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RESUMEN (en espariol)

En este estudio, se investig el uso de la tecnologia Endoret®(PRGF®) junto con el cultivo de células
madre adultas obtenidas a partir de tejido adiposo y mucosa oral como alternativas al trasplante de
células madre epiteliales obtenidas del tejido limbal en el tratamiento de lesiones por quemadura
quimica para evitar el desarrollo de la insuficiencia limbica (LSCD). Los objetivos fueron desarrollar
un sistema de cultivo autélogo que permita expandir y trasplantar estas células, estudiar la viabilidad
de ambas terapias en un modelc experimental de raton y su eficacia en un modelo experimental de
lesion por quemadura alcalina en conejos.

Se recogieron muestras de sangre, tejido adiposo y mucosa oral de donantes humanos. La sangre
se utilizo para preparar factores de crecimiento y membranas de fibrina usando el kit
Endoret®(PRGF®). Las células se expandieron en cultivo utilizando medios suplementados con estos
factores y se caracterizaron come células madre mesenquimales (MSC) y células madre epiteliales
de la mucosa oral (OMESC) mediante distintas técnicas. Las MSC y las OMESC se cultivaron sobre
membranas de fibrina y se frasplantaron a nivel subcutaneoc en ratones atimicos. Los injertos en
ratones fueron estudiados mediante técnicas histolégicas para analizar la viabilidad de las células.
Se replicaron ambas terapias empleando sangre, tejido adiposo y mucosa oral de conejos, se
caracterizaron de manera similar a las humanas, y se trasplantaron scbre la superficie corneal de
conejos con una lesién previa por quemadura alcalina. Las comeas tratadas de los conejos fueron
estudiadas clinicamente (opacidad, neovascularizacion, penachos fibrovasculares y defectos
epiteliales) e histolégicamente (tincion de hematoxilina-eosina, tincién de Schiff e
inmunchistoquimica). Los resultados fueron comparados con comeas lesionadas sin fratamiento
(control) y con comeas lesionadas tratadas con una membrana de fibrina humana.

Las MSC y las OMESC humanas se expandieron a partir de sus tejidos, con factores de
crecimientos y sobre membrana de fibrina obtenidos con la tecnologia Endoret® PRGF®). Las MSC
humanas mostraron morfologia tipo fibroblastica, con expresién de CD105, CD90 y CD73 y con
capacidad de diferenciacion multilinaje. Las OMESC humanas moestraren fenctipo tipo epitelial y con
expresion de p63 y CK5. Ambas estitpes celulares permanecen viables tras 21 dias de trasplante,
sin producir inflamacién ni alteraciones patolégicas locales en el tejido subcutaneo murino. Asi
mismo, las MSC y las OMESC de conejo se pudieron expandir y caracterizar de manera similar a
sus homélogas humanas. Los resultados mosfraron que las MSC y las OMESC de conejc
expandidas conservaron su morfologia y fenotipo caracteristicos antes del trasplante. Después del
seguimiento de 42 dias, las cémeas tratadas con las MSC y las OMESC mostraron remisién de los
signos patolégicos, presentando comeas transparentes con una histologia y fenotipo normales, y
con ninguna o minimas secuelas. Mientras que las coreas del grupo control y fratadas solo con
membrana de fibrina mostraron empecramiento de su clinica inicial (aumento de opacidad,
neovascularizacion, penachos fibrovasculares y defectos epiteliales) con alteraciones morfolégicas y
fenotipicas caracteristicas de la LSCD

En conclusién, las MSC y las OMESC pueden ser obtenidas, cultivadas y trasplantadas en
condiciones autélogas empleando tejidos adultos y la tecnologia Endoret®(PRGF®) como altemativa
al tejido limbar y a los componentes xenogénicos y alogénicos tradicicnales. Este sistema autélogo
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viene de las siglas en inglés de Epidermal Growth Factor, traducido
como ‘factor de crecimiento epitelial en castellano.

European Medicines Agency

viene de las siglas en inglés de Fibrin Glue, traducido como

‘pegamento de fibrina’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Fibroblast Growth Factor, traducido
como factor de crecimiento de fibroblastos’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Fluorescein-5-isotiocyanate, traducido
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viene del nombre en inglés de Ham’s F'12 nutrient mizture, traducido
como ‘mezcla de nutrientes F'12 de Ham’ en castellano.

fraccién inferior de la columna de plasma sanguineo humano.

grupo control tratado con una membrana de fibrina de PRGF
humano.

grupo control tratado con tratamiento médico exclusivo.

grupo tratado con MSC.
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hematoxilina y eosina.
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ABREVIATURAS

viene de las siglas en inglés de Hepatocyte Growth Factor, traducido
como ‘factor de crecimiento de hepatocitos’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Human Leukocyte Antigen, traducido
como ‘antigeno leucocitario humano’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Human Leukocyte Antigen-DR isotype,
traducido como ‘antigeno leucocitario humano isotipo DR’ en

castellano.

iris.

inmunofluorescencia.

viene de las siglas en inglés de Insulin-lzke Growth Factor, traducido
como ‘factor de crecimiento similar a la insulina’ en castellano.
inmunohistoquimica.

interleucina.

International Society for Cell Therapy.

viene de las siglas en inglés de HKeratinocyte Growth Factor, traducido
como ‘factor de crecimiento de queratinocitos’ en castellano.
viene de las siglas en inglés de KHeratolimbal allograft, traducido como

‘aloinjerto queratolimbal’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Living- related comjunctival-Iimbal
allograft, traducido como ‘aloinjerto conjuntival de donante vivo
emparentado’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Limbal Stem Cells, traducido como
‘células madre del limbo’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Limbal Stem Cell Deficiency traducido
como ‘deficiencia de células madre del limbo’ o también denominado

como ‘Insuficiencia limbica’ en castellano.

media muestral.
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MUC
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OMS
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PBS

PDGF

PE

PEE

PerCP

PMNs
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viene de las siglas en inglés de Mesenchymal Stem Cells, traducido
como ‘células madre mesenquimales” en castellano.

Medicamento de Terapia Avanzada.

mucina.

mucina soluble 5AC.

viene de las siglas en inglés de Oral Mucosal Epithelial Stem Cells,
traducido como ‘células madre epiteliales de mucosa oral’ en
castellano.

viene de las siglas en castellano de Organizacién Mundial de la Salud,

conocida internacionalmente como World Health Organization

(WHO).

viene de las siglas en inglés de Periodic Acid-Schiff, traducido como
‘4cido periédico-Schiff’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Phosphate Buffered Saline, traducido
como ‘tampén fosfato salino’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Platelet Derived Growth Factor,
traducido como ‘factor de crecimiento derivado de plaquetas’ en
castellano.

viene de las siglas en inglés de Phycoerythrin, traducido como
‘ficoeritrina’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Punctate Epithelial Erosions, traducido
como ‘erosiones punteadas epiteliales’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Peridinin chlorophyll protein complez,
traducido como  ‘complejo  peridinina-clorofila-protefna’ en
castellano.

polimorfonucleares.

viene de las siglas en inglés de Plasma Rich in Growth Factors,
traducido como ‘plasma rico en factores de crecimiento’ en

castellano.
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viene de las siglas en inglés de Photorefiractive Keratectomy traducido
como ‘queratectomfia fotorrefractiva’ en castellano.

proteina tumoral p63.

suero bovino fetal.

viene de las siglas en inglés de Standard Desviation, traducido como
‘desviacion estdandar’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Simple Iimbal epithelial transplantation.,
traducido como ‘trasplante simple de epitelio limbal’ en castellano.
viene de las siglas en inglés de Side scatter, traducido como ‘detector

de dispersién lateral” en castellano.

viene de las siglas en inglés de Transit-Amplifying Cells, traducido
como ‘célula amplificadora transitoria’ en castellano.

viene de las siglas en inglés de Transforming Growth Factor Beta,
traducido como ‘factor de crecimiento transformante beta’ en
castellano.

viene de las siglas en inglés de Tissue-type-Plasminogen Activator,
traducido como ‘activador del plasminégeno tipo tisular’ en
castellano.

viene de las siglas en inglés de TrypLE™ Express Enzyme, traducido
como ‘enzima exprés TrypLETM en castellano.

viene de las siglas en inglés de Thrombospondin-1, traducido como

‘trombospondina 1’ en castellano.
viene de las siglas en inglés de Urokinase-type-Plasminogen Activator,

traducido como ‘activador del plasminégeno tipo uroquinasa’ en

castellano.
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VEGF viene de las siglas en inglés de Vascular Endothelial Growth Factor,
traducido como ‘factor de crecimiento de endotelio vascular’ en
castellano.

Vim vimentina.
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3.1. SUPERFICIE OCULAR

La superficie ocular se estructura en un complejo de capas que se contintian con diferencias
morfolégicas y funcionales entre ellas. Esta formada por la cérnea, la zona de transicién
esclerocorneal denominada limbo, la conjuntiva bulbar y tarsal, cubiertas por éstas, la esclera
y los parpados, y finalmente la capa lacrimal que se extiende sobre todas las estructuras
anteriores [1,27] (Figura 1). La cérnea sirve como una ‘ventana transparente que permite la
refraccién y transmisioén de la luz dentro del ojo, mientras que la esclera proporciona la ‘caja
oscura’ que permite la formacién de la imagen en la retina. El limbo, la conjuntiva bulbar y
la capa lacrimal ayudan a la cérnea a mantener su transparencia y sus funciones. Y en su
conjunto, estas estructuras tiene funciones importantes, como son la provisién de una capa
externa lisa y transparente que permita la visién, una barrera mecanica que dificulte la
entrada de microorganismos dentro del ojo, y un sistema de comunicacién que permita el

intercambio de nutrientes y la interaccién metabdlica con el tejido estromal subyacente

1,87,

tarsal

}Conjuntiva

Parpado superior bulbar

Esclera

Capa lacrimal

Cérnea

Limbo esclerocorneal

Parpado inferior

tarsal

Conjuntiva
bulbar \

Figura 1. Estructuras que forman parte de la superficie ocular del ojo. Parpados superior, esclera, capa
lacrimal, cérnea, limbo esclerocorneal, parpado inferior y conjuntiva tarsal y bulbar.
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3.1.1. Cornea

a) Anatomia y fisiologia

La cérnea ocupa la zona anterior y central del globo ocular, y limita por su periferia con la
esclera y la conjuntiva bulbar a través del limbo, donde el tejido pierde su transparencia
(Figura 2). Se trata de una estructura asférica dado que tiene menos aberraciones 6pticas
que una esfera, y prolata dado que la curvatura es mas pronunciada en el centro y se va
aplanando hacia la periferia [17. Su didmetro horizontal (DH) mide entre 11,5 y 12,0 mm,
siendo aproximadamente 1,0 mm mayor que su didmetro vertical (DV) [47. El espesor de la

cérnea es en torno a 540 pm en el centro y va aumentando hacia la periferia [47].

Figura 2. Imagen tomada mediante tomografia de coherencia 6ptica del segmento anterior. La
cérnea se localiza en la zona anterior y central del globo ocular. En la imagen frontal (CCD) se ven los DV
y DH; y en su seccién horizontal (Horizontal) se observan el espesor corneal y los elementos y cdmaras
anatémicos anexos. AIC: dngulo iridocorneal. CA: cdmara anterior. COR: cérnea. DH: didmetro horizontal.
DV: didmetro vertical. ECO: espesor de la cérnea. I: iris.

En cuanto a su funcién fisiolégica, la cérnea forma parte del sistema de barreras de
proteccién del ojo y es responsable del 75 % de su poder éptico [47]. En condiciones
fisiolégicas normales, es avascular y estd altamente inervada. El abastecimiento de
nutrientes y la retirada de sus productos metabélicos dependen principalmente de las ramas
terminales de la arteria oftdlmica a través de la lagrima anteriormente, del humor acuoso
posteriormente, y de componentes de la sangre que son proporcionados por pequeiios vasos
conjuntivales en la periferia corneal [1,4]. Estas estructuras se encuentran en equilibrio para
mantener la avascularidad y transparencia de la cérnea, por lo que la alteracién de cada una
favoreceria la pérdida de la transparencia de la cérnea y la formacién de vasos sanguineos

que mantenga la nutricién del tejido.
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Por otra parte, la cérnea se ha descrito como posiblemente el tejido més inervado y sensible
del cuerpo [57, debido a su mayor densidad de terminaciones nerviosas nociceptivas que es
25-40 veces mayor que en la pulpa dental y 300-600 veces mayor que en la piel [6-87. La
sensibilidad es recogida a nivel del estroma corneal por dos plexos nerviosos formados por
los nervios nasociliares de la primera divisién del nervio trigémino (conocida como rama
oftdlmica) a nivel sub-epitelial y sub-basal [5~77. Debida a esta alta sensibilidad, el dolor
ocular supone una importante alteracién negativa de la calidad de vida de los pacientes

pudiendo llegar a la incapacidad del paciente para llevar a cabo sus actividades diarias [97].

b) Histologia
La cérnea humana es un conjunto de tejidos formado por 3 capas celulares (epitelio, estroma
y endotelio) y 2 interfases membranosas (capa o membrana de Bowman y membrana de

Descemet) [1,4] (Figura 3).

Epitelio
(con membrana basal)

Membrana de Bowman

‘ - Estroma

Membrana de Descemet

N A

Endotelio

Figura 3. Capas histolégicas de la cérnea. La cérnea esta estructurada en capas que son de superficial a
profundo: el epitelio formado por células epiteliales y la membrana basal, la membrana o capa de Bowman
formada por matriz rica en coldgeno tipo I y III, el estroma formado por células estromales y matriz rica
en coldgeno tipo I, la membrana de Descemet formada por matriz rica en colageno tipo IV y el endotelio
formado por células endoteliales.

El epitelio corneal es escamoso, estratificado, no queratinizado y estd compuesto por tres

estratos celulares: células superficiales o apicales, células alares y células basales [2,4,107.
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Esta capa celular se explicard con mayor detalle en el siguiente apartado “c) Epitelio corneal”

en la pagina 37.

La membrana basal se localiza en el polo inferior de la membrana plasmatica de las células
basales del epitelio corneal, tiene un espesor de entre 0,04 — 0,06 pm [ 1,4]. Se trata de una
estructura delgada, acelular, altamente especializada que separa a las células basales de su
matriz asociada (la capa o membrana de Bowman) y se conecta a ellas [11,127]. La membrana
basal interacciona con el citoesqueleto de las células basales para regular la polaridad,
adhesién y migracion celular, y mantener el fenotipo epitelial de dichas células [1,11,127.
Ademds, la membrana basal modula la activacién, localizacién y concentracién de los factores
de crecimiento y citoquininas que controlan la respuesta a la lesién corneal [11,127]. Su
composicién exacta ha sido un tema bastante controvertido debido a la heterogeneidad
horizontal de la propia membrana. En general, su matriz la forman cuatro componentes
primarios: coldgenos, lamininas, proteoglicanos de heparan sulfato y nidégenos o entactinas;
y otros muchos componentes minoritarios como la fibronectina [1,4,11-157. Ante una
alteracién de la membrana basal, se produce un incremento de los niveles normales de
fibronectina y el proceso de reparacién del epitelio corneal se puede alargar hasta 6 semanas,
produciendo nuevas uniones débiles e inestables entre las células y las membranas basales.
Las consecuencias de una lesiéon en la membrana basal y una regeneracion ineficiente de ésta
conducen al desarrollo de fibrosis estromal corneal que puede tardar en resolverse meses,
afios o agravarse si no se trata [16]. Los factores clinicos cominmente asociados con la
fibrosis corneal son las cirugfas como la queratectomia fotorrefractiva o PRK, lesiones como
un traumatismo estromal o una quemadura quimica/térmica, las infecciones microbianas del
epitelio o los retrasos en la reparacién del epitelio corneal después de una abrasién o

desbridamiento terapéutico [167].

La capa o membrana de Bowman se localiza inmediatamente posterior ala membrana basal
y anterior al estroma. No se trata de una verdadera membrana, es una capa acelular de
aproximadamente 8-12 pm de espesor que se continda con el estroma corneal [5,17]. Est4
formada principalmente por fibras de coldgeno tipos I y III secretado por las células
estromales y por proteoglicanos !. Las funciones biol6gicas originalmente atribuidas a la
membrana de Bowman se cree que estdan mediadas por la membrana basal !. La membrana

de Bowman no se regenera después de una lesién y puede formar una cicatriz [1,17]. La
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experiencia clinica con la fotoablacién con laser excimer demuestra que el epitelio se forma
y mantiene incluso en ausencia de la membrana de Bowman [17]. Ademads, muchos
mamiferos, como el conejo, no tienen una membrana de Bowman [17] y presentan una
estructura epitelial bien organizada. Luego, la funcién fisiol6gica de la membrana de

Bowman sigue sin estar del todo clara.

