es un FC
multifuncional y uno de los mds importantes que intervienen en la
modulacidon del comportamiento de los tejidos oculares (40). Favorece la
guimiotaxis de fibroblastos, promueve la diferenciaciéon de
miofibroblastos e induce la produccion de matriz extracelular por la
estimulacion de la produccién de colageno, fibronectina, y proteinglicanos

y disminuye su degradacién inhibiendo las metaloproteasas y otras
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enzimas proteoliticas. Dependiendo del contexto puede tener efectos pro-

inflamatorios o anti-inflamatorios (172).

Las concentraciones de TGF-B1 en el E-PRP Fresco y E-PRP Congelado
fueron elevadas, no observandose diferencias estadisticas entre ellas,
84165,71 + 1905,18 y 74710,36 + 7151,48 pg/ml respectivamente. Pero la
centrifugacion posterior disminuyd drasticamente la concentracidon de

este factor.

Dado los resultados obtenidos, cabe inferir que este FC no necesita ser
activado para ejercer su funcién ya que no existen diferencias entre los
valores frescos y tras la congelacidon a -202C durante 3 meses. Y como la
disminucion de la concentracion es significativa tras la centrifugacion de
ambos preparados, Fresco y Congelado, se podria suponer que las
moléculas de TGF-B1 se encuentran de alguna manera adheridas a la
membrana de las plaquetas ya que cuando ellas son eliminadas los valores

descienden significativamente.

Cuando se compararon los resultados obtenidos con los de la bibliografia,
se observo que existia una gran variabilidad entre los diferentes ensayos,
ya sea por la técnica de deteccidn, el método de procesado de la sangre o
las variaciones individuales (173,174). Nuestros valores de TGF-B1 en el E-
PRP fueron mas elevados que los obtenidos por otros autores en SA (86), y

en PRGF (103).

Algunos autores han encontrado una correlacidn positiva entre el TGF-f1

y la concentracidn inicial de plaquetas (169), pero este hecho no ha
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ocurrido en nuestro estudio (r= 0.676 y p=0.141), aunque a la vista de los

resultados encontrados parece que existe alguna relacion.

Por otro lado, se observd que existe una correlacion significativa y positiva
entre los leucocitos y la concentraciéon del TGF-B1 en el E-PRP Congelado
(r=0.932 y p=0.007). Pero esta correlacion, extrafiamente, no era evidente
cuando se contrastaban los recuentos de leucocitos con las
concentraciones del TGF-B1 en el E-PRP Fresco (r=0.408 y p=0.421).
Probablemente esta diferencia se deba a cuestiones metodoldgicas en la

realizacion de la técnica ELISA.

Esta correlacidon positiva encontrada entre los leucocitos y TGF-f1 muy
probablemente se deba a que este FC se origina en macrofagos,
monocitos, neutrofilos y algunos tipos de linfocitos, ademas de en las

plaquetas (57).

También se encontrd una fuerte correlacién significativa y positiva entre
TGF-B1 y VEGF-A, (r=0.943 y p=0.005). Este hecho podria explicarse
debido a que la presencia de VEGF, dosis dependiente, induce la migracion
celular y la proliferacion de células, acompaiada por una sobrerregulacion
de RNAmM TGF-B1, mejorando la secrecion de dicho factor y su bioactividad
(175). Por otro lado, también se ha observado que citoquinas derivadas de
leucocitos, junto con el TGF-B1 liberado por las plaquetas y factores
derivados del plasma, son capaces de inducir la expresion de genes de
VEGF-A (176). De esta manera, VEGF-A y TGF-B1 cooperan debido a que
tienen una potente relacién, para actuar en procesos de quimiotaxis

celular y neovascularizacion favoreciendo la regeneracion de los tejidos.
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El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF-A) es un potente
angiogénico y mitégeno celular endotelial que esta presente en las
plaquetas y en las células endoteliales estimulando la proliferacidon de

vasos sanguineos (57).

Con respecto a las concentraciones obtenidas de VEGF-A, no hubo
diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos, aunque en las
muestras congeladas se encontrd una concentracion media ligeramente
mas elevada. Este hecho podria deberse a que la expresion del factor de
crecimiento VEGF-A esta modulada por otros factores como el EGF, TGF-a
y B, PDGF, el FC derivado de queratinocitos o el FC insulinico tipo 1, asi
como por citoquinas. Ademas se ve afectado por estimulos tales como la
hipoxia/isquemia principalmente mediante el factor inducible de hipoxia

(HIF-1) (177).