El estroma corneal representa mas del 90 % del espesor de la cérnea [27] y dentro de éste
se han diferenciado dos partes: el estroma anterior y el estroma posterior. Algunos autores
incluyen la capa de Bowman como la parte mds anterior del estroma anterior [17]; y
recientemente, se ha descrito la capa de Dua o estroma pre-Descemet como la parte més
posterior del estroma posterior, dado que cuando se inyecta una burbuja de aire o de
viscoelastico en el estroma profundo se crea un plano de corte a este nivel que permite
separar una fina capa del estroma posterior anatémicamente indistinguible del estroma
posterior y que se superpone a la membrana de Descemet [187. Las caracteristicas de la
cérnea como las propiedades fisicas, la forma de la estructura, y la transparencia son
atribuidas mayormente a las propiedades del estroma. La transparencia del estroma se debe
a una alta organizacién de la matriz extracelular en laminas de coldgeno que presenta una
disposicién uniforme y una renovacién continua y lenta de las fibrillas de colageno [47]. La
matriz extracelular del estroma de la cérnea se compone principalmente de coldgenos y
proteoglicanos [47]. El coldgeno del estroma constituye mas del 70 % de su peso seco, y es
mayoritariamente tipo I pero tiene en menor proporcién los tipos III, V, VI, XII y XIV [197.
Las moléculas de procolageno son secretadas en el espacio extracelular por los queratocitos,
tras lo cual los extremos del pro-péptido se escinden para dar lugar a las moléculas de
colageno maduras que se ensamblardn en fibrillas y fibras de coldgeno. Las fibrillas de
colageno estian dispuestas en 200-250 ldminas orientadas oblicuamente y con fibras
entrelazadas que conectan las capas entre si [187]. La disposicién anatémica homogénea de
las fibrillas de coldgeno es la responsable de la transparencia corneal y de que la dispersién
de un rayo de luz incidente en una fibrilla de coldgeno se cancela por la interferencia de otros
rayos dispersos permitiendo que la luz pase a través de la cérnea [207]. La cérnea pierde su
transparencia si el didmetro o la distancia entre las fibrillas de coldgeno se vuelve
heterogénea (como ocurre en casos de fibrosis o edema) ya que los rayos incidentes se

dispersan al azar [207]. Las células estromales o queratocitos estin dispersos entre las
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laminas de coldgeno del estroma ocupando el 2-3 % de su volumen y son reemplazados cada
2-3 anos [27]. Los queratocitos son similares a los fibroblastos, tienen forma fusiforme,
poseen un extenso citoesqueleto intracelular, incluyendo prominentes filamentos de actina,
y estan conectados por sus extremos laterales mediante uniones gap. Los queratocitos son,
por tanto, quiescentes en la cérnea normal, pero se activan ficilmente y se transforman en
miofibroblastos, que expresan o-actina de misculo liso, cuando se produce una agresién que
produzca una desepitelizacién de la cérnea dejando el estroma descubierto [1,2,47. En estos
casos el estroma se vuelve reactivo, los miofibroblastos producen matriz extracelular,
enzimas que degradan el coldgeno, metaloproteinasas y citoquinas para la reparaciéon del
tejido estromal, y su capacidad de contraccién contribuye al cierre de la herida [1,2,47. Este
proceso de regeneracién produce coldgeno aberrante que acaba formando tejido cicatricial
opaco. El proceso de regeneracién natural del estroma es lento, requiriendo de afios para que
el colageno regenerado adopte la estructura y orientacién adecuada para mantener la
transparencia de la cérnea [217. Para evitar esto, la cérnea se reepiteliza lo antes posible
para proteger el estroma. Esta reepitelizaciéon es a partir de las células madre epiteliales del

limbo (LSC) o de las células epiteliales de la conjuntiva en caso de no ser posible lo primero.

La membrana de Descemet es una lamina discreta compuesta por colageno tipo IV,
laminina, nidégenos y perlecano [187]. La membrana puede alcanzar hasta 10 pm de espesor
con la edad repartidos en dos zonas: una anterior que se forma antes del nacimiento a partir
de la 8 semana de gestacién en el Gtero, y una zona posterior que se forma a partir del
nacimiento [ 1,2,47]. La membrana de Descemet ancla las células endoteliales a la cérnea y
permite el paso a través de ella de nutrientes y macromoléculas hacia el estroma corneal. Su
funcién es fundamental para la correcta hidratacién de la cérnea y para mantener la
transparencia corneal. Tiene potencial regenerativo muy limitado y a expensas de la accién

de las células endoteliales [227].

El endotelio consiste en una monocapa de células poligonales quiescentes que regula el
equilibrio del contenido hidrico de la cérnea bombeando el exceso de liquido fuera del
estroma [1,2,47]. La densidad celular de un adulto joven es de aproximadamente 3.000
células/mm? [17. El ntimero de células disminuye aproximadamente un 0,6 % al afio y las

células vecinas se hipertrofian para rellenar el espacio [27]. Si la densidad de células
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disminuye por debajo de 500 células/mm? se produce un edema corneal y la transparencia

se ve afectada [27].

c) Epitelio corneal

El epitelio corneal estd compuesto por células epiteliales escamosas, estratificadas y no
queratinizadas. Tiene un grosor variable entre 40-60 pm (5 % del espesor total de la cérnea)
siendo mayor en el epitelio corneal de la periferia que en el central. El epitelio presenta en
su zona central entre 5-7 capas de células y en su zona periférica entre 8-10 capas de células
[2,4,107]. Dentro de las capas del epitelio corneal se pueden diferenciar tres tipos de células
con diferencias morfolégicas y funcionales: las células superficiales, las células alares y las

células basales (Figura 4).

Células apicales o superficiales
4-6 pym

Células alares o intermedias
15 pm

Células basales
810 um

_] Membrana basal
0,04-0,06 pm

= Uniones estrechas
= Desmosomas

= Unién gap

= Hemidesmosomas

Figura 4. Estratos celulares del epitelio corneal y sus uniones intercelulares. El estrato apical estd
formado por 2-3 capas de células apicales (uniones estrechas y desmosomas), el estrato intermedio por 2-3
capas de células alares (uniones tipo gap y desmosomas) y el estrato basal por una monocapa de células
basales (uniones tipo gap, desmosomas) sobre la membrana basal a la que se une mediante
hemidesmosomas.

c1. Células superficiales o apicales:

Se localizan en la superficie del epitelio corneal, son células escamosas no queratinizadas
estrechamente unidas por sus membranas laterales mediante uniones estrechas (o zonula
occludens) y desmosomas [2,4,107]. Forman un estrato de 2-3 capas de células de 4-6 pm de
espesor en la zona central y 2 um de espesor en la periferia. Morfolégicamente son células
planas poligonales de 40-60 pm de didmetro, cuyas membranas plasmdticas presentan
microvellosidades y micropliegues y sin actividad mitética [2,47]. Funcionalmente, forman

la primera capa de proteccién de la cérnea caracterizada por una amplia superficie de
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absorcién que permite el intercambio de nutrientes y oxigeno con la capa lacrimal que la

cubre.

c2. Células alares o intermedias

Se localizan en medio del espesor de la cérnea, posteriormente a las células apicales y se
distribuyen formando entre 2-3 capas de células de 15 pm de espesor total
Morfolégicamente, las células alares son menos planas que las apicales y mas alargadas, no
presentan actividad mitética y estdn unidas lateralmente mediante uniones de tipo gap y

desmosomas [2,4,107].

c3. Células basales

Se localiza en el estrato basal del epitelio corneal formando una monocapa de células de
morfologia columnar de 8-10 um de espesor que estin ancladas de por su polo inferior
mediante hemidesmosomas a una membrana basal sobre la que descansa [2,4,107]. Ademis,
estas células también estan unidas unas a otras mediante uniones intercelulares laterales de
tipo gap y desmosomas [107]. La caracteristica fundamental de estas células es que son las
Unicas del epitelio corneal con cierta capacidad proliferativa para formar células alares y

apicales durante el proceso de descamacién y renovacién del epitelio corneal [[2,4,107.

c4. Caracteristicas del epitelio corneal

El epitelio corneal es la primera barrera de la cérnea con el medio externo, con el cual se
comunica a través de la pelicula lacrimal. Se trata de una barrera autorrenovable altamente
especializada que protege a la cérnea a la vez que permite su nutricién para mantener su
principal caracteristica que es la transparencia (Figura 5). Su funcionalidad es posible gracias

a varias de sus propiedades, descritas a continuacion.

Por un lado, su propiedad de cohesividad que mantiene la continuidad del epitelio corneal
gracias a las uniones intercelulares de las membranas laterales de las células apicales y las
células alares, conformando una capa impermeable a toxinas, microbios y a la propia capa
lacrimal que no pueden atravesar los espacios intercelulares [2,47. Es por ello, por lo que
una coérnea sana no se tifie con determinados colorantes porque los repele, esto se observa

en la practica clinica cuando se usan los colorantes como la fluoresceina o la rosa de Bengala
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para tefiir cérneas con epitelios irregulares o células muertas, respectivamente, que

presentan alterada la impermeabilidad de la barrera [4].

Por otro lado, el mantenimiento del balance hidrico y nutricional de la cérnea facilitado por
el estrato apical, las células caliciformes conjuntivales, la capa lacrimal y el endotelio. Las
células epiteliales superficiales presentan una superficie aumentada mediante la formacién de
microvellosidades y micropliegues que mejoran el intercambio de oxigeno y nutrientes con
la capa lacrimal [47]. La lagrima es una mezcla compleja de secreciones de varios tejidos que
proporciona a la cérnea factores de crecimiento e inmunolégicos que son primordiales para
la salud, proliferacién y reparacién del epitelio corneal [1,2,47. La pelicula lacrimal esta
tormada por cuatro capas: la mas interna es un glicocélix que recubre la superficie del epitelio
corneal apical; la segunda es una capa mucosa con alto contenido en mucina producida por
las células caliciformes conjuntivales; la tercera es una capa acuosa y la tiltima la capa lipidica.
La capa més interna de la ldgrima, el glicocélix, estd formada por una red de polisacdridos
que sobresale de la porcién apical de las microvellosidades de las células superficiales de la
cérnea y la conjuntiva [237. La interaccién entre la mucina y el glicocalix permite que se
extienda la capa lacrimal por toda la superficie corneal entre los limites de los parpados
superior e inferior para nutrir las estructuras que cubre [ 1,2,47. En el caso de haber un dafo
en el glicocalix corneal o el estrato epitelial apical debido a una lesién o enfermedad, se
perderfa la estabilidad de la pelicula lacrimal que alterarfa la hidratacién de la cérnea y

consiguientemente su transparencia y potencial visual [24].

Finalmente, la continua renovacién celular permite mantener la barrera protectora maés
externa de la cérnea, el epitelio corneal, que esta expuesta continuamente a todo tipo de
lesiones y desgastes. La renovacién es posible gracias al equilibrio dindmico entre las células
basales y las células apicales que semanalmente sufren una descamacién celular de las capas
mas apicales que son sustituidas por las capas més profundas a su vez reemplazadas por la

capa basal que esta proliferando [1,2,47.

c5. Regeneracién del epitelio corneal
La friccién mecénica asociada con el parpadeo, la radiacién ultravioleta, la hipoxia y las

lesiones externas inducen la apoptosis y la descamacién de las células superficiales del
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epitelio corneal [17. En estos casos, la autorrenovacién del epitelio corneal es imperativa

para mantener la transparencia y funciones de la cérnea.
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Figura 5. Caracteristicas fundamentales que mantienen la transparencia de la cérnea. (A)
Autorrenovacién: El epitelio esta en continua descamacién y renovacién a partir de las células basales y de
las LSC del limbo esclerocorneal. Cohesividad e impermeabilidad: las uniones intercelulares mantienen un

epitelio cohesivo formando una barrera de proteccién impermeable que evita el paso de colorantes, téxicos
y microorganismos a través de los espacios intercelulares. Balance hidrico: se mantiene por la capa lacrimal
que cubre todo el epitelio corneal y el endotelio que expulsa el exceso de H,O. Balance nutricional: los

nutrientes y oxigeno llegan a las células epiteliales desde la capa lacrimal y el humor acuoso. (B)
Caracteristicas especiales del epitelio apical. A.: arteria. LSC: células madre del limbo.

El proceso de renovacién celular es llevado a cabo por las células columnares de la capa basal
del epitelio corneal. Las células basales son las tnicas células del epitelio corneal con
capacidad proliferativa, aunque limitada. Estas células se dividen y diferencian en células
alares que subsecuentemente se diferencian en células superficiales que emergen
gradualmente a la superficie de la cérnea desplazando a las células precedentes que se
desprenden produciendo el proceso de descamacién celular del epitelio corneal [1,27]. Este
proceso se produce a lo largo de 7-10 difas, después del cual las células superficiales se

descaman dentro de la pelicula lacrimal [17.



INTRODUCCION

Las LSC participan junto con las células basales en el proceso de renovacién celular del
epitelio de la coérnea reponiendo las células pérdidas durante la descamacién normal o
después de un daio tisular. La divisién asimétrica de cada LSC genera una nueva célula
madre y una célula amplificadora transitoria (TAC) que inicialmente prolifera y después da
lugar a una célula diferenciada. Se ha descrito que las TAC avanza de manera centripeta
desde la periferia donde nacen, en las empalizadas de Vogt del limbo, hacia la cérnea central

donde se diferencia [1,27] (Figura 6).
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Figura 6. Estirpes celulares que participan en el proceso de renovacién del epitelio corneal: LSC,
TAC y células diferenciadas (basal, alar y apical). El epitelio corneal estd en continua descamacién y
autorrenovacién de sus células, las células mas apicales se descaman a la vez que son renovadas por la
proliferacién de las células basales. En el caso de un traumatismo ocular por un agente externo, se estimula
el proceso de renovacién y las LSC proliferan para restablecer el epitelio corneal ya que la capacidad
proliferativa de las células basales es limitada. LSC: célula madre del limbo. TAC: célula amplificadora
transitoria.

3.1.2. Limbo

a) Anatomia y fisiologia

El limbo esclerocorneal es la zona de transicién entre el epitelio corneal y la conjuntiva
bulbar. Esta delimitado por su borde inferior con una linea que une los bordes externos de
la capa de Bowman y la membrana de Descemet, por su borde exterior con el inicio de la
esclera y el borde exterior del canal de Schlemm y por su borde interior con la cérnea [17.

Se cree que las LSC localizadas en el limbo tiene una importante funcién de barrera evitando
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el proceso conocido como conjuntivalizacién que consiste en el crecimiento de la conjuntiva

sobre la cérnea [2,257].

b) Histologia

El limbo estd compuesto de un epitelio y un estroma [27]. El epitelio del limbo al ser una
zona de transiciéon presenta una morfologfa intermedia entre el epitelio corneal y el epitelio
de la conjuntiva. Su epitelio es estratificado no queratinizado y se diferencia del epitelio
conjuntiva en la ausencia de células caliciformes [1,107. Las células epiteliales superficiales
del limbo son histolégicamente similares a las del epitelio corneal, con la exclusividad que
presentan células dendriticas, linfocitos T, melanocitos con un alto contenido de melanina y
pequenos capilares subyacentes [17]. Ademads, las células del epitelio basal del limbo son las
células epiteliales de estadio menos diferenciadas de todo el epitelio de la superficie ocular.
Las células basales del limbo son méas pequefias, menos columnares y tiene menos organelos

citoplasmaticos [17].

Las LSC se han localizado en las criptas del epitelio limbico dentro de unas papilas
subepiteliales conocidas como palizadas de Vogt [27]. Los procesos de division,
diferenciacién y el estadio indiferenciado de las LSC estdn regulados por el microambiente
llamado nicho limbal [17]. Estos nichos estdn altamente vascularizados (a través del estroma
conjuntival) e inervados, proporcionando una fuente de nutrientes y factores de crecimiento
para nutrir y mantener indiferenciadas a las LSC. Ademas, las células mesenquimales
localizadas en el estroma del nicho limbal secretan proteinas dcidas y ricas en cistefna que
contribuyen a la adhesién de las LSC [17. La insuficiencia limbica o deficiencia de células
madre epiteliales del limbo (LSCD) puede dar lugar a defectos epiteliales crénicos y la
conjuntivalizacién de la cérnea (inestabilidad epitelial, vascularizacién y aparicién de células

caliciformes) [2,257.

3.1.3. Conjuntiva bulbar

a) Anatomia y fisiologia

La conjuntiva es una membrana mucosa transparente que se extiende desde los margenes de
los parpados superior e inferior hasta el limbo esclerocorneal, recubriendo la cara interna de
los parpados y la superficie anterior de la esclera del globo ocular [267]. Anatémicamente se

pueden distinguir tres partes:
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1. La conjuntiva tarsal o palpebral que empieza en la unién mucocutanea del margen de
los parpados y se extiende unida firmemente a su cara posterior de los parpados [2,267].

2. La conjuntiva bulbar que cubre la superficie anterior de la esclera y se contintia con el
epitelio corneal a través del limbo esclerocorneal, donde, ademads, se inserta mezclandose
con la cdpsula de Tenon y la epiesclera subyacentes [2,267.

3. La transicién entre la conjuntiva tarsal y bulbar deja tres fornices o fondos de saco que
son el superior, el inferior y el temporal y un pliegue medialmente que sélo crea un
verdadero férnix durante la aduccién del ojo. La funcién de los férnices es permitir el

movimiento independiente del ojo y de los parpados [2,267].

La conjuntiva se encuentra altamente vascularizada por la arteria ciliar anterior y la arteria
palpebral, ambas ramas de la arteria oftdlmica, y drena a los nédulos preauricular y
submandibular a nivel de los parpados. Presenta funcién protectora del globo ocular de
agentes externos, proteccién inmunolégica mediando la inmunidad pasiva y activa, y
participa en la formacién de laldgrima modulando su volumen, osmolaridad y concentracién

electrolitica para mantener el ojo lubricado [1,27.

b) Histologia
Histolégicamente podemos distinguir tres partes en la conjuntiva bulbar que son el epitelio,

el estroma y el tejido linfoide asociado a la conjuntiva.

El epitelio [107] esta formado por aproximadamente 5 capas de células que forman un
epitelio no queratinizado estratificado excretor que interacciona con la membrana basal de
colageno tipo IV y la sustancia propia para cubrir todo el globo ocular. En el epitelio hay
mayoritariamente células epiteliales de tipo cuboidal acompanadas por células caliciformes,
células de Langerhans, melanocitos y linfocitos [1,107]. Las células apicales forman una capa
de permeabilidad selectiva e hidrof6bica que favorece la adherencia de la pelicula lacrimal
gracias a la presencia de uniones intercelulares estrechas, tipo gap y desmosomas, y a la
presencia en su superficie de complejos de microvellosidades y del glicocalix [1,107. Este
ultimo es rico en una serie de glicoproteinas de transmembrana altamente glicosiladas
denominadas mucinas (MUC), principalmente MUC1, MUC4, MUC16, que son secretadas
mediante vesiculas y que lubrican la superficie apical de los epitelios y proporcionan una
barrera frente a patégenos [27,287. Entre las células del epitelio conjuntival se localizan las

células caliciformes, son células secretoras de MUC por activacién parasimpatica,
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representan el 5-10 % de las células basales del epitelio conjuntival y su distribucién no es
homogénea. La mayor densidad de células caliciforme se encuentra en la conjuntiva bulbar
inferonasal. Las células caliciformes secretan la MUC soluble 5AC (MUC5AC) que es la
MUC principal en la composicién de lalagrima [17]. La MUC5AC acttia como un surfactante
para la superficie ocular, lo que permite que la capa lacrimal cubra uniformemente el epitelio

hidrofébico de la cérnea para humedecerlo [287.

El estroma o sustancia propia [1,10] es un tejido conectivo laxo localizado debajo de la
membrana basal que se adelgaza y compacta a nivel del limbo. La sustancia propia esté
altamente vascularizada y contiene las gldndulas lacrimales accesorias de Krause y Wolfring

cuyas secreciones son esenciales en la composicién de la capa lacrimal.

El tejido linfoide asociado a la conjuntiva [ 1,107 estd formado por linfocitos intercalados
entre las capas de células epiteliales, asociados a vasos linfaticos y sanguineos, con un
componente estromal de células plasmaticas y linfocitos incluyendo agregados foliculares.
Su funcién es critica para el desencadenamiento y regulaciéon de la respuesta inmune de la

superficie ocular.



3.2. TRAUMATISMO OCULAR Y DEFICIENCIA DE
CELULAS MADRE LIMBARES

3.2.1. Traumatismos oculares

La superficie ocular debido a su estrecho contacto con el exterior tiene un alto riesgo de ser
lesionada ante un accidente que comprometa la parte superior de la cara produciendo un
traumatismo ocular. Los traumatismos oculares pueden ser por causas mecanicas 0 no
mecénicas [297]. Entre las causas mecanicas podemos encontrar las contusiones, heridas y
cuerpos extrafios. Mientras que las causas no mecénicas se pueden clasificar segtin el agente
nocivo como traumatismo por quimicos, calor, radiacién o electricidad. Otra distincién
importante es que los traumatismos pueden ser clasificados como abiertos o cerrados en
funcién de si hay o no perforaciéon [307]. Esto es comln en traumatismos por objetos
punzantes, pero también se puede ver un como complicacién de un traumatismo no mecénico

como una causticaciéon.

3.2.2. Causticacion

El traumatismo quimico, se conoce como causticacién, es la causa no mecénica mas
importante, y representa entre el 7,7 y el 18 % de las lesiones oculares por traumatismo
[31,327. Suelen ser bilaterales, se dan mayoritariamente en pacientes jévenes varones, y
pueden producirse tanto por 4cidos (como el sulftrico, acético y clorhidrico) como por élcalis
(como la lejfa, cal viva, amoniaco y sosa cdustica). Generalmente las causticaciones por 4cidos
son menos graves que las causticaciones por alcalis porque dafian solo las capas superficiales

de la cérnea, a diferencia de los dlcalis que precipitan y afectan a capas mas profundas [337.

3.2.3. Fisiopatologia de la causticacion alcalina

La fisiopatologia de la causticacién ocular por dlcali fue descrita por Pfister R y Koski J en
1978 [347]. Estos autores lo describen de la siguiente manera, el 4lcali al contactar con el
epitelio de la cérnea produce la saponificacién, lisis de las membranas celulares y la
descamacién del epitelio dejando defectos epiteliales que persistiran durante semanas o
meses. Si la causticacion es leve se produce una abrasion corneal, es decir, se desprende el

epitelio. Pero si la causticacién es mas grave, el dlcali alcanza el estroma causando lisis de
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los queratocitos, desnaturalizacién de la matriz de coldgeno e incluso dafio endotelial que
acabard produciendo edema corneal. A su vez, se produce una respuesta inflamatoria aguda
en la cérnea manifestada por la infiltracién de polimorfonucleares (PMNs) [337. En
presencia de defectos epiteliales, los PMNs son activados y liberan enzimas que degradan el
estroma corneal formando tlceras que pueden complicarse formando un descemetocele y/o
una perforacién corneal. El riesgo de perforaciéon es mayor cuanto mayor sea la severidad de

la causticacion.

En cuanto al pronéstico, mediante numerosos trabajos se describieron los distintos
pronésticos de los traumatismos oculares [2,3,10,35,36 . En casos leves, el epitelio corneal
es regenerado correctamente por la proliferacién y diferenciacién de las células del epitelio
basal y las LSC. No obstante, en casos de causticaciones mds severas y/o extensas se colapsan
los sistemas de renovacién del epitelio corneal debido a que a las células madre no les da
tiempo a regenerar correctamente todas las capas del epitelio corneal perdido y para proteger
lo antes posible al estroma reactivo se forma un epitelio patolégico caracterizado por un
nimero anormal de capas celulares con morfologia patolégica y depésitos de coldgeno
cicatricial. Ademds, cuando el traumatismo afecta al limbo, las LSC pueden estar
comprometidas, lo cual lleva a dos puntos importantes: (1) la renovacién del epitelio corneal
que solo puede ser llevada a cabo por las células del epitelio basal y del limbo remanente, si
las hubiera, que resultarfa en una capacidad de proliferacién limitada e insuficiente para
restaurar toda la superficie corneal; (2) la pérdida de la barrera que frena la invasién de la
cérnea por parte del epitelio conjuntival de la conjuntiva bulbar, el cual avanza arrastrando
consigo vasos sanguineos de la propia conjuntiva en un proceso que se conoce como

conjuntivalizacién y que se ha descrito como signo patognoménico de LSCD (Figura 7).
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Figura 7. Hallazgos clinicos caracteristicos de la LSCD. (A) Imagen de ldampara de hendidura de una
cérnea con conjuntivalizacién supero-temporal, neovascularizacion y penachos fibrovasculares importantes
(4) sin alcanzar el eje visual. (B) Imagen de ldmpara de hendidura de una cérnea que muestra
conjuntivalizacién corneal total/completa con queratinizacién central. Imagen cortesfa del Dr. Luis
Fernandez-Vega Cueto-Felgueroso.

3.2.4. Deficiencia de células madre limbares

La insuficiencia limbica o LSCD es una entidad clinica producida como consecuencia de la
destruccién de las LSC que se produce generalmente por agresiones externas y con menor
frecuencia se asocia a enfermedades congénitas o presenta un cardcter idiopético [37]. Las
causas mds frecuentes de LSCD adquirida son resultado de agresiones extrinsecas que
producen una destruccién aguda o crénica de las LSC [10,37]. Como causas de LSCD
adquirida se incluyen las quemaduras quimicas y térmicas, radiacién ultravioleta e ionizante,
desérdenes crénicos inflamatorios, condiciones de cicatrizacién progresiva (Sindrome de
Steven Johnson y penfigoide ocular cicatricial), uso de lentes de contacto, iatrogénica
(crioterapia o cirugia), infecciones microbianas crénicas como el tracoma, y menos comin la
queratitis asociada con deficiencia endocrina multiple, la queratopatia neurotréfica (neural o
isquémica), y la limbitis crénica [10]. El signo clinico particular de la LSCD es la
conjuntivalizacién de la cérnea, pero la manifestacién clinica mas relevante es el defecto
epitelial corneal [107]. Ademas, dentro de la clinica acompanante se podrian incluir una
disminucién la visién, fotofobia, lagrimeo, blefarospasmo y episodios recurrentes de dolor si

hay desgarro epitelial, asf como historia de inflamacién crénica con enrojecimiento [27].

3.2.5. Epidemiologia

a) Traumatismo ocular
Las caracteristicas epidemiol6gicas de los traumatismos oculares no estan claras y solo estan

descritas en algunas poblaciones [387] de Estados Unidos [89—427 , Australia [437] , Asia
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[44—47] y Europa [48—527 . Sin embargo, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sitta
a los traumatismos como una de las tres causas mds frecuentes de opacidad corneal que han

causado a 4,2 millones de personas un deterioro visual significativo [537].

En nuestro pafs, el traumatismo ocular es la tercera causa de ceguera o secuelas importantes,
después del glaucoma y de la retinopatia diabética que ocupan el primer y segundo lugar
respectivamente [547. La incidencia anual del traumatismo ocular se ha descrito en torno a
1,45 casos por 100.000 habitantes 497 en una poblacién urbana madrilefia y de més de 6,76

casos por 100.000 habitantes en poblacién mas rural almeriense [487.

b) Traumatismo ocular y deficiencia de células madre limbares

Parece existir relacién entre los traumatismos oculares por causticacién y el desarrollo de
LSCD posteriormente al trauma. Vazirani J e al. [407] han relacionado la lesién por agente
quimico con el desarrollo de LSCD en un estudio multicéntrico retrospectivo en muestras
de poblaciones americanas e indias. Segiin estos autores la quemadura quimica es la principal
causa de LSCD unilateral (en el 84 % de los casos de LSCD unilateral), y es una causa

importante de LSCD bilateral (en el 30 % de los casos de LSCD bilateral).

3.2.6. Factores de riesgos

Entre los factores de riesgo del traumatismo ocular se encuentran la edad, el sexo, el nivel
socioeconémico y el estilo de vida [387. Hay varias actividades que se relacionan con mayor
frecuencia con los traumatismos oculares: laborales, domésticas, accidentes de tréfico,
agresiones y préctica deportiva. A nivel global, los accidentes laborales y domésticos
presentan la mayor frecuencia [297]. En nuestro medio, las causas principales de trauma
ocular en poblaciones urbanas y/o con alto nivel socioeconémico son los accidentes
domésticos (44,6 %), seguidos de las agresiones (22,80 %) y los accidentes laborales (17,4 %)
[497]. Mientras que los accidentes laborales son la causa méds comiin en poblaciones de menor
nivel socioeconémico y/o rurales [487. El perfil de paciente mas tipico es un adulto joven

en edad laboral, es decir entre 20 y 40 afios [ 32,387.

3.2.7. Diagnéstico

Ante cérneas lesionadas por agentes externos se realiza un diagnéstico esencialmente clinico

mediante examen con ldmpara de hendidura, tincién de fluoresceina y asociado a una
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citologia de impresién de la superficie corneal [2,3,10,357]. En casos de sospecha de LSCD,

hay que tener en cuenta que dependiendo de la extensién de limbo afectado tendremos una

LSCD parcial o total, y dependiendo de si afecta a uno o a los dos ojos puede ser unilateral o

bilateral (Figura 8).
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Figura 8. Tipos de insuficiencias limbicas. En funcién de si estd afectada uno (unilateral) o los dos ojos
(bilateral) y de la extensién de limbo afectado (parcial o total), la insuficiencia limbica se denomina
cominmente como: unilateral parcial o total y bilateral parcial o total.

Las causticaciones oculares se clasifican en grados de acuerdo a su pronéstico, la clasificacién

que mas se ha empleado es la clasificacién de Hughes [557 modificada por Roper-Hall [567]

(Tabla 1) que distingue cuatro grados prondsticos segtin la apariencia inicial de la cérnea y

el limbo. Actualmente es més utilizada la escala de Dua et al. [57] (Tabla 2), dada la facilidad

de su manejo, ya que divide la afectacién del limbo en horas de reloj y el porcentaje

correspondiente de lesién conjuntiva, y su mayor precision.
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Tabla 1. Clasificacién de Hughes modificada por Roper-Hall.

Pronéstico Grado Claridad corneal Severldad-de 1a isquemia
limbal
Totalmente clara . -

Muy bueno I (no dafio epitelial) Sin isquemia limbal

Bueno I Opalescencia corr.leal, detalles de iris Isquemia limbal <1/3
visibles
Reservado I11 Pérdida total del eplte_h_o, opacidad Isquemia limbal 1/8-1/2
estromal, detalles de iris borrosos

Malo IV Cérnea opaca, pupila e iris borrosos Isquemia limbal >1/2

Tabla 2. Clasificacién de Dua.

Limbo
Pronoéstico Grado afectado en Afe'c tacion Escala analégica *
horas de conjuntival
reloj

Muy bueno I 0 0 % 0/0%
Bueno 11 <3 <30 % 0.1-8 / 1-29.9 %
Bueno I11 >3a6 > 30 a 50 % 8.1-6 / 31— 50 %
Bueno- v ~6a9 > 50275 % 6.1-9 / 51-75 %

Reservado

Reservado-Malo \'% >9a< 12 75a< 100 % 9.1-11.9 / 75.1- 99.9 %

Malo VI 12 100 % 12 /100 %

* La escala analégica registra con precisién la afectacién limbal en horas de reloj de limbo

afectado/porcentaje de afectacion conjuntival. Al calcular el porcentaje de afectacién conjuntival, s6lo

se tiene en cuenta la afectacién de la conjuntiva bulbar, incluidos los férnices conjuntivales.

3.2.8. Abordajes terapéuticos

Ante una causticacion, la primera actuacién (o tratamiento inmediato) es: lavado prolongado

con suero, eliminacién de residuos sélidos, analgesia sistémica, y derivar al paciente al

oftalmélogo. Posteriormente, no hay consenso sobre el régimen de tratamiento mds

adecuado, consistiendo los principales tratamientos en:

1. Tratamiento médico.

2. Favorecer la reepitelizacion.

3. Tratamiento quirdrgico:

o Trasplante autélogo o alogénico de una biopsia de limbo.

o Trasplante autélogo de LSC expandidas n vitro.
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El objetivo del tratamiento médico es mejorar o mantener la visién, reduciendo o evitando
la progresiéon de la opacificacién corneal y la neovascularizacién. Se recomienda el
tratamiento médico ante cualquier tipo de lesién corneal para controlar la infeccién y la
inflamacién mediante el uso de agentes antimicrobianos tan pronto como sea posible, y

esteroides tépicos cuando sea preciso [27].

En casos més grave, se recomienda favorecer la reepitelizacién protegiendo y cubriendo el
epitelio corneal, reduciendo factores que reduzca la reepitelizacién o aplicando tratamiento
que la mejoren. Son habituales los siguientes métodos: uso de lentes de contacto blandas con
vendas como proteccién, tarsorrafia temporal, flap conjuntival, parches de membrana
amniética, adhesivos tisulares de fibrina, la reduccién de la exposicién a téxicos, reducir el
consumo de tabaco, lubricacién con lagrima artificial y aplicacién de colirios de suero

autélogo [1,2,107.

En corneas que pese a las medidas terapéuticas anteriores no mejoran la visién o existe una
sospecha sélida de riesgo de LSCD, se recomiendan un tratamiento quirdrgico 2,107 con el
objetivo de repoblar la superficie corneal con LSC (Figura 9). Estos han demostrado ser
efectivos tanto en casos de LSCD ya establecidas como en ojos lesionados por causticacién
para prevenir su empeoramiento hacia una LSCD [ 587. Actualmente, existen varias opciones
de trasplante [597, pero, el trasplante de una biopsia de tejido limbal autélogo o alogénico

y el trasplante de limbo cultivado son las opciones terapéuticas de mayor interés [24:].

Para el trasplante de una biopsia de tejido limbal autélogo se puede extraer 3-4 mm de tejido
limbal sano del ojo contralateral al lesionado u homolateral (si conserva limbo sano), e
implantarlo en el ojo afectado con un ratio de éxito entorno al 80 % [60-627. Este tipo de
trasplante se ha descrito mediante las siguientes técnicas quirdrgicas: trasplante epitelial
limbal simple (SLET) [637 y el autoinjerto conjuntival-limbal (CLAU) [647] que emplea
biopsias mas grandes. Sin embargo, el obtener suficiente tejido limbal puede comprometer
el ojo donante y dar lugar a la aparicién de una LSCD de novo en el ojo sano o empeorar la

patologia preexistente si el ojo donante esta enfermo.

El trasplante de una biopsia de tejido limbal alogénico se recomienda en pacientes que no
disponen de tejido limbal sano para donar y en pacientes que necesitan una mayor cantidad

de tejido limbal para restablecer el epitelio corneal y el limbo, porque el autoinjerto por si
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solo no serfa suficiente para frenar la conjuntivalizacién después del trasplante [597. En
ambos casos, se recurre al aloinjerto de tejido conjuntival-limbal de donante vivo
emparentado (preferiblemente) (Ir-CLAL) [657], al SLET alogénico y al aloinjerto
queratolimbal cadavérico (KLAL) [667], combinado con un CLAU en el primer caso [597.
No obstante, realizar un trasplante alogénico supone una serie de riesgos para el paciente:

rechazo del aloinjerto donado y transmisién de infecciones.
Ojo contralateral
donante

Ojo contralateral
donante
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Donante cadavérico

Donante cadavérico

Donante vivo
emparentado LSC autdlogas expandidas in vitro
KLAL+I-CLAL CLET

Figura 9. Tipos de trasplante de limbo. Autoinjertos de limbo: SLET, CLAU, CLET. Aloinjertos de
limbo: Ir-CLAL, KLAL, SLET alogénico. SLET y CLAU: Una pequeia biopsia del limbo de 2x2 mm
(SLET) o un injerto conjuntival-limbal grande libre de 90-300° (CLAU) del ojo sano se distribuye sobre la
cérnea del ojo afectado utilizando un andamio de membrana amniética. KLAL: Se utilizan dos bordes
corneoesclerales de donantes para restaurar un limbo de 360° Ir-CLAL: Los tejidos limbares y
conjuntivales se obtienen de familiares vivos HLA compatibles. CLET: Se cultivan ldminas de células
limbares a partir de biopsias limbares (2x2 mm) del ojo sano o del limbo sano restante de un ojo con
deficiencia parcial de células madre limbares y se trasplantan al ojo afectado. CLAU: Conjunctival- limbal
autograft. CLET: Cultured limbal epithelial transplantation. HLA: antigeno leucocitario humano. KLAL:
Keratolimbal allografts. Ir-CLAL: Living- related conjunctival allografi. SLET: Simple limbal epithelial
transplantation.