Las concentraciones encontradas en el E-PRP Fresco fueron iguales que las
halladas por otros autores en PRGF fresco, mientras que los valores del E-
PRP Congelado a -202c durante 3 meses resultaron ser el doble que los del
PRGF almacenado en las mismas condiciones (103). Hay un estudio que
compara las concentraciones de los FC en muestras de SA, PRGF y PRP
pero que no especifica la fraccion de VEGF analizada, y aunque las
concentraciones se encuentran las mismas unidades que nuestro estudio
(pg/ml) los valores son de otro orden de magnitud por lo que no pueden
equipararse. En las comparaciones que realizan los autores entre estos
tres derivados sanguineos se observd que el SA presentaba los valores

mas elevados, seguido del PRGF y por ultimo el PRP (67).
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Por el contrario, en otro trabajo que compara los niveles de VEGF en SA
con PRGF se encontraron que los niveles mas elevados de VEGF
correspondian al PRGF (64). Los autores comentan que a pesar de
encontrarse valores mas elevados de VEGF, no detectaron
neovascularizacién en ninguno de los pacientes tratados con PRGF en

estudios anteriores (137,138).

De este FC, a diferencia de los anteriores, nos interesaria que los valores
en el E-PRP no sean muy elevados dado que una alta concentracion de los
mismos contribuye al desarrollo de enfermedad, ya que la sobreexpresion
de VEGF puede conducir a alteraciones vasculares de la retina (50), e

incluso se lo ha asociado al desarrollo y mantenimiento de tumores (51).

La fibronectina es una proteina de adhesidn, que esta libre en el plasma, y
es uno de los constituyentes principales de la matriz extracelular. Esta
proteina tiene la capacidad de interactuar con diversas moléculas y células
estableciendo uniones entre ellas en la matriz extracelular. Esta molécula
es de las primeras en llegar cuando se produce una herida corneal
rellenando el lecho de la lesién, favoreciendo de esta manera la migracién

celular durante el proceso de reparacion del epitelio corneal (53-55).

En nuestro ensayo no se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de fibronectina, ya que los valores de esta proteina se
mantuvieron constantes en los cuatro tipos de procedimientos realizados.
La explicacién de este hecho se fundamenta en que la fibronectina es una
proteina plasmdtica y su presencia no depende de la activacidon

plaquetaria.
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Las concentraciones de fibronectina encontradas en nuestro estudio son
ligeramente superiores a los valores de referencia del plasma sanguineo
ya que es aproximadamente de 300 + 100 pg/ml (52). Estas variaciones
entre individuos sanos, probablemente fisiolégicas, pueden deberse a las

variaciones en la edad y el sexo (52).

Al igual que sucedia al intentar comparar nuestros resultados con la
bibliografia para contrastar los niveles de los FC encontrados, es dificil
hacerlo también para la fibronectina ya que los valores encontrados,
aunque en la misma concentracion (ug/ml) estan en una orden de
magnitud inferior y los autores aseguran que sus valores son normales
como en nuestro caso (66,103). Una explicacion razonable de esta
situacion podria ser la variabilidad en las técnicas analiticas de deteccion

empleadas.

Aunque algunos autores encontraron una disminucién de los niveles de
esta proteina tras la conservacion a -202C durante 3 meses (103), no fue lo
gue sucedid en nuestro caso ya que las concentraciones obtenidas fueron
semejantes en las muestras frescas y en las congeladas. Otros autores
encontraron una fragmentaciéon de la molécula de fibronectina que
producia una declinacién de su actividad, pero esto sucedia tras 4 a 12

meses de criopreservacion (178).

A excepciéon del PDGF-BB, no se observo ningun tipo de correlacion entre
los factores de crecimiento EGF, TGF-B1 y VEGF-A con el recuento de
plaquetas (p > 0.05). Estos resultados coinciden con los reportados por
otros autores quienes afirman que este hecho podria explicarse por la alta

variabilidad individual que existe en la producciéon celular vy
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almacenamiento de los FC en las plaquetas. El contenido de FC en los
individuos podria estar influenciado por otras células diferentes de las
plaguetas como los leucocitos, esto significa que cada individuo
necesitaria diferentes concentraciones de plaquetas para lograr un efecto
bioldgico comparable. De manera que, el contaje de plaquetas en sangre
total o PRP no seria un factor predictivo de los valores de FC en el PRP
(166,171). Otro hecho también posible es que existan otros mecanismos
de interaccidn, no dependientes de plaquetas, entre la inmensa cantidad
de moléculas presentes en el plasma sanguineo que modulen la liberacion

de los factores de crecimiento.

En este estudio se han evaluado diferentes procedimientos aplicados al E-
PRP con el objetivo de averiguar cdmo afectaban la congelacion, el tiempo
de almacenaje y el centrifugado en la concentracidon de las diferentes
moléculas bioactivas del plasma. Segun los resultados obtenidos
podriamos decir que la congelacidon a -202C durante 3 meses proporciond
niveles mas elevados de los factores de crecimiento EGF y PDGF-BB, y

mantuvo las concentraciones de TGF-B1, VEGF-A y Fibronectina.