Ademas, como el limbo esclerocorneal del receptor estd muy vascularizado y el tejido limbal

donante esta cargado de antigenos, influirfan el grupo sanguineo y el antigeno leucocitario
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humano (HLA) [67,687, y es necesaria una inmunosupresién sistémica perioperatoria para
evitar el rechazo inmunolégico del aloinjerto [697. La inmunosupresién sistémica supone
uno de los mayores riesgos para estos pacientes y es la principal causa de fracaso del injerto
tras un trasplante alogénico de tejido limbal, especialmente cuando se emplean aloinjertos
de donante cadavérico [67,687]. Como consecuencia, para prevenir el rechazo del aloinjerto
estd indicado el uso prolongado de regimenes inmunosupresores que combinan distintos
agentes sistémicos, ademds de farmacos tépicos (principalmente corticoides) [68,697, que
pueden mantenerse durante anos tras el trasplante. Normalmente, los efectos adversos de la
inmunosupresién sistémica no son serios en pacientes jévenes sin comorbilidades, algunos
de los mas comunes son la anemia, la hiperglucemia, el aumento de la creatinina y el aumento
de la funcién hepética [70]. Sin embargo, en pacientes de edad avanzada y con
comorbilidades (como hipertensién arterial, hiperlipidemia, diabetes, asma, hipotiroidismo,
hepatopatia o insuficiencia renal, entre otros), la inmunosupresién sistémica conlleva efectos

adversos més graves [70], pudiendo estar contraindicada.

El trasplante de epitelio limbal cultivado (CLET) autélogo esté indicado en pacientes cuya
cantidad de limbo disponible para donar en un autotrasplante sea insuficiente o si se desea
reducir la cantidad de limbo necesario para un autotrasplante. Esta terapia se trata del
cultivo ex vivo de células limbares y su posterior trasplante usando una membrana como
soporte, y es considerada por la legislacién europea como un Medicamento de Terapias
Avanzadas (MTA). El Holoclar® es el primer MTA que consigue la autorizacién de
comercializacién por parte de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)
(EMA/68652015, EMEA/H/C/002450) [717. El producto Holoclar® consiste en obtener
una biopsia de 2 mm2de limbo autélogo y expandir las LSC en cultivo. El principio activo lo
constituyen entre 300.000 y 1.200.000 células oculares vivas provenientes de su biopsia, de
las cuales una media de 3,5 % son LSC [727]. Estas células se cultivan y expanden empleando
dos componentes de origen animal, el suero bovino fetal (SBI) y los fibroblastos de ratén
318 letalmente irradiados. Una vez expandidas, las células epiteliales, se siembran sobre una
membrana de fibrina que sirve de soporte para realizar el implante quirdrgico. Esta técnica,
aunque es una terapia innovadora, no previne los riesgos del trasplante autélogo y alogénico,
ya que suma el riesgo que supone tener que biopsiar aunque sea minimamente el limbo y el

riesgo inmunogénico debido a las condiciones xenogénicas del cultivo celular.



INTRODUCCION

Una alternativa para prevenir los riesgos descritos de los trasplantes autélogos y alogénicos
convencionales es recurrir a otras fuentes tisulares de células madre adultas que sean
autélogas, seguras, y con capacidad de restablecer el epitelio corneal. Como alternativa a las
LSC, las células madre mesenquimales (MSC) y las células madre epiteliales de la mucosa
oral (OMESC) han mostrado eficacia para regenerar el epitelio tanto en modelos animales

como en casos clinicos.

Las MSC obtenidas a partir de diferentes origenes (médula ésea, tejido graso, pulpa dentaria,
ttero...) han demostrado un gran potencial para su uso en la Medicina Regenerativa,
habiendo sido empleadas en diferentes patologifas humanas como isquemia periférica,
regeneracién miocdrdica o accidentes cerebrovasculares [737. En Oftalmologia, se ha
descrito recientemente la reconstruccién de la superficie ocular en un ensayo clinico en fase
[-II con MSC derivadas de médula ésea y membrana amnidtica para tratar pacientes con
LSCD establecida [747]. Por otro lado, entre los epitelios candidatos para el tratamiento de
la LSCD est4 el epitelio de la mucosa oral. En la actualidad, se han realizado numerosos
estudios comparativos entre las células limbares y las OMESC. Se ha podido confirmar que
la citoqueratina (CK) 8, marcador tipico de células epiteliales corneales diferenciadas, asf
como la CK5 son también positivas en las células de mucosa oral [10,75,76]. Posiblemente,
las OMESC sean las células mas estudiadas para regenerar lesiones en la superficie ocular,
y cuenta con numerosos estudios clinicos de reconstrucciéon de tejido corneal lesionado
mediante distintos tipos de trasplante de OMESC [75,77,787]. Estas terapias han

demostrado ser eficaces clinicamente a corto y largo plazo.

El principal inconveniente de las Terapias Avanzadas basadas en MSC y OMESC para uso
oftalmolégico es que mantienen el uso de componentes xenogénicos y alogénicos para
realizar el cultivo de las células madre y su trasplante, ademads, de contar en algunos casos
con metodologfas de preparacién complejas y numerosas que reducen su rentabilidad.
Recientemente, Riestra AC et al. [797] han descrito un método de cultivo sin suplementos
xenogénicos, basado en el empleo de hemoderivados preparados con el kit comercial
Endoret® PRGI®) desarrollado por la empresa Biotechnology Institute (BTI, Vitoria,
Espaiia) para el empleo de Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) en el campo de
la Oftalmologia [58,797. Ademas, este método emplea como soporte de las células para su

posterior trasplante una membrana de fibrina de PRGF que reemplazaria a la membrana
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amniética de origen alogénico de uso convencional o a cualquier otro material
potencialmente reactivo. Por otra parte, se han descrito métodos para obtener células a partir
de los tejidos sin utilizar enzimas digestivas de origen xenogénico, como es el caso del
método de cultivo por explante que consiste en expandir células sobre el plastico de cultivo

a partir de una pequefia porcién del tejido y sin ninglin procesamiento previo [80,817.
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JUSTIFICACION

Cuando se produce una lesiéon ocular grave, los pacientes pueden desarrollar una opacidad
corneal permanente o incluso la lesiéon puede evolucionar hacia una LSCD porque el dafo es

tan severo o extenso que los mecanismos de reparacién de la cérnea no son suficientes.

El trasplante limbal autélogo ha mostrado una gran efectividad, mientras que el ratio de
éxito del trasplante limbal alogénico esta limitado por el riesgo de rechazo, transmisién de
infecciones y puede requerir de una inmunosupresién sistémica. Sin embargo, tanto el
autoinjerto limbal, como el aloinjerto limbal y el MTA de LSC aut6logas suponen un riesgo
latrogénico importante para la visién y la salud del paciente debido a sus procedimientos de
obtencién de tejido, trasplante y preparacion, que incluyen técnicas de diseccién invasivas y

el uso de componentes inmunogénicos de origen xenogénicos y alogénicos.

Estos inconvenientes junto con la necesidad de inmunosupresién sistémica han llevado al
desarrollo de MTA alternativos a los trasplantes convencionales de LSC. Existen terapias
alternativas que emplean células madre expandidas n vitro a partir de tejidos adultos no
limbares. Entre las Terapias Avanzadas mas destacadas en Oftalmologia estan las MSC y
las OMESC, pero el principal inconveniente es que ain mantienen el uso de factores
xenogénicos para la expansiéon celular y el uso de soportes celulares alogénicos o

heterélogos.

Sin embargo, las terapias celulares tienen la categoria de MTA de acuerdo con la legislacién
vigente (Real Decreto 477/2014) y deben cumplir al igual que los medicamentos de sintesis
quimica, las tres premisas fundamentales para su uso: seguridad, calidad y eficacia. Uno de
los problemas regulatorios que existen a la hora de trasladar su uso a la practica clinica es el
empleo de factores xenogénicos en la metodologfa de cultivo y trasplante. Aunque no estin
prohibidos, las agencias reguladoras consideran su reemplazo por otros componentes no
xenogénicos algo prioritario debido al riesgo asociado al uso de suplementos de origen
animal, incluyendo la transmisién de enfermedades, el desarrollo de efectos tumorigénicos y

reacciones inmunes.

Disponer de un sistema de cultivo autélogo, un sistema de trasplante autélogo y una fuente
de células madre adultas alternativa también autéloga con capacidad regenerativa de la

cornea:

1. Prevendria los riesgos biolégicos del empleo de material biol6gico no autélogo.
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2. Prevendriala progresion de los traumatismos oculares moderados-graves y/o extensos
hacia una ceguera por LSCD.

3. Reducirfa la aplicacién de los trasplantes convencional de LSC, previniendo sus riesgos.
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5. HIPOTESIS






HIPOTESIS

El propésito de este trabajo es estudiar si:

Las MSC obtenidas de la grasa subcutdnea y las OMESC, cultivadas y trasplantadas con
componentes derivados del plasma sanguineo y en ausencia de componentes xenogénicos,
podrian componer dos MTA potencialmente autélogos, viables, seguros y eficaces en la

regeneracién del epitelio corneal lesionado y prevencién del desarrollo de ceguera por

LSCD.
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6. OBJETIVOS






OBJETIVOS

Objetivo 1. Desarrollo de un MTA de MSC:

1.1.

1.2.

1.8.

1.4

Cultivo de explantes de grasa subcutdnea en un medio de cultivo suplementado con
PRGF como fuente de factores de crecimiento y en condiciones libres de factores
xenogénicos.

Caracterizacién de las células expandidas como MSC.

Preparacién del implante ocular: cultivo de las MSC sobre una membrana de fibrina
de PRGF en un medio de cultivo suplementado con PRGF como fuente de factores
de crecimiento y en condiciones libres de factores xenogénicos.

Estudio de viabilidad y respuesta en un modelo animal de ratén atimico.

Objetivo 2. Desarrollo de un MTA de OMESC:

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

Cultivo de explantes de mucosa oral en un medio de cultivo suplementado con
PRGF como fuente de factores de crecimiento y en condiciones libres de factores
xenogénicos.

Caracterizacién de las células expandidas como OMESC.

Preparacién del implante ocular: cultivo de las OMESC sobre una membrana de
fibrina de PRGF en un medio de cultivo suplementado con PRGF como fuente de
factores de crecimiento y en condiciones libres de factores xenogénicos.

Estudio de viabilidad y respuesta en un modelo animal de ratén atimico.

Objetivo 3. Estudio de eficacia en ojos de conejos con quemadura quimica alcalina:

3.1.

3.2.

3.3.

Preparacién de los MTA empleando tejidos de conejo.

Ensayo preclinico en cuatro grupos de conejos tratados con: tratamiento médico
exclusivo, membrana de fibrina de PRGI, MSC y OMESC.

Andlisis clinico, morfolégico y fenotipico de las cérneas antes de la lesion, después

de la lesién, y antes y después del trasplante del MTA.






7. MATERIAL Y METODO






7.1. MEDICAMENTOS DE TERAPIAS AVANZADAS HUMANOS
LIBRES DE FACTORES XENOGENICOS

7.1.1. Preparacion del PRGF humano para cultivo celular

a) Obtencién de sangre completa

La sangre se obtuvo de voluntarios (de edad entre 23-64 afios) sanos y altruistas en el
Instituto Oftalmolégico Fernandez-Vega (Asturias, Espafa) y su Fundacién de
Investigacién Oftalmolégica (Asturias, Espana), tras la firma del consentimiento informado
(Anexo I). De cada voluntario, se extrajeron 72 mL de sangre en tubos de 9 mL con 0,129

M de citrato de sodio como anticoagulante (BTI) mediante venopuncién.

b) Preparacion del plasma sanguineo
Se empleé el sistema de Endoret® PRGI®) de BTI siguiendo las indicaciones de uso del
tabricante modificadas como se describe a continuacién (Figura 10), para adaptar dicha

tecnologfa al sistema de cultivo autélogo de tejidos humanos [797.

Después de cada extraccién de sangre, se centrifugaron los tubos a 580 g durante 8 min
empleando la centrifuga PRGF System® modelo System IV (BTI) a temperatura ambiente
dentro de las primeras 4 h desde su extraccién. Tras la centrifugacién, el plasma de cada
tubo se separé en una fraccién superior (F'1) y una fraccién inferior (I'2). La 2 se
corresponde a los 2 mL de plasma més cercanos a la serie blanca y la I'1 al volumen de
plasma restante por encima de I'2. Posteriormente, se recogieron sin provocar turbulencias
las F'1 y después las I'2, ambas fracciones se separaron en dos tubos estériles de 50 mL

(Corning™ Falcon™, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.).

c) Preparacion del PRGF como suplemento para el medio de cultivo

Las 1 se dividieron en alicuotas de 5 mL en tubo estériles y se incubaron con 100 pL de
cloruro de calcio a 100 mg/mL (B Braun, Melsungen, Alemania) a 37 °C durante 1 h. Los
sueros liberados se recogieron por aspiracién, para posteriormente, hacer un pool que se
conservé en alicuotas de 5 mL a -20 °C hasta su uso como fuente de factores de crecimiento

en el medio de cultivo para las células expandidas a partir de tejidos humanos.
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1. Preparacion del plasma 2. Preparacién del PRGF como suplemento para el medio de cultivo
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Figura 10. Preparacion del PRGF humano para el cultivo y trasplante celular. (1) Obtencién de sangre
completa. (2) Preparacién del plasma sanguineo. (8) Preparacién de PRGF como suplemento para el medio
de cultivo. (4) Preparacién del PRGF como soporte celular para el trasplante. F: fraccién de plasma. PRGF:
plasma rico en factores de crecimiento.

d) Preparaciéon del PRGF como soporte celular para el trasplante

Las I'2 se dividieron en alicuotas de 5 mL en tubos estériles y se conservaron a -20 °C hasta
su uso para preparar las membranas de fibrina de PRGF. Las alicuotas se descongelaron en
un bano a 37 °C, y se prepar6 un gel de fibrina de PRGF mezclando 100 pL de cloruro de
calcio (100 mg/mL) con la F'2 dentro de un pocillo de 9,6 cm? (35 mm de didmetro) de una
placa de 6 pocillos (Thermo Fisher Scientific) e incubando a 87 °C durante 30 min. Una vez
coagulado el gel, se prepar6 la membrana de fibrina de PRGEF de 500 pm de espesor
comprimiendo el gel durante 30 s dentro de un conformador (BTT). La membrana de fibrina
de PRGF se colocd sobre un disco de nitrocelulosa de aproximadamente 25 mm de didmetro
(Merck Millipore, Munster, Irlanda) para mantenerla extendida y facilitar su manejo hasta
el trasplante. Seguidamente se coloc6 sobre un znsert Corning® Transwell® de 4,5 cm? (24
mm de didmetro) y 0,4 pm de tamafo de poro (Sigma-Aldrich, Missouri, EE. UU.) y se
introdujo en un pocillo de 9,6 cm? de una placa de 6 pocillos con 1 mL del medio de cultivo
correspondiente para mantener la humedad de la membrana y evitar su deshidratacién y
deterioro. La membrana de fibrina de PRGF se emple6 inmediatamente como soporte de

cultivo de las células expandidas a partir de los tejidos humanos.
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7.1.2. Obtencion de tejidos

Este trabajo se llevé a cabo de acuerdo con las directrices de la Declaraciéon de Helsinki y fue
aprobada por el Comité de Etica de Investigacién del Principado de Asturias (Cédigo de

Protocolo: 2020.50; 23 de marzo de 2020).

Para este estudio se utilizaron 10 biopsias de aproximadamente 0,5-1,5 cm2 de tejido adiposo
subcutdneo de la almohadilla de grasa infrapatelar y 10 biopsias de entre 4 y 8 mm? de tejido
de mucosa oral tanto queratinizada (gingival) como no queratinizada (piso de la boca y
paladar blando). Ambos tejidos se obtuvieron de donantes altruistas de érganos y tejidos del
Hospital Universitario Central de Asturias (Asturias, Espana), tras la firma del
consentimiento informado por escrito siguiendo las leyes espanolas en materia de donacién
de 6rganos y tejidos. Las biopsias se obtuvieron y analizaron por el Centro de Sangre y
Tejidos (Asturias, Espana) y se recibieron en la Fundacién de Investigaciéon Oftalmolégica,
previa firma del acuerdo de colaboracién entre ambos centros. Los tejidos se transportaron
en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Thermo Fisher Scientific) con antibiéticos,
usando un contenedor isotérmico refrigerado con pastillas de frio de forma que el

acumulador de frio no entrase en contacto directo con el frasco de medio de transporte.

7.1.3. Cultivo y caracterizacion de MSC

Las MSC se expandieron a partir de grasa subcutanea y se caracterizaron mediante distintas

técnicas como se describe a continuacién y se representa en la Figura 11.

a) Cultivo primario de MSC

al. Preparacién de la grasa subcutanea

Tras la recepcion del tejido en la Fundacién de Investigacién Oftalmoldgica, la biopsia se
mantuvo 1 dfa a 4 °C dentro de medio de conservaciéon fresco compuesto por: DMEM
suplementado con 40 pg/mL de vancomicina, 40 ng/mL de amikacina (Normon, Madrid,
Espafa) y 0,56 pg/mL de anfotericina B (Ambisome, Gilead Sciences, Madrid, Espana).
Posteriormente, se colocé la biopsia sobre una placa Petri de 100 mm de diametro con 3 mL
del medio para evitar que se seque el tejido, se limpi6é con ayuda de unas tijeras y pinzas
estériles para retirar los restos de tejido conectivo, y finalmente, se cort6 en pequenios

fragmentos, que llamaremos explantes, de 1-2 mm? aproximadamente.
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a2. Expansion de MSC in vitro

En cada pocillo de 3,8 cm? de una placa de 12 pocillos (Thermo Fisher Scientific) se afadié
250 pl. de medio de cultivo. Se colocé un explante de grasa en el centro de cada pocillo de
manera que quedase en contacto con el plastico de cultivo sin flotar para que las células
pudiesen expandirse sobre el pléstico de cultivo. Se cultivaron los explantes a 37 °C en un
incubador con 5 % de CO. y humedad saturada con cambio de medios cada 2-3 dfas. Se
empled el medio de cultivo descrito por Odabas S ez al. [827 ligeramente modificado: DMEM
y Ham’s F'12 nutrient mixture (F12) (Thermo Fisher Scientific) (2:1) suplementado con 10%
de PRGF humano, 100 U/mL de penicilina y 0,1 mg/mL de estreptomicina. La evolucién
de los cultivos celulares se siguié siempre con un microscopio de contraste de fases DMIL
LED y se registré usando la cdmara EC3 acoplada al microscopio (Leica Biosystems,

Catalunia, Espania).

a3. Subcultivo de MSC in vitro

Las MSC expandidas en tres pocillos de cultivo de 3,8 cm? cada uno se despegaron con
TrypLE™ Express Enzyme (TrypLE) (Thermo Fisher Scientific) cuando alcanzaron el 80-
90 % de confluencia, y posteriormente, se sembraron en un frasco de cultivo de 75 cm?
(Thermo Fisher Scientific) con 10 mL de medio de cultivo fresco. Las MSC se mantuvieron
en el incubador a 37 °C con cambio de medios cada 2-3 dfas. Una vez alcanzada la confluencia
del 80-90 %, se realizaron dos subcultivos seriados de 1/10 de las células crecidas en el frasco

de 75 cm2, como se acaba de describir, para obtener cultivos de MSC en pase 3 confluentes.

a4. Criopreservacion y descongelaciéon de MSC

Las MSC se criopreservaron cuando el cultivo en pase 8 alcanzé el 90 % de confluencia. Para
ello se levantaron las células con TrypLE, se centrifugaron y resuspendieron en 8 mL de
medio de congelacién. Se congelaron entre 1-1.5 x 106 células por cada criovial (Thermo
Fisher Scientific). Se mantuvieron a -80 °C durante 1 dia y posteriormente se conservaron
en nitrégeno liquido hasta su uso. El medio de congelacién se preparé con: DMEM
suplementado con 10 % de PRGI" y 10 % de dimetilsultéxido (DMSO) [827 (Sigma-Aldrich).
Las MSC se recuperaron descongelando los crioviales en un bafo a 37 °C. El medio de
congelacién se eliminé diluyendo 1:1 con medio de cultivo y centrifugando a 400 g durante

5 min. Finalmente, el pellet se resuspendié y sembré en un frasco de 75 cm? con medio de
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cultivo fresco. Las MSC se cultivaron hasta alcanzar el 80-90 % confluencia con cambio de

medios cada 2-3 dias.

Medio de cultivo con

li 10 % de PRGF
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Figura 11. Cultivo y caracterizacién de MSC a partir de grasa subcutinea. Obtencién y preparacién
de tejidos, expansién iz vitro con medio de cultivo de PRGF, subcultivo hasta pase 8, criopreservacion hasta
su uso, descongelacién y caracterizacion de las células expandidas como MSC mediante morfologfa,
diferenciacién multilinaje iz vitro y citometria de flujo laminar. CD: grupo o antigeno de diferenciacién.
p3/4 pase 3/4. ISCT: International Society for Cell & Gene Therapy. MSC: células madre mesenquimales.
PRGF: plasma rico en factores de crecimiento.

b) Caracterizacién de las MSC

Se caracterizaron las MSC obtenidas a partir de tejido adiposo mediante el estudio de los
criterios minimos de las MSC descritos por la International Society for Cell & Gene Therapy
(ISCT) [83]. Se descongelaron dos crioviales de MSC en pase 3 y se sembré cada uno en un
frasco de 75 cm2, una vez alcanzaron el pase 4 al 80% de confluencia, se levantaron las células
con TrypLE para llevar a cabo las caracterizaciones: con un frasco se realiz6 la adipogénesis,

osteogénesis y condrogénesis, y con otro frasco se realizo la citometria de flujo laminar.

b1. Adipogénesis y osteogénesis

Se sembraron 20.000 células viables/cm? en 10 pocillos de 1,9 cm? de una placa de 24 pocillos
(Thermo Fisher Scientific). Las MSC se cultivaron durante 3 dfas a 37 °C en un incubador
con 5 % de CO, y humedad saturada con medio de cultivo fresco. Posteriormente, se
reemplazé el medio de cultivo por los medios de adipogénesis (5 pocillos) y de osteogénesis
(5 pocillos), cambiando los medios cada 2-3 dias durante 21 dfas. Los cultivos se fijaron con

metanol absoluto (Sigma-Aldrich) frio a 4 °C durante 10 min y se tifieron. Los cultivos con
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medio adipogénico se lavaron con alcohol isopropilico al 60 % y se tifieron con O: Red O
(Sigma-Aldrich) al 0,8 % para detectar las vacuolas lipidicas intracelulares. Los cultivos con
medio osteogénico se tifieron con Alizarin Red S (Sigma-Aldrich) al 2 % en oscuridad para
marcar los depdsitos extracelulares de calcio. Una vez tefiidos, los cultivos se lavaron y se

observaron bajo un microscopio de contraste de fases de Leica Biosystems.

El medio adipogénico se prepar6 con: DMEM:F12 (2:1), 10 % de PRGF, 1 uM de
dexametasona, 10 uM de insulina, 0,5 mM de 8-isobutil-1-metilxantina, 200 uM de
indometacina, 100 U/mL de penicilina y 0,1 mg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich). El
medio osteogénico se preparé con: DMEM:F12 (2:1), 10 % de PRGF, 1 pM de
dexametasona, 50 pM de 4cido ascérbico, 10 mM de f3 -glicofosfato, 100 U/mL de penicilina

y 0,1 mg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich).

b2. Condrogénesis

Se prepar6 una suspensién de MSC a 1,6 x 107 células viables/mL y se procedié siguiendo
las indicaciones del kit de diferenciacién condrogénica StemPro® MSC SFM XenoF'ree
(Thermo Fisher Scientific). Se pipetearon 5 pul. de la suspensién en el centro de 48 pocillos
de 1,1 cm? de una placa de 48 pocillos (Thermo Fisher Scientific) y se incubaron 2 h a 87 °C
en una atmoésfera himeda para formar micromasas de células adheridas entre ellas y al
plastico de cultivo. Las micromasas se cultivaron en StemPro® Chondrocyte Differentiation
Basal Medium suplementado con StemPro® Chondrogenesis Supplement a 37 °C en un
incubador con 5 % de CO, y humedad saturada con cambio de medio todos los dias durante
21 dfas. Las micromasas se fijaron en glutaraldehido al 2,5 % durante 30 min a temperatura
ambiente. Se tifieron con Alcian Blue para detectar glicosoaminoglicanos 'y
mucopolisacaridos caracteristicos de la matriz cartilaginosa y se observaron y fotografiaron

con el microscopio de contraste de fases de Leica Biosystems.

b3. Citometria de flujo laminar

Se prepar6 una suspensiéon de MSC a 5 x 106 células viables/mL, y se lavaron con tampén
tosfato salino (PBS) suplementado con 0,5 % de albtimina de suero bovino (Sigma Aldrich).
Se marcaron las células incubdndolas con anticuerpos monoclonales siguiendo las
instrucciones del kit Mesenchymal Cell (Immunostep, Castilla y Leén, Espaiia): FITC anti-
CD90 y CD44, PE anti-CD105 y CD166, APC anti-CD29 y CD738 y PerCP anti-CD45,
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CD34, CD4, CD19 y HLA-DR. La viabilidad celular se estudié6 marcando con ioduro de
propidio (Becton Dickinson Bioscience, Nueva Jersey, EE. UU.). El inmunofenotipado se
realiz6 con un citémetro de flujo FACS Aria II™ (Becton Dickinson Bioscience), y
posteriormente, se analizaron los datos obtenidos y se representaron gréaficamente usando
el software FlowJo (Trre Star, Oregon, EE. UU.). Se calcul6 la media (M) del porcentaje de
expresién de cada marcador y su desviacién estdndar (SD) utilizando una hoja de calculo de

Excel (Microsoft, Washington, EE. UU.).

7.1.4. Cultivo y caracterizacion de OMESC

Las OMESC se expandieron a partir de mucosa oral y se caracterizaron mediante

inmunofluorescencia (II') como se describe a continuacién y se representa en la Figura 12.

Extraccion de biopsia de edio de cultivo con
mucosa oral li \:% de PRGF

Caracterizacion
de las OMESC

p

\ \ % / Biopsia Explantes Cultivo de explantes Estudio de inmunofluorescencia
\ 4-8 mm? 0,5-1 mm? CK5,P63

Figura 12. Cultivo y caracterizacion de OMESC a partir de mucosa oral. Obtencién y preparacién de
tejidos, expansién i vitro con medio de cultivo de PRGF y caracterizacién mediante estudio de IF. CK:
citoqueratina. IF: inmunofluorescencia. OMESC: células madre epiteliales de mucosa oral. PRGF: plasma
rico en factores de crecimiento. P63: protefna tumoral p63.

a) Cultivo primario de OMESC

al. Preparaciéon de la mucosa oral
Se separaron los 2/3 inferiores de la biopsia con ayuda de un bistur{ y unas tijeras estériles
y se descarté. La porcién superior de la biopsia, que incluia el epitelio, se corté en pequerios

explantes de hasta 0,5-1 mm?y se sembraron de forma similar a la descrita para la grasa.

a2. Expansiéon de OMESC in vitro

Se empled el medio de cultivo descrito [847] modificado: DMEM:F'12 (2:1) suplementado
con 10 % de PRGF humano, 24 pg/L de adenina, 5 pg/mL de insulina, 1,3 ng/mL de
trilodotironina, 0,4 ug/mL de hidrocortisona, 8,3 ng/mL de toxina colérica (Sigma-Aldrich),

40 pg/mL de vancomicina, 40 ug/mL de amikacina y 0,5 pg/mL de anfotericina B. A partir
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del primer cambio el medio de cultivo se afiadié factor de crecimiento epitelial (EGF, Austral
Biologicals, California, EE. UU.) a una concentracién a 10 pg/mL. La evolucién de los

cultivos celulares se sigui6é con un microscopio de contraste de fases de Leica Biosystems.

b) IF

Cultivos al 90 % de confluencia se fijaron con paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 4 % en
PBS a temperatura ambiente durante 15 min, se lavaron con PBS y se incubaron con
Tritéon™ X-100 (Sigma-Aldrich) diluido en PBS al 0,3 % durante 10 min para permeabilizar
las células. Posteriormente, se retir6 el Triton™ X-100 y se lavé tres veces con PBS durante
5 min. Las células se marcaron con uno o dos anticuerpos primarios diluido en PBS con 10
% de suero de cabra (Life Technologies, California, EE. UU.) para bloquear las reacciones
inespecificas e incubando a 4 °C hasta el dia siguiente. Los anticuerpos primarios empleados
y su dilucién fueron los siguientes: anti-CK5 (1:100, monoclonal, conejo, clon EP1601Y,
Abcam, Cambridge, Reino Unido) y anti-proteina tumoral p63 (P63) (1:100, monoclonal,
conejo, clon EPR5701, Abcam).

A continuacién, se retiré el anticuerpo primario, se lavé 5 min con PBS y se incubaron las
células con el correspondiente anticuerpo secundario policlonal anti-IgG de conejo o ratén
(conjugados con Alexa Fluor® 488 o 594) (Sigma-Aldrich) diluido 1:500 en PBS a

temperatura ambiente y en agitacién durante 2 h.

Finalmente, se lavé 5 min con PBS y se marcaron los nicleos incubando 10 min a
temperatura ambiente con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Thermo Fisher Scientific).
Tras retirar el DAPI y lavar 5 min con PBS, se cubrieron las células con PBS y se observé
el marcaje bajo un microscopio de fluorescencia DMI6000B registrandolo fotograficamente

con una cdmara DFC3810FX acoplada al microscopio (Leica Biosystems).

7.1.5. Implantes oculares de células madre humanas

a) Preparacion del implante ocular

Para hacer un implante se sembraron las MSC (en pase 4) o las OMESC (en pase 0) a una
densidad de 2,1 x 10% células/cm? en 300 uL. de medio de cultivo sobre una membrana de
fibrina de PRGT de 4,5 cm? preparada tal y como se describe en la pagina 72. Se emple6 el
medio de cultivo correspondiente para cada tipo celular anadiendo 1,5 mg/mL de 4cido

tranexdmico (Amchafibrin® Meda Pharma SL, Madrid, Espafia) a su composicién para evitar
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la fibrindlisis. Las células se cultivaron a 37 °C en un incubador con 5 % de CO. y humedad
saturada con cambio de medios cada dfa durante 2 dfas para las MSC y durante 3 dias para
las OMESC (Figura 13). Los cultivos celulares empleados cumplieron los criterios descritos
en la Tabla 3 antes de realizar el implante ocular. Los implantes oculares se observaron bajo

el microscopio de contraste de fases de Leica Biosystems.

Membrana de fibrina  Transwell® de 9,6 cm?
2,1 x 10°células de PRGF de 4,5 cm?

+
300 pL de medio de
cultivo con 10 % PRGF

Figura 13. Preparacién y caracterizacion de los implantes oculares de células madre. Siembra de las
células madre sobre una membrana de fibrina de PRGF, cultivo con medio de cultivo de PRGF y
caracterizacion mediante IF. CKhmw: citoqueratinas de alto peso molecular. MSC: células madre
mesenquimales. OMESC: células madre epiteliales de mucosa oral. PRFG: plasma rico en factores de
crecimiento. Vim: vimentina.

Tabla 3. Criterios de seleccién de los cultivos celulares para la preparacién del implante ocular.

Cultivos de MSC Cultivos de OMESC
* Cultivo primario en pase 4. * Cultivo primario en pase 0.
* Cultivo homogéneo y confluente. * Cultivo homogéneo y confluente.
* Morfologfa tipo fibrobléstica. * Morfologfa tipo epitelial
* Células adheridas al pléstico. * Ausencia de crecimiento de fibroblastos o

inferior al 5 % de la superficie total de cultivo.
* Caracterizadas positivamente mediante * Caracterizadas positivamente para los

diferenciacién in vitro multilinaje. marcadores P63 y CK5.

CK: citoqueratina. MSC: células madre mesenquimales. OMESC: células madre epiteliales de mucosa oral.
P63: proteina tumoral p63.
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b) IF

Se siguié la metodologia previa descrita en la pagina 78 empleando los anticuerpos primarios
y su dilucién siguientes: anti-Vimentina (Vim) humana (1:100, monoclonal, conejo, clon
SF20, Abcam) para las MSC, anti-CKs de alto peso molecular (CKhmw) 1, 5, 10 y 14
humanas (1:40, monoclonal, ratén, clon 34BE12, Dako, California, EE. UU.) para las

OMESC y DAPI para marcar los ntcleos.

7.1.6. Animales

Todos los animales de este estudio se trataron de acuerdo con The Assoczation for Research in
Vision and Ophthalmology Resolution on the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research.
Tanto los animales como los procedimientos experimentales empleados se aprobaron por el
Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de Oviedo, y se autorizaron en
la resoluciéon PROAE 21/2019 (Anexo II) alzada por la Conserjerfa de Desarrollo Rural y

Recursos Naturales.

Se emplearon ratones atimicos cepa Swiss Nude (Crl:UN(Ico)-Foxnlm) machos, de 6-7
semanas de edad y con peso entre 25 y 30 g adquiridos a Charles River Laboratories (Les
Oncins, Francia); y conejos cepa white New Zealand machos, de 3-4 semanas de edad y entre

2,5-3,0 kg de peso adquiridos a la Granja San Bernardo (Navarra, Espana).

Los animales se estabularon dentro de las instalaciones del Bioterio de la Universidad de
Oviedo (Asturias, Espafia) registrado con el nimero ES330440003591 en la Conserjerfa de
Desarrollo Rural y Recursos Naturales del Principado de Asturias como centro de cria y
usuario de animales de experimentacién en cumplimiento del Real Decreto 53/2013. La
Unidad de Bioterio de la Universidad de Oviedo permiti6 estabular y mantener los animales
en jaulas individuales aisladas bajo las condiciones ambientales constantes y controladas que
determina la Conserjerfa de Medio Rural y Pesca del Principado de Asturias. Los ratones
atimicos se estabularon en condiciones libre de patégenos dentro de jaulas ventiladas para
biocontencién, con ciclos de 12 h de luz/ 12 h de oscuridad, a 22 + 2 °C, 55 + 10 % de
humedad con comida y agua ad libitum. Durante los procedimientos quirdrgicos fuera de las
jaulas, los ratones se manipularon dentro de cabinas de seguridad biolégica. Los conejos se
estabularon en salas de estabulacién convencionales con ciclos de 12 h de luz/12 h de

oscuridad, a 18 = 3 °C, 55 £ 10 % de humedad y con comida y agua ad libitum.
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7.1.7. Estudio in vivo de los MTAs humanos

a) Trasplante subcutdneo en ratén atimico

Los experimentos se llevaron a cabo en 9 ratones atimicos, que se dividieron en tres grupos
experimentales de 8 animales cada uno segin el injerto recibido: una membrana de fibrina
de PRGF humano, el implante ocular de MSC humanas o el implante ocular de OMESC

humanas.