Este comportamiento se debe a que el proceso de congelacién y posterior
descongelacion del E-PRP provoca una potente activacién de las plaquetas
que contiene (167). El PRP debe activarse para que los granulos a liberen
su contenido, y esta activacion puede ocurrir por la adicion de colageno,
calcio y/o trombina, por el contacto con el vidrio o mediante ciclos de
congelacidon (159,179). Con este ultimo procedimiento se puede llegar
hasta la liberacién total de su contenido proporcionando asi gran cantidad

de FC.
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Por el contrario, el centrifugado aplicado a las muestras de E-PRP frescas y
congeladas, contrariamente a la idea previa de que pudiera activar el
contenido de las plaquetas, no dio los resultados esperados. Todas las
concentraciones de las moléculas estudiadas de los grupos
“centrifugados”, exceptuando el TGF-f1, fueron semejantes a sus
homodlogos sin centrifugar, no encontrandose diferencias estadisticamente

significativas.

En el caso particular del TGF-B1, las concentraciones de las muestras
centrifugadas disminuyeron significativamente con respecto a sus
homalogas sin centrifugar, demostrando que las plaquetas debian estar

presentes para obtener valores cercanos a los iniciales.

Los parametros de centrifugacion empleados (6000 rpm durante 5
minutos) no produjeron la activacion de las plaquetas presentes en el E-
PRP, pero si su agregacion irreversible ya que quedaron aglomeradas en el

fondo de los tubos conicos siendo imposible su disolucion.

El interés en la aplicacidon terapéutica del plasma rico en plaquetas ha
aumentado en diferentes campos de la medicina. Se sabe que este
tratamiento tiene propiedades que potencian y aceleran el proceso de
regeneracion tisular a través de la estimulacién del crecimiento vy la
funcidon de la célula. Debido a sus propiedades, ha generado grandes
avances en muchas areas de la medicina regenerativa. Este producto
bioldgico y autdlogo no genera rechazo y minimiza los posibles efectos

adversos.
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Numerosos estudios han demostrado la eficacia de E-PRP como
tratamiento de varias enfermedades de la superficie ocular debido a su
concentracion de plaquetas, que permanecen viables y conservan la
capacidad de proporcionar factores de crecimiento implicados en las

respuestas bioldgicas de células (158).

E-PRP es muy versatil ya que puede aplicarse como colirio en distintas
patologias de la superficie ocular como en el caso de Ulceras corneales, ojo
seco, disfuncién de la superficie ocular tras LASIK (98-100,128), y como
coagulo o membrana de fibrina autdloga para la reconstruccion quirudrgica
en casos de Ulceras corneales severas o perforaciones corneales

(98,101,102,126,127).

Pero contrariamente a lo que cabria esperar, concentraciones elevadas de
plaquetas (1x10°%/ul), que producen concentraciones muy elevadas de FC
no son necesarias para tratar exitosamente las lesiones corneales (167).
Con concentraciones mucho menores se consiguen los efectos deseados.
En nuestro estudio la concentracidon media de plaquetas fue de 495x103/pl
por lo que esta concentracidon resulta adecuada para obtener niveles
suficientes de factores de crecimiento para tratar las diversas afectaciones

de la superficie ocular que requieran de una terapia regenerativa.

El hallazgo de concentraciones elevadas de los factores de crecimiento
EGF, PDGF-BB y Fibronectina en el E-PRP es la clave para obtener los

efectos regenerativos deseados en la superficie ocular.

Esto se debe a que altos niveles de fibronectina conjuntamente con

elevados valores de PDGF-BB estimulan la migracion de las células
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epiteliales corneales en los procesos de cicatrizacion corneal (180,181).
Por su parte, el EGF aumenta la proliferacion y la migracién celular
promoviendo el reordenamiento de los filamentos de actina (182), y
ademas es capaz de estabilizar el film lagrimal y prevenir la apoptosis
(183). Todas estas moléculas, conjuntamente con el FC fibroblastico (FGF)
(no determinado en este estudio) facilitan la reepitelizacidon corneal a la

vez que son modulados por varias citoquinas (172).

Por lo que el E-PRP al presentar concentraciones elevadas de las
mencionadas moléculas resulta ser una herramienta adecuada como

terapia regenerativa de la superficie ocular.