Los injertos fueron trasplantados a nivel subcutdneo en el dorso del animal previamente
anestesiado via inhalatoria con isoflurano al 2 % (Ecuphar® Veterinaria, Barcelona, Esparia).
Se hicieron tres incisiones formando una ‘U’ en el dorso del ratén y se abrié un bolsillo
subcutdneo de 5 cm2. A continuacion, se colocé el injerto correspondiente sobre la fascia
toracolumbar posterior con las células en contacto con dicha fascia cuando se inclufan en el
injerto (Figura 14 A). Finalmente, se retiré el disco de nitrocelulosa (Figura 14 B), se cubrié
el injerto con la piel y se cerré el bolsillo usando sutura de seda 4-0 no reabsorbible
(Covidien™ Medtronic, Dublin, Irlanda) (Figura 14 C). Se realizé el seguimiento de la
herida durante 21 dfas, y posteriormente los ratones se eutanasiaron en una cdmara de CO..

El tejido injertado se recuperé mediante diseccién quirtrgica y se fij6 en paraformaldehido

al 4 % para su posterior andlisis mediante tincién histolégica con hematoxilina y eosina

(H&E) e inmunohistoquimica (IHQ)

Figura 14. Trasplante de los implantes oculares de células madre en ratones atimicos. (A) Se abre en
el dorso del ratén un bolsillo subcutaneo, (B) se coloca el implante ocular con las células en contacto con la
fascia inferior y (C) se cierra el bolsillo con sutura 4-0.
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b) Preparacion de secciones histolégicas

Las muestras fijadas se lavaron en PBS y se deshidrataron en disoluciones seriadas de alcohol
a concentraciones crecientes (70 %, 80 %, 90 %, y etanol absoluto) y en xileno (Sigma-
Aldrich). Seguidamente, se embebieron en bloques de parafina y se conservaron a
temperatura ambiente hasta su uso. Posteriormente, se hicieron cortes transversales de 5 um
de seccién que se montaron sobre portaobjetos de vidrio (Thermo Fisher Scientific).
Previamente a ser usadas, las secciones se desparafinaron 10 min en xileno dos veces, 10 min
en etanol absoluto dos veces y 5 min en disoluciones seriadas de alcohol a concentraciones

decrecientes (90 %, 80 % y 70 %), y se hidrataron en agua destilada.

¢) Tincién con hematoxilina-eosina

Las secciones de las muestras desparafinadas se tifieron 2 min en hematoxilina de Harris y
1 min en eosina B (Merck Millipore), se aclararon y se deshidrataron 1 min en alcoholes a
concentraciones decrecientes (etanol absoluto, 90 %, 80 % y 70 %) y 1 min en xileno dos
veces. Finalmente, se montaron con medio de montaje para microscopia Entellan™ (Merck
Millipore) y un cubreobjetos de vidrio (Thermo Fisher Scientific) y se observaron bajo un
microscopio de campo claro DM6000B registrando los resultados con la cimara DFFC310FX

(Leica Biosystems).
d) Inmunohistoquimica

d1. Deteccion ex vivo de MSC trasplantadas en ratén

Las secciones de las muestras desparafinadas se desenmascararon sumergidas en tampén de
citrato de sodio calentando a 87 °C durante 10 min mediante un microondas (LG, Madrid,
Espaiia) a 140 W de potencia. El tampén de citrato de sodio se preparé con 10 mM de citrato
de sodio, 0,05 % de Tween-20 y el pH ajustado a 6 con HC] 1 M. Las muestras se lavaron
dos veces con PBS durante 10 min y se incubaron 5 min con peréxido de hidrégeno (Sigma-
Aldrich) al 38 % en metanol absoluto. A continuacién, se lavaron 10 min con PBS tres veces
y se trataron en PBS con Triton™ X-100 al 0,05 % durante 10 min tres veces para
permeabilizar las células. Las muestras se lavaron tres veces con PBS durante 10 min, y
posteriormente se marcaron las células incubando a 4 °C durante 2 dias en cdmara himeda
con un anticuerpo primario diluido en PBS con Tritén™ X-100 al 0,05 % y suero de cabra
al 10 % para bloquear las reacciones inespecificas. EIl anticuerpo primario empleado y su

dilucién fue la siguiente: anti-Vim humana (1:100) para las MSC.
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Se retiré el anticuerpo primario, se lavé tres veces con PBS durante 10 min y se incubaron
las muestras en cdmara hiimeda durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario anti-IgG conjugado con peroxidasa contra la especie del anticuerpo primario
(1:200, Vector Laboratories, California, EE. UU.) diluido en PBS. Posteriormente, se lavaron
las muestras tres veces con PBS durante 10 min, y se incubaron con el complejo avidina-
biotina-peroxidasa (Vectastain® Elite ABC-HRP Kit, Vector Laboratories) durante 2 h a
temperatura ambiente, en cdmara hiimeda y en oscuridad siguiendo las instrucciones del
fabricante. Finalmente, las secciones se lavaron 10 min en PBS tres veces y 10 min en tampén
PBS 0,1 M (pH 7,4) para adecuarlas al medio de revelado. El marcaje se revel6 incubando
las muestras con peréxido de hidrégeno al 0,038 % y 3,3 -diaminobenzidina al 0,1 % en PBS
0,1 M (pH 7,4) durante 10-20 s o hasta visualizar el precipitado marrén. El tiempo de
reaccién se controlé bajo el microscopio 6ptico de campo claro de Leica Biosystems y se paré
con PBS 0,1 M (pH 7,4). Posteriormente, se marcaron los ntcleos incubando 2 min en
hematoxilina de Harris, se aclararon y se deshidrataron 1 min en alcoholes a concentraciones
decrecientes (etanol absoluto, 90 %, 80 % y 70 %) y 1 min en xileno dos veces. Finalmente,
se montaron con medio de montaje para microscopia Entellan™ y un cubreobjetos de vidrio

y se observaron bajo un microscopio de campo claro de Leica Biosystems.

d2. Deteccion ex vivo de OMESC trasplantadas en ratén

Se realiz6 una IIF sobre las secciones de las muestras desparafinadas siguiendo la
metodologfa descrita en la pagina 78 con el anticuerpo primario anti-CKhmw diluido 1:100,
el marcaje se revel6 incubando con el anticuerpo secundario policlonal anti-IgG de ratén,
los nicleos se marcaron con DAPI, se montaron las muestras usando medio de montaje para
fluorescencia (Dako) y un cubreobjetos, y se observaron las muestras bajo el microscopio de

fluorescencia de Leica Biosystems.
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7.2. ENSAYO PRECLINICO DE LOS MTA

7.2.1. Diseiio experimental

Se extrajo sangre y tejidos adiposo y oral de los conejos para obtener factores de crecimiento,
membranas de fibrina, cultivos de MSC y cultivos de OMESC. Se prepararon implantes
oculares de MSC y OMESC de conejo de manera similar a los implantes oculares humanos.
Se indujo una lesién por quemadura con NaOH en el ojo derecho de 18 conejos (el izquierdo
sirvi6 de control), inmediatamente después, se lavé, se aplicé un tratamiento médico y se
tavorecié la reepitelizacién de la cérnea cubriéndola con una tarsorrafia. Los ojos se

examinaron clinicamente y se trataron después de una semana (Figura 15).
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Figura 15. Diseiio experimental del ensayo preclinico. Obtencién de tejidos oral, adiposo y sangre
completa de conejo. Preparaciéon de medios de cultivo, membranas de fibrina y cultivos de MSC y OMESC.
Preparacién de los implantes oculares de MSC y de OMESC. Y, trasplante corneal de los implantes oculares
en modelo animal de conejo con traumatismo ocular previo. MSC: células madre mesenquimales. OMESC:
células madre epiteliales de mucosa oral.

Los animales se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos de 4-5 conejos cada uno:

tratamiento médico exclusivo (n= 5, GCTM),, tratamiento con una membrana de fibrina de
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PRGF humano (n= 5, GCM), tratamiento con MSC (n= 4, GMSC) y tratamiento con
OMESC (n= 4, GOMESC).

Los conejos fueron evaluados (integridad epitelial, neovascularizacién corneal, pannus
fibrovascular y opacidad corneal) tras 42 dfas de seguimiento clinico. Los conejos fueron

eutanasiados y sus cérneas se sometieron a exdmenes histol6gicos e inmunohistoquimicos.

7.2.2. Preparacion de PRGF de conejo para cultivo celular

a) Obtencién de sangre completa

La sangre se obtuvo de los conejos de este estudio en el punto final y de conejos (machos, <
3 meses de edad) de otros proyectos ajenos, cuya donacién no supusiera un riesgo para
nuestro estudio, tras ser eutanasiados en el Bioterio de la Universidad de Oviedo, respetando
asf la reduccién del ntimero de animales de experimentacién contemplada en el cédigo ético
de experimentacién animal (Real Decreto 53/2013). Los conejos se anestesiaron (pagina 88)
y se extrajo de cada uno de ellos entre 76 y 100 mL de sangre en tubos de 4,5 mL con 0,129
M de citrato de sodio como anticoagulante (Becton Dickinson Bioscience) de la arteria
auricular y mediante puncién cardfaca. Finalmente, los conejos fueron eutanasiados (pagina

91).

b) Preparacion del plasma sanguineo

El plasma se preparé a partir de los tubos de sangre dentro de las primeras 4 h desde su
extraccion. Se centrifugaron los tubos a 460 g durante 8 min y a temperatura ambiente. Tras
la centrifugacién, se aisl6 el plasma, la serie blanca y la serie roja. Se pipete6 cuidadosamente

toda la columna de plasma y se descart6 la serie blanca y la roja subyacentes.

c) Preparacion del PRGF como suplemento para los medios de cultivo

Se realiz6 un pool de plasma de varios conejos, después se tomaron 20 mL de plasma, se
dividié en alicuotas de 5 mL en tubos estériles y se procesé como se ha descrito en la pagina
71. Es decir, se incubé con cloruro de calcio 100 mg/mL (20 uL/mL de plasma), los
sobrenadantes se recogieron, mezclaron, alicuotaron y conservaron congelados a -20 °C
hasta su uso como fuente de factores de crecimiento en el medio de cultivo de las células

expandidas a partir de tejidos de conejos.
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d) Preparacion del PRGF como soporte celular para el trasplante

Se tomaron 23 mL del pool de plasma y se dividi6 en alicuotas de 7,5 mL en tubos estériles y
se conservaron a -20 °C hasta su uso para preparar las membranas de fibrina de PRGF. Se
descongel6 el plasma en un bafio a 37 °C. Se preparé un gel de fibrina mezclando 7,5 mL de
plasma de conejo con 150 pL de cloruro de calcio a 100 mg/mL dentro de un pocillo de 9,6
cm? de una placa de 6 pocillos e incubando a 87 °C durante 30-45 min. Una vez formado el
gel, se preparé la membrana de fibrina de PRGF tal cual se ha descrito para preparar la
membrana de fibrina de PRGF humano (pagina 72). Es decir, se comprimié6 el gel para
formar la membrana, se monté sobre un disco de nitrocelulosa, se coloco dentro de un znsert
y se pasé a un pocillo de 9,6 cm? de una placa de 6 pocillos con 1 mL de medio de cultivo. La
membrana de fibrina de conejo se emple6 inmediatamente como soporte de cultivo de las

células expandidas a partir de los tejidos de conejos.

7.2.3. Cultivo por explante de tejidos de conejo

a) Obtencién de tejidos

Inmediatamente tras la obtencién de sangre completa, se extrajo tejido oral y adiposo de los
conejos eutanasiados. Se diseccioné la mucosa oral en biopsias de entre 4 y 8 mm? del piso
de la boca (no queratinizada) y de las paredes del vestibulo bucal (queratinizada).
Posteriormente, se hizo una incisién en el hipogastrio siguiendo la linea medioesternal, se
diseccioné la dermis hasta alcanzar el tejido adiposo subcuténeo y se extrajeron hasta 5 cm?
de grasa. Tras la extraccion, los tejidos de conejo se manipularon igual que los tejidos
humanos (pagina 73). De manera que, las biopsias de conejo se transportaron en frio dentro
de frascos con medio de transporte suplementado con antimicrobianos y se conservaron

mantuvieron durante 1 dia a 4 °C.

b) Cultivo y caracterizacién de MSC de conejo

b1. Expansién in vitro de MSC empleando medio de cultivo suplementado con PRGF
Se realizé siguiendo los métodos descritos para el cultivo de grasa subcutdnea humana con
minimas variaciones (pagina 74). Es decir, se prepararon los explantes de grasa y se
cultivaron en un incubador a 37 °C con un medio de cultivo compuesto por DMEM:I'12 (2:1)
suplementado con 10 % de PRGF de conejo, 100 U/mL de penicilina y 0,1 mg/mL de

estreptomicina, y con cambios de medio cada 2-3 dfas. Las células fueron subcultivadas hasta
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alcanzar el pase 3 y criopreservadas hasta su uso. Se caracterizaron las células mediante
diferenciacién multilinaje a adipocitos, osteocitos y condrocitos. Se sigui6 la misma

metodologia descrita que para diferenciar las MSC humanas (pagina 75).

b2. Expansioén in vitro de MSC empleando medio de cultivo suplementado con SBF

Se realiz6 siguiendo los métodos descritos en el parrafo anterior y utilizando el medio de
cultivo compuesto por DMEM:F12 (2:1) suplementado con 20 % de SBF [827, 100 U/mL
de penicilina y 0,1 mg/mL de estreptomicina. Se caracterizaron las células mediante
diferenciacién multilinaje a adipocitos, osteocitos y condrocitos siguiendo el método ya
descrito (pagina 75). En este caso, los medios de cultivo de adipogénesis y osteogénesis se

suplementaron con SBF al 20 % [82].

c¢) Cultivo primario y caracterizacién de OMESC

Se realiz6 siguiendo los métodos descritos para el cultivo de OMESC humana con ligeras
variaciones. Brevemente, se prepararon los explantes de mucosa oral, y se cultivaron en un
incubador a 37 °C con un medio de cultivo compuesto por DMEM:I'12 (2:1) suplementado
con 10 % de PRGF de conejo, 24 ng/L de adenina, 5 pg/mL de insulina, 1,3 ng/mL de
triiodotironina, 0,4 pg/mL de hidrocortisona, 8,3 ng/mL de toxina colérica (Sigma-Aldrich),
40 pg/mL de vancomicina, 40 pg/mL de amikacina y 0,5 ng/mL de anfotericina B. Se
realizaron cambios de medios cada 2-3 dfas, incorporando 10 ng/mL de EGF al medio de
cultivo a partir del primer cambio de medio de cultivo. Se caracterizaron las células mediante
IF empleando los anticuerpos primarios y diluciones: anti-CK5 (1:100) y anti-proteina
tumoral p63 (1:100), y siguiendo la metodologfa descrita para las OMESC humanas (pagina
78).

7.2.4. Implantes oculares de células madre de conejo

a) Preparacion del implante ocular

Se replicaron los implantes oculares siguiendo el mismo método descrito para preparar los
implantes oculares humanos (pagina 78), y con los medios de cultivos correspondientes para
las MSC de conejo y las OMESC de conejo suplementados con 1,5 mg/mL de écido
tranexdmico. Es decir, se prepararon suspensiones de MSC en pase 4 y de OMESC en pase

0 y se sembraron a una densidad de 2,1 x 10° células/cm? en 300 pL. de medio de cultivo
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sobre 4,5 cm? de membrana de fibrina de conejo. Las células se cultivaron a 37 °C en un
incubador con 5 % de CO. y humedad saturada con cambio de medios diarios durante 2 dias
para las MSC y durante 3 dfas para las OMESC. Los cultivos de MSC y OMESC empleados
cumplieron los criterios descritos en la Tabla 8 (pagina 79) antes de realizar el implante

ocular.

b) IF

Las células madre de los implantes oculares se estudiaron mediante IF con los anticuerpos
primarios anti-Vim (1:100, monoclonal, ratén, clon V9, Dako) para las MSC y anti-CK5
(1:100) para las OMESC, siguiendo el método descrito para los implantes oculares humanos

(pégina 78).

7.2.5. Trasplante de los implantes oculares de conejo

a) Anestesia

Se colocé un catéter intravenoso en la vena marginal de una de las orejas. A continuacién,
se sedaron y se indujo la anestesia general con 0,01-0,05 mg/kg de buprenorfina (Richter
Pharma AG, Wels, Austria) por via subcutdnea y un bolo intravenoso de 3-5 mg/kg de
ketamina, 0,05-0,1 mg/kg de butorfanol (Richter Pharma AG) y 0,025-0,05 mg/kg de
dexmedetomidina (Orion Pharma, Espoo, I'inlandia). Se realiz6 una preoxigenacién usando
la mascarilla con 2-4 L/min de O, durante 2-3 min, y, se colocé un tubo endotraqueal de 3
mm de didmetro. Una vez intubado, se conect6 al circuito de ventilacién mecénica y se
mantuvo la anestesia general con 400 mL/min-Kg de isoflurano al 1,5-2 % (Zoetis, Madrid,
Spain) por via inhalatoria mezclado con O, puro y éxido nitroso al 50-66 % que aporté una
analgesia moderada. Durante la cirugfa bajo anestesia general se monitorizaron las
constantes usando un pulsioximetro y se administré fluidoterapia basada en perfusién de 5-
10 mL/h-Kg de suero fisiol6gico de NaCl al 0,9 % (B Braun) por via intravenosa auricular.
Finalmente, se aplic anestesia local en el ojo derecho con 2-3 gotas de 1 mg/mL de
hidrocloruro de tetracaina y 4 mg/mL de hidrocloruro de oxibuprocafna en colirio (Alcon,

Ginebra, Suiza).

b) Modelo de conejo con traumatismo por causticacién alcalina
Con el animal anestesiado y estable, se desinfecté la cérnea con betadine diluido (1:1) en

solucién salina balanceada (BSS) (Zeiss, Jena, Alemania), se lavé con abundante BSS y se
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retiré el exceso con una hemosteta triangular (Medical Mix SLU, Barcelona, Esparia). Se
quemo la cérnea aplicando NaOH 1M (Sigma-Aldrich) con una gasa recortada con el tamario
de la cérnea durante 10 s, e inmediatamente se lavo el exceso de NaOH con 25 mL de BSS
[587. Posteriormente, se embebié una hemosteta con NaOH 1M, se aplic6 sobre el limbo
esclerocorneal haciendo una circunferencia de 360° sobre éste, y se lavé con 25 mL de BSS.
Se hizo una valoracién clinica (post-causticacién) de la integridad del epitelio y del grado
de opacidad, neovascularizacién y penachos fibrovasculares presentes de la cérnea.
Seguidamente, se aplicé 1-2 gotas de fluoresceina (Alcon) sobre la cérnea para valorar con
luz azul (lampara de hendidura Kowa SL-17, Kowa Company Ltd, Tokio, Japén) el dafio
realizado. Cada uno de estos signos se categorizaron mediante un sistema de valoracién
numérico de 0 a 4 (Tabla 4) [587. El grado y pronéstico de las causticaciones oculares se
clasificaron segtin la apariencia inicial de la cérnea y el limbo, siguiendo la clasificacién de

Hughes [557] modificada por Roper-Hall [ 2,567 (Tabla 1, pagina 50).

Tabla 4. Escala de valoracién de los signos patolégicos de la cérnea.

Valores de la escala

Signos clinicos
0 1 2 3 4
Opacidad Transparente <% | Yaand % | %% and % > %
Neovascularizacion Sin vasos < Ya Y and % Yo and %4 > %
Penachos fibrovasculares 0 1 2 3 >4
e 1 Sin tincién de
Defectos epiteliales Auoresceina < Ya Vi and % Yo and %4 > %

Cada % se corresponde con 90° que equivale a un cuadrante de la cérnea, la cual estd formada por cuatro
cuadrantes.

Finalmente, se lavé la fluoresceina con BSS, se aplicé viscoeldstico (Medical Mix SLU) y se
cerr6 el ojo mediante una tarsorrafia con sutura de seda 4-0 no reabsorbible. Se dej6 la
tarsorrafia durante 7 dfas y se administré analgesia via subcutanea cada 24 h con 0,3 mg/Kg
de meloxicam (Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein, Alemania) durante 7 dfas y 0,01-
0,05 mg/Kg de buprenorfina durante 4 dfas y profilaxis antibiética via subcutdnea cada 24

h con 5-10 mg/Kg de enrofloxacina (Ecuphar® Veterinaria) durante 7 dfas.

c¢) Evaluacién clinica y tratamiento del traumatismo por causticacion alcalina
La seleccién del tratamiento para cada ojo se realiz6 bajo un sistema aleatorizado, en el cual

el anestesista selecciond el animal que se iba a operar sin conocimiento previo del tratamiento
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que iba a recibir, y posteriormente el cirujano seleccioné uno de los tratamientos sin saber
con qué ojo/animal lo iba a recibir. Siete dias después del traumatismo corneal, se realizé la
anestesia general y local del ojo derecho como se ha descrito previamente. Se abrié la
tarsorrafia, se lavo el ojo con BSS y se hizo una valoracién clinica (pre-trasplante) siguiendo
los criterios de la Tabla 4 (pagina 88). Tras finalizar la valoracién, se limpié la superficie de
la cérnea mediante debridacién con bisturi. A continuacién, una membrana de fibrina de
PRGF humano (GCM), un implante ocular de MSC de conejo (GMSC) o un implante ocular
de OMESC de conejo (GOMESC) se colocé con la superficie de la membrana hacia abajo en
contacto con la cérnea y la membrana de nitrocelulosa hacia arriba. Posteriormente, se retiré
el disco de nitrocelulosa, se recorté el exceso de membrana para adaptarla al tamario de la
coérnea y se suturé a la conjuntiva usando una sutura reabsorbible vicryl™ de 6-0 (Ethicon,
Nueva Jersey, EE. UU.) (Figura 16). Finalmente, se aplicé 0,1 mL de 3 mg/mL de fosfato
sédico de betametasona y de acetato de betametasona (Schering-Plough, Nueva Jersey, EE.
UU.) subconjuntival, y se hizo una tarsorrafia. Se dej6 la tarsorrafia durante 7 dfas y se
administré analgesia via subcutdnea con 0,3 mg/kg de meloxicam (7 dfas) cada 24 h, 0,01-
0,05 mg/kg buprenorfina (3-4 dfas) cada 24 h y profilaxis antibiética con 5-10 mg/kg de
enrofloxacina cada 24-h. Cinco conejos no recibieron trasplante y se trataron con tratamiento
médico exclusivo (GCTM). Los ojos izquierdos no intervenidos sirvieron como control de

coérnea sana de conejo antes de la lesion.

Figura 16. Trasplante de un implante ocular. Se muestra una membrana suturada sobre la superficie
corneal.

Siete dias después del tratamiento, se realiz la anestesia general y local del ojo derecho
como se ha descrito previamente (pagina 88). Se abri6 la tarsorrafia, se retiraron los restos
del injerto y de la sutura, y se lavé el ojo con BSS. En los dfas siguientes a la revisién

posquirdrgica se cambi6 la analgesia y profilaxis antimicrobiana sistémicas via subcuténea
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por analgesia y profilaxis via oftdlmica usando colirios. Se administré 1-2 gotas de fostato de
dexametasona 1 mg/mL (Laboratorios Théa, Barcelona, Espafa) y 1-2 gotas de hidrocloruro

de moxifloxacino 5 mg/mL (Alcon) hasta el final del seguimiento clinico.

d) Analisis de los resultados clinicos

Los ojos de los conejos se siguieron clinicamente mediante examen con ldmpara de
hendidura, tincién con fluoresceina y fotogratia una vez a la semana durante los 42 dfas del
periodo de seguimiento. La integridad epitelial, la neovascularizacién corneal, el pannus
fibrovascular y la opacidad corneal fueron evaluados al final del periodo de seguimiento
(evaluacién post-trasplante) y puntuados por el mismo examinador de forma enmascarada

siguiendo los criterios descritos previamente (Tabla 4).

e) Punto final del estudio

Al final del seguimiento (dfa 42), los conejos fueron eutanasiados mediante sobredosis
anestésica con 3-5 mg/kg de ketamina y 2 mg/kg de hidrocloruro de xilacina (Bayer,
Leverkusen, Alemania) por via intravenosa a través de un catéter en la vena marginal, y
posterior infusién lenta de una dosis letal de pentobarbital sédico (133 mg/kg) (Vetoquinol,
Madrid, Espafia). Se enuclearon los ojos, se diseccionaron las cérneas, se fijaron en

paraformaldehido al 4 %.

7.2.6. Histologia

a) Tincion de hematoxilina-eosina
Se prepararon las secciones histolégicas de las cérneas (pagina 82) y se realizaron las

tinciones de H&E (pagina 82) como se ha descrito.

b) Técnica de Schiff

También denominada tincién del acido periédico-Schift (PAS). Las secciones de las muestras
desparafinadas se oxidaron incubando 5 min con 4cido periédico al 0,5 % (Sigma-Aldrich) a
temperatura ambiente, y posteriormente, se tifieron las células caliciformes incubando 15
min con el reactivo de Schiff (Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente y los nicleos
incubando 1 min con hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente. Se
realizaron lavados con agua destilada entre las incubaciones. Las muestras se aclararon y se

deshidrataron 1 min en alcoholes a concentraciones decrecientes (etanol absoluto, 90 %, 80
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% y 70 %) y 1 min en xileno dos veces. Finalmente, se montaron con medio de montaje para
microscopia Entellan™ y un cubreobjetos de vidrio y se observaron bajo un microscopio de

campo claro Leica.

7.2.7. Inmunohistoquimica

Las secciones de las muestras desparafinadas se desenmascararon sumergidas en tampén de
citrato de sodio calentando a 87 °C durante 10 min mediante un microondas a 140 W de
potencia. El tampén de citrato de sodio se prepar6 con 10 mM de citrato de sodio, 0,05 % de
Tween-20 y el pH ajustado a 6,0 con HCI. Las muestras se lavaron 5 min con PBS tres veces
y se trataron con Tritén™ X-100 diluido en PBS al 0,3 % durante 10 min para permeabilizar
las células. Posteriormente, las muestras se lavaron 5 min con PBS tres veces y se marcaron
incubdndolas durante 1 h a 87 °C con un anticuerpo primario diluido en PBS con 10 % de
suero de cabra para bloquear las reacciones inespecificas. Los anticuerpos primarios
(monoclonales y de origen murino) y sus diluciones fueron los siguientes: anti-CK3 (1:50,
monoclonal, ratén, clon AE5, Abcam), anti-CK13 (1:500, monoclonal, ratén, clon AES,
Abcam), anti-MUC5AC (1:500, monoclonal, ratén, clon 45M1, Abcam) y anti-CK10 (1:500,
monoclonal, ratén, clon EP1607IHCY, Abcam). Posteriormente, se retiré el anticuerpo
primario, se lavé tres veces con PBS durante 5 min y se incubaron las muestras con el
anticuerpo secundario policlonal anti-IgG de ratén diluido 1:500 en PBS durante 1 h a 387
°C. Finalmente, se marcaron los niicleos con DAPI y se montaron las muestras usando medio
de montaje para fluorescencia y un cubreobjetos. Se observé el marcaje bajo un microscopio

de fluorescencia de Leica Biosystems.

7.2.8. Analisis estadistico

Se estudiaron las puntuaciones de las valoraciones clinicas post-causticacion, pre-trasplante
y post-trasplante. La distribucién normal de los datos se evalué mediante el método de
Shapiro-Wilk. Para el estudio comparativo de las medias se utilizaron las prueba de
comparacién multiple Kruskal-Wallis y la prueba U de Mann-Whitney para dos muestras
independientes. El nivel de significancia se fij6 a p-valor<0,05 para todos los casos. Todos
los test estadisticos se realizaron en el programa IBM SPSS Statistics version 22 (IBM Corp,
Nueva York, EE. UU.). Las M, sus SD y las significancias estadisticas con respecto al GCTM

(+) y al GCM (I) cuando las hubo, se representaron graficamente usando Excel
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8.1. MEDICAMENTOS DE TERAPIAS AVANZADAS HUMANOS
LIBRES DE FACTORES XENOGENICOS

8.1.1. Plasma rico en factores de crecimiento humano

Con un kit de Endoret® PRGF®) se obtuvieron aproximadamente 20 mL de F'1 y 16 mL de
['2 a partir de una extraccién individual de sangre humana (de 72 mL) cuando el hematocrito
fue entorno al 45 % (Figura 17). Posteriormente, de la F'1 se obtuvieron en torno a 15 mL
de PRGF con los que se prepararon 150 mL de medio de cultivo para el cultivo de las MSC
o las OMESC.

Posteriormente, de la F'2 se prepararon hasta 3 membranas de fibrina de PRGF de 5 mL de
plasma y 500 pm cada una (Figura 18). Con un kit de Endoret® PRGI®) fue suficiente para

desarrollar desde el cultivo hasta la preparaciéon del implante ocular de OMESC, mientras

que para el de MSC fueron necesarios hasta 3 kits.

Figura 17. Fracciones del plasma sanguineo separadas mediante centrifugacién. (A) Sangre completa
citrada en un tubo de 9 mL obtenida por venopuncién. (B) Sangre centrifugada y dividida en su fase roja
inferior, fase leucocitaria intermedia y columna de plasma superior. (C) Identificacién de la '1 y la '2 en la
columna de plasma sanguineo. F1: fraccién superior de la columna de plasma sanguineo humano. F2:
fraccién inferior de la columna de plasma sanguineo humano.
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LS
Figura 18. Membrana de fibrina de PRGF de 500 pm preparada a partir de un gel de fibrina de
PRGF. (A) Geles de fibrina de PRGF en pocillos de 9,5 cm? preparados con F2 y cloruro de calcio. (B) Gel
de fibrina de PRGF sobre el conformador antes de preparar la membrana de fibrina de PRGF de 500 pm
de grosor. (C) Membrana de fibrina de PRGF de 500 pm de grosor. (D) Disco de nitrocelulosa sobre la
membrana de fibrina de PRGF para mantenerla extendida. (E) Insert de 4,5 cm? con membrana de fibrina
de PRGF. (F) Membrana de fibrina de PRGF sobre un nsert dentro de un pocillo de 9,5 cm? con medio de
cultivo por debajo. F2: fraccién inferior de la columna de plasma sanguineo humano. PRGF: plasma rico

en factores de crecimiento.

8.1.2. Cultivo, caracterizacion e implante ocular de MSC humanas

a) Cultivo primario de MSC

Las MSC comenzaron a crecer desde de los explantes de tejido adiposo subcutdneo a partir
del quinto dfa empleando el medio de cultivo suplementado con PRGF. Los cultivos en pase
0 alcanzaron la confluencia aproximadamente a los 13 dias de cultivo, obteniendo por cada
1-2 mm? de tejido adiposo entre 7-9 x 10* células en 3,8 cm? de superficie de plastico de
cultivo (un pocillo de una placa de 12 pocillos). Posteriormente, cada subcultivo realizado
entre los pases 1 y 4 alcanzé la confluencia a los 5-7 dfas de cultivo desde la siembra,

obteniendo alrededor de 2-3 x 106 células en un frasco de 75 cm2. En general, se observaron
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dos poblaciones celulares principales. En los cultivos en pase 0, se observaron células con
forma triangular o en forma de estrella y células alargadas, con forma de huso y tipo
fibroblastica (Figura 19 A). Algunas células presentaron morfologfa redondeada y con
vacuolas aparentemente lipidicas en su citoplasma (Figura 19 B), que es una caracteristica
comun de célula diferenciada tipo adipocito. Mediante el subcultivo de las MSC expandidas
de la grasa subcuténea, se obtuvieron cultivos homogéneos de MSC de tipo fibroblésticas en

pase 4 (Figura 19 C).

AEERAS .

Figura 19. Cultivos de células del tejido adiposo subcuténeo. (A, B) Cultivos primarios en pase O con
células de distintas morfologfas: estrellada, fusiforme y con vacuolas lipidicas citoplasméticas. (C) Cultivo
primario en pase 4 confluente con células fusiformes tipo fibroblasticas. Las barras de escala corresponden
a 100 pm.

b) Caracterizaciéon de MSC
Las células expandidas se identificaron como MSC de acuerdo con los criterios de minimo

cumplimiento descritos por la ISCT [837:

1. Se observaron células adheridas a la superficie de cultivo y con una alta capacidad
proliferativa evidenciada por su rdpida expansién durante los subcultivos realizados.
2. Se observé la plasticidad celular esperada empleando medios de cultivos especificos:
— Las células presentaron vacuolas lipidicas intracelulares tefiidas en rojo por el
colorante Oil Red O (Figura 20 A) que confirmaron la adipogénesis.
— Las células mostraron adherencia al plastico de cultivo y depdsitos extracelulares
ricos en calcio que se tifieron de rojo-anaranjado por el Alizarin Red S (Figura 20

B) que confirmaron la osteogénesis.
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— La presencia de células con morfologia tipo condrocito rodeados por una matriz

extracelular rica en glucosaminoglicanos y mucopolisacaridos que se tifi6 de azul

con Alcian Blue (Figura 20 C) confirmaron la condrogénesis.

Figura 20. Caracterizacién de las MSC mediante diferenciacién multilinaje. (A) Adipogé
con vacuolas en su citoplasma (A.1) confirmadas por su tincién en rojo por el Oil Red O (A.2). (B)

N AL >
nesis: células

Osteogénesis: depésitos extracelulares sobre las células adheridas al pléstico inferiormente (B.1)
confirmados por su tincién en rojo-anaranjado por el Alizarin Red S (B.2). (C) Condrogénesis: células con
morfologfa tipo condral (C.1) confirmada por su tincién en azul con el Alcian Blue (C.2). En la primera fila
se muestran los cultivos 7z vitro sin tefiir, y en la segunda fila se muestran los cultivos fijados y tefiidos con
su correspondiente colorante. Las barras de escala corresponden a 50 pm. MSC: células madre
mesenquimales.

3. La citometrfa de flujo laminar determiné lo siguiente:

— Los cultivos analizados estaban formados por una poblacién altamente homogénea
donde el 94,08 * 3,64 % (M * SD) mostraron el mismo tamafio celular y patrén de
antigenos de superficie (Figura 21 A).

— Tras la criopreservacion, la proporcién de células muertas fue minima, con una

proporcién media de células muertas del 2,74+ 1,27 % (M £ SD, Figura 21 B).
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— Las células mostraron ausencia de expresiéon de los antigenos tipicos de las células
de origen hematopoyético, CD45, CD34, CD14, CD19 y HLA-DR, ya que menos del
2 % de las células fueron positivas para estos marcadores (Figura 21 C).

— Las células mostraron marcaje positivo en mas del 95 % de la poblacién celular para
CD105 (96,19 + 3,17 %), CD90 (99,66 + 0,31 %) y CD73 (99,77 % 0,28 %) que son
caracteristicos del linaje de las MSC (M = SD, Figura 21 D-F), asi como otros
marcadores menos relevantes ya que no son exclusivos del linaje, CD166 (99,82 +

0,17 %), CD44 (99,37 + 1,06 %) y CD29 (99,90 £ 0,15 %) (M % SD, Figura 21 G-
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Figura 21. Caracterizacioén fenotipica de las MSC derivadas de tejido adiposo estudiadas mediante
citometria de flujo. (A) La poblacién analizada “P1” representa aproximadamente el 94 % de las células.
(B) Viabilidad celular: entorno al 97 % de las células son viables. (C-I) Determinacién de los marcadores de
superficie celular CD105, CD90, CD73, CD166, CD44, CD29, CD45, CD34, CD14, CD19 y HLA-DR. Se
muestran los resultados de un caso representativo. APC: aloficocianina. CD: grupo o antigeno de
diferenciacién. FITC: fluoresceina-35-isotiocianato. FSC: detector de dispersion frontal. HLA-DR: antigeno
leucocitario humano isotipo DR. MSC: células madre mesenquimales. PE: ficoeritrina. PerCP: complejo
peridina-clorofila-proteina. P1: poblacién 1. SSC: detector de dispersién lateral.
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c¢) Implante ocular de MSC

Una vez caracterizadas las células expandidas del tejido adiposo como MSC, se preparé el
implante ocular sembrando las células sobre una membrana de fibrina de PRGF. Las MSC
se adhirieron y crecieron sobre la membrana de fibrina de PRGF en el medio de cultivo
suplementado con PRGF (Figura 22 A), sin fibrinolisis y con cierta retraccién de ésta.
Mediante IF se observaron las MSC confluentes a los 2 dias de cultivo sobre la membrana

de fibrina de PRGF, con marcaje positivo para la Vim y conservando la morfologia

fibroblastica previa (Figura 22 B).

Figura 22. MSC cultivadas sobre una membrana de fibrina de PRGF. Imagen de microscopia de
contraste de fases (A) y microscopfa de fluorescencia (B) que muestran células con morfologia tipo
fibroblasticas sobre la membrana, con los citoplasma marcados por anti-Vim (B.1, rojo) y con los ntcleos
teniidos con DAPI (B.2, azul). Las barras de escala corresponden a 100 pm. DAPI: 4°,6-diamino-2-fenilindol.
Merged: composicién de las imagenes B.1 y B.2. MSC: células madre mesenquimales. PRGF: plasma rico
en factores de crecimiento. Vim: vimentina.

8.1.3. Cultivo, caracterizacion e implante ocular de OMESC humanas

a) Cultivo primario de OMESC

Las OMESC se expandieron a partir de los explantes de mucosa oral queratinizada y no
queratinizada empleando el medio de cultivo suplementado con PRGF. Durante el cultivo,
se distinguieron dos fases de crecimiento: una fase lenta durante los 5 primeros dias de
cultivo en la cual se vieron células con morfologfa epitelial creciendo alrededor del explante
(Figura 23 A), seguida de una fase rdpida (Figura 238 B) en la cual las células alcanzaron
répidamente la confluencia del 90-95 % en los siguientes 5-8 dias aproximadamente. Se
obtuvieron por cada explante de mucosa oral entre 2-3 x 107 células en 3,8 cm? de superficie
de cultivo (un pocillo de una placa de 12 pocillos). Morfolégicamente, los cultivos confluentes
presentaron células de morfologia tipo epitelial, es decir, poliédricas, aplanadas y pequefias
que crecfan estrechamente unidas unas a otros y empaquetadas con forma de adoquin, con

una proporcién niicleo/citoplasma alta (Figura 23 C).
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— b Y O T
Figura 23. Cultivo de explante de mucosa oral. Se muestra un cultivo a los 5 dfas (A), 10 dfas (B), y 13
dias con células de morfologfa tipo epitelial (C). Las barras de escala corresponden a 50 um.

b) Caracterizacion de OMESC
Previamente a hacer el implante ocular, las OMESC presentaron marcaje positivo para una
citoqueratina citoplasmatica basal, la CK5; y para el marcador de proliferacién nuclear P63

(Figura 24).

A

Figura 24. Caracterizacién de las OMESC mediante IF. (A) Las células epiteliales cultivadas de la
mucosa oral con marcaje positivo de la CK5 (verde) en el citoplasma y los nicleos marcados con DAPI
(azul). (B) Marcaje positivo de P63 (verde) en el nicleo. Las barras de escala corresponden a 200 um. CK:
citoqueratina. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. IF: inmunofluorescencia. OMESC: células madre
epiteliales de la mucosa oral. P63: proteina tumoral p63.

c) Implante ocular de OMESC

Una vez confirmado el fenotipo de célula madre epitelial, los pocillos de cultivo restantes
fueron empleados para preparar el implante ocular. Las OMESC se adhirieron y crecieron
sobre la membrana de fibrina de PRGF en el medio de cultivo suplementado con PRGF sin

degradar la membrana (Figura 25 A) y sin retraccién de ésta. Mediante la [I se observaron
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las OMESC confluentes a los 3 dias y manteniendo su crecimiento tipo epitelial con las

citoqueratinas citoplasmaticas marcadas por el anticuerpo anti-CKhmw (Figura 25 B).

R TR
LA AC s —

Figura 25. OMESC cultivadas sobre una membrana de fibrina de PRGF. Imagen de microscopia de
contraste de fases (A) y microscopfa de fluorescencia (B) que muestran células con morfologfa tipo epitelial

sobre la membrana, con los citoplasma marcados por anti-CKhmw (B.1, rojo) y con los niicleos tefiidos con
DAPI (B.2, azul). Las barras de escala corresponden a 100 pm. DAPI: 4/,6-diamino-2-fenilindol. CKhmw:
citoqueratinas de alto peso molecular. Merged: composicién de las imagenes B.1 y B.2. OMESC: células
madre epiteliales de la mucosa oral. PRGF: plasma rico en factores de crecimiento.

8.1.4. Estudio in vivo de los MTA humanos

Ambos implantes oculares mostraron una buena respuesta y resistencia al manejo con el
material quirdrgico, y, ademas, no se registré ningun caso de fracaso del injerto ni
mortalidad en los ratones durante el periodo de seguimiento. Los ratones atimicos
trasplantados no presentaron signos de inflamacién (edema subcutaneo, enrojecimiento,
rechazo del injerto o necrosis) ni infeccién (pus e hipertermia) posoperatorios en ningtin caso.
Ademds, las incisiones de la zona trasplantada siguieron un proceso de cicatrizacién y

reparaciéon normal (Figura 26).

Figura 26. Trasplante subcutineo de los implantes oculares humanos en ratones atimicos. Se
observé una cicatriz posoperatoria de 21 dfas (). Se muestra un caso representativo de las cirugfas
realizadas.

En el estudio de IHQ de las muestras tomadas 21 dias después del trasplante, se identificaron

células humanas dentro de las dermis murinas. Se observaron células adheridas unas a otras
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con morfologfa fusiforme, marcadas con anti-Vim humana y niicleos normales tefiidos por la
hematoxilina en el caso los ratones que recibieron el implante ocular de MSC (Figura 27 A);
y con morfologfa epitelial, con las citoqueratinas plasmaticas marcadas por el anti-CKhmw
humanas y nicleos normales tefiidos por DAPI en el caso de los ratones que recibieron el
implante ocular de OMESC (Figura 27 B). Ademis, no se observaron infiltrados de células
inmunes, alteraciones aberrantes del tejido circundante o signos anatomopatolégicos de
malignidad (tales como la hipervascularizacién, migracién celular e hiperplasias irregulares)

relacionados con los implantes oculares de MSC (Figura 28 A) y de OMESC (Figura 28 B).

AL it s S A O B e CE—
Figura 27. Identificaciéon de las células trasplantadas en la dermis murina 21 dias después del
trasplante. (A) IHQ del implante ocular de MSC revelada con inmuno-peroxidasas: células fibroblésticas
humanas marcadas por el anticuerpo anti-Vim humana en marrén. (B) IHQ del implante ocular de OMESC
revelada por fluorescencia: células marcadas por el anticuerpo anti-CKhmw en verde y DAPI en azul. Las
barras de escala corresponden a 100 um respectivamente. CKhmw: citoqueratinas de alto peso molecular.
DAPI: 4,6-diamino-2-fenilindol. IHQ: inmunohistoquimica. MSC: células madre mesenquimales.
OMESC: células madre epiteliales de la mucosa oral.

: 42) R N T REANRT T £ e LA R
Figura 28. H&E de las dermis murinas trasplantadas a los 21 dias. (A) Implante ocular de MSC. (B)

Implante ocular de OMESC. Las barras de escala corresponden a 50 um. <«: sefialan los injertos.
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8.2. ENSAYO PRECLINICO DE LOS MTA

8.2.1. Cultivo, caracterizacion e implante ocular de MSC de conejo

a) Cultivo primario y caracterizacion de MSC

Las células cultivadas a partir de la grasa subcutdnea de conejo empleando el medio de
cultivo suplementado con PRGF de conejo no cumplieron los Criterios Minimos exigidos
por la ISCT [837. Las células expandidas en pase 4 presentaron adherencia al plastico de

cultivo y morfologia tipo fibroblastica (Figura 29 A), pero no presentaron capacidad de

diferenciacién multilinaje (Figura 29 B-D).

Figura 29. Cultivo de explantes de grasa subcutinea de conejo con PRGF de conejo. (A) Células en
pase 4 cultivadas con medio de cultivo suplementado con 10 % PRGF de conejo. (B) Células cultivadas con
medio adipogénico con tincién Ozl Red O negativa y ausencia de vacuolas lipidicas. (C) Células incubadas
con medio osteogénico con ausencia de tincién Alizarin Red S y dep6sitos de calcio extracelular. (D) Células
incubadas con medio condrogénico con ausencia de tincién Alcian Blue y matriz tipo condral. Las barras de
escala corresponden a 100 pm. PRGF: plasma rico en factores de crecimiento.

No obstante, las célas cultivadas de la grasa subcutdnea de conejo con medio de cultivo
suplementado con SBI al 20 %, s{ cumplieron los Criterios Minimos exigidos por la ISCT
[837. Estos cultivos alcanzaron el pase 4 presentando células adheridas al plastico de cultivo
con morfologfa tipo fibroblastica (Figura 30 A), alta capacidad proliferativa porque
alcanzaron la confluencia en pocos dias (4-5 dfas) y capaces de diferenciarse en adipocitos,
osteocitos y condrocitos utilizando medios de cultivo de induccién. Los adipocitos
presentaron vacuolas lipidicas con tincién positiva en rojo con Oil Red O (Figura 30 B), los
osteocitos presentaron depésitos extracelulares de calcio con tincién positiva en rojo-
anarnjado con Alizarin Red S (Figura 30 C) y los condrocitos se presentaron embebidos en
una matriz tipo condral rica en glucosaminoglicanos y mucopolisacaridos con tincién

positiva en azul con Alcian Blue (Figura 30 D).
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Flgura 30. Cultlvo de MSC a partir de grasa subcutinea de conejo con SBF (A) Células en pase 4
cultivadas con medio de cultivo suplementado con 20 % de SBF. (B) Diferenciacién adipogénica: células
diferenciadas a adipocitos con vacuolas adiposas tefiida en rojo con Oil Red O. (C) Diferenciacién
osteogénica: células diferenciadas a osteocitos con depésitos extracelulares de calcio tefiidos en rojo-
anaranjado con Alizarin Red S. (D) Diferenciacién condrogénica: células tipo condrocitos con la matriz
tefnida por el Alcian Blue. Las barras de escala corresponden a 100 um. MSC: células madre mesenquimales.
SBF: suero bovino fetal.

b) Implante ocular de MSC

Las MSC se adhirieron a la superficie de la membrana de fibrina de conejo y crecieron sobre
la misma empleando el medio de cultivo suplementado con SBF. Las MSC mantuvieron su
morfologia fibroblastica y a los 2 dias se mostraron confluentes como se pudo ver mediante
fluorescencia (Figura 381). No se observé fibrinolisis de la membrana, pero si retraccién de

ésta.

a (@ merged
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Figura 31. MSC de conejo cultivadas sobre una membrana de fibrina de conejo. Las células muestran
morfologfa fibrobléstica, con expresiéon de Vim (A, rojo) citoplasmatica. Los ndcleos se marcaron con DAPI

(B, azul). La barra de escala corresponde a 200 um. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. Merged: composicién
de las imédgenes A y B. MSC: células madre mesenquimales Vim: vimentina.
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8.2.2. Cultivo, caracterizacion e implante ocular de OMESC de conejo

a) Cultivo primario y caracterizaciéon de OMESC

Se obtuvieron OMESC a partir de la mucosa oral de conejo empleando el medio de cultivo
suplementado con PRGF de conejo. Las células expandidas a partir de la mucosa oral de
conejo presentaron morfologfa epitelial como las OMESC humanas (Figura 82 A) y expresé

CRK5 (Figura 32 B) y P63 (Figura 32 C).

L A
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Figura 32. Cultivo primario y caracterizacién de OMESC de conejo. (A) Cultivo de OMESC confluente
en pase O sobre plastico de cultivo. (B) Células con expresién positiva de CK5 (verde) con los nicleo
marcados con DAPI (azul) (C) Expresién positiva de P63 (verde). Las barras de escala corresponden a 100
um. CK: citoqueratina. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. OMESC: células madre epiteliales de mucosa oral.
P63: proteina tumoral p63.

b) Implante ocular de OMESC

Las OMESC de conejo se adhirieron a la membrana de fibrina de conejo y crecieron sobre
ésta, alcanzando la confluencia a los 3 dfas de cultivo. Segun el estudio de IF (Figura 33),
las OMESC mantuvieron su morfologia epitelial y expresién de CK5 sobre la membrana. No

se observé degradacion ni retraccién de la membrana de fibrina de conejo.
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Figura 33. Implante ocular de OMESC de conejo. Muestra células de morfologfa epitelial y expresién
de CK5 (verde) confluentes y con ndcleos tefiidos con DAPI (azul). La barra de escala corresponde a 100
pm. CK: citoqueratina. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol.

8.2.3. Traumatismos ocular por causticacion alcalina

No se registraron bajas experimentales y no se aprecié alteracion relevante del bienestar y

comportamiento animal tras la causticacién alcalina.

La cérnea del conejo antes de la lesién se observé transparente, sin presencia de tlceras o
leucomas y ausencia de vasos, penachos fibrovasculares (Figura 34 A) y defectos epiteliales.

Su tincién de fluoresceina fue negativa, viéndose la cérnea tefiida de azul (Figura 34 B).

)

Pre-causticacién Pre-trasplante
Figura 34. Aspecto clinico de la cérnea y su prueba de fluoresceina antes y después de la lesion. (A,
B) Pre-causticacién: antes de aplicar el cdustico, la cérnea se observé trasparente con ausencia de tincién
de fluoresceina. (C, D) Pot-causticacién: inmediatamente después del aplicar el caustico, se observé
opacificacion corneal y tincién en verde con fluoresceina. (E, F) Pre-trasplante: previamente al trasplante,
se observaron las cuatro variables clinicas estudiadas en la Tabla 4y tincién en verde con fluorescefna. Se
muestra un caso representativo en cada momento.

Inmediatamente tras la lesién con NaOH (post-causticacion), se produjo una alteracién de la
fisiologfa sana de la cérnea, se observé un epitelio irregular, opacificacién corneal grave de
360° (8.94 + 0.24), hiperemia conjuntival (Figura 34 C) y tincién corneal extensa en verde

por la fluoresceina (3.67 £ 0.59) que confirmé la ausencia de células epiteliales de la cérnea
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(Figura 34 D). No se observaron neovasos ni penachos fibrovasculares. Las lesiones se

valoraron en grado I'V (mal pronéstico) en la clasificacién de Hughes modificada por Roper-

Hall.

Después de 7 dfas de tratamiento médico y tarsorrafia (pre-trasplante), se observaron
epitelios irregulares y friables, la transparencia corneal y los defectos epiteliales mejoraron
ligeramente dejando una opacidad moderada-severa (3.06 £ 0.80) en toda la cérnea (Figura
34 E) con defectos epiteliales evidenciables tefiidos en verde por la fluoresceina (2.39 + 1.29)
(Figura 34 F). La neovascularizacién (2.89 £ 0.76) y los penachos fibrovasculares (1.28 +
1.07) empeoraron dejando vasos sanguineos finos de hasta 4 mm que entraban en la cérnea
afectando de 180° a 360°, una hiperemia conjuntival alrededor del limbo y hasta 2 penachos
fibrovasculares en algunas cérneas. Las lesiones se valoraron en grado III-IV (prondstico

reservado-malo) en la clasificacién de Hughes modificada por Roper-Hall.

La evaluacién clinica de las cuatro variables estudiadas (opacificacién, neovascularizacién,
penachos fibrovasculares y defectos epiteliales) permitié comparar las lesiones de todos los
conejos siguiendo la Tabla 4. Antes de aplicar los tratamientos (post-causticacién y pre-
trasplante), todos los conejos mostraron valoraciones muy similares para las cuatro variables
clinicas estudiadas, y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p-valores
> 0,05) entre los conejos que finalmente pertenecieron a cada grupo (GCTM: conejos del
nimero uno al cinco, GCM: conejos del ntiimero seis al diez, GMSC: conejos del ntimero once
al catorce, y GOMESC: conejos del niimero quince al dieciocho) (Tabla 5). Todas los valores

se expresan como M =+ SD.
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Tabla 5. Evaluacién clinica de los conejos antes del tratamiento. PO-P4: puntuaciones definidas en la Tabla 4.

Opacidad Neovascularizacion