La poblacion de estudio denominada como “voluntarios sanos”
consideramos que fue idonea dada la edad, sexo y género. Se excluyeron
mujeres embarazadas, menores de 18 afios, personas con enfermedades
sistémicas de cualquier etiologia, e individuos con molestias oculares que
evidenciaran alguna posible patologia de la superficie ocular. Para cumplir
con este Ultimo requisito todos los voluntarios completaron el
cuestionario OSDI de sintomas oculares (152). En este caso el indice debia
estar en el rango considerado como normal, OSDI < 12. Este requisito se
basé en que las personas con alteraciones de la superficie ocular o con
patologias sistémicas presentan cantidades variables de citoquinas
inflamatorias o proinflamatorias, ademas de otras moléculas que podrian
modificar la proporcién de los factores de crecimiento presentes en el E-

PRP conduciendo a conclusiones errdneas (40,184).

Las posibles limitaciones de este estudio podrian relacionarse con el

numero de voluntarios de los que se obtuvieron las muestras de sangre

146 |Pagina



para realizar el ensayo (n=6), pero dado que habia que aplicar cuatro
tratamientos diferentes y hacer cinco determinaciones en cada una de
ellas, no era viable aumentar el nimero de individuos. Para poder sacar
conclusiones relevantes, se realizd un cuidadoso andlisis estadistico

utilizando los test mas restrictivos para este tipo de estudios.

El estudio se disefid siguiendo las pautas de otros autores para este tipo
de ensayos, los cuales utilizaban tamafios muestrales semejantes para
analizar las concentraciones de los diferentes factores de crecimiento en
sus preparados sanguineos. Incluso, algunos de ellos utilizan muestras de

3 sujetos para caracterizar nuevos derivados sanguineos (64,82,83,185).

Otra posible fuente de variabilidad en los resultados, podria ser que a
nivel técnico los test de ELISA se realizaron en el modo manual, en lo que
respecta a la adiciéon de muestras problema, reactivos y multiples lavados
de las placas multipocillo. En los tiempos de incubacion requeridos las
placas se mantuvieron en un agitador mecanico orbital segun protocolo y
para realizar la lectura del color desarrollado se utilizé un lector de placas
multipocillos complementado con el uso del software Maguellan™. Para
reducir al maximo las variaciones no deseadas y controlar Ia
reproducibilidad, todas las determinaciones incluidas las curvas standard

se realizaron por duplicado.

Asi mismo, los recuentos de plaquetas, hematies y leucocitos en la sangre
total y en el E-PRP, también se realizaron por duplicado para limitar la

variabilidad.
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Por otro lado, no se determinaron las concentraciones de los factores de
crecimiento y fibronectina a tiempos intermedios de conservaciéon entre
su obtencion (fresco) y los 3 meses, lo que podria haber dado una mayor

informacion sobre la dindmica de su conservacion.
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CONCLUSIONES

. Las condiciones de centrifugacion empleadas para preparar el E-PRP

(1400rpm, durante 10 minutos, a 5°C), son adecuadas para
concentrar las plaquetas y minimizar la inclusién en el mismo de

células sanguineas.

. La concentracién media de plaquetas en el E-PRP es de 495,00 +

95,14 x103/pl.

. La presencia de gldbulos rojos en el E-PRP es casi inexistente (0,04 +

0,01 x103/ul) lo que lo hace propicio para la aplicacién tépica ocular.

. El E-PRP presenta una cantidad muy reducida de leucocitos (0,97 +

0,03 x10°%/ul) en comparacién con los niveles de la sangre total.

. El indice de concentracion de plaquetas en el E-PRP (1,89) es

suficiente para proporcionar una elevada cantidad de factores de

crecimiento.

. A la vista de los resultados observados este estudio ha permitido

caracterizar el E-PRP, determinando las concentraciones de las
células sanguineas arriba descritas y los factores de crecimiento:

= EGF: 672,25+ 109,35 pg/ml

= PDGF-BB: 11961,67 +4287,07 pg/ml

= TGF-B1l: 7410,36 + 7151,48 pg/ml

= VEGF-A: 494,49 + 378,54 pg/ml

= Fibronectina: 549,02 + 2,48 ug/ml
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7. Aunque las plaquetas son el reservorio de la mayoria de los factores
de crecimiento, su concentracion en el E-PRP no se correlaciona
necesariamente con del nimero de plaquetas/ul.

8. De los cuatro procedimientos realizados, la congelacion del E-PRP a
-202C durante 3 meses proporciond niveles mdas elevados de los
factores de crecimiento EGF y PDGF-BB, y mantuvo las
concentraciones del TGF-B1, VEGF-A y la Fibronectina.

9. La composiciéon del E-PRP Fresco y del congelado a -20°C
almacenado durante 3 meses, proporciona una combinacidn
adecuada de moléculas bioactivas para su empleo en Ia

regeneracion de la superficie ocular.
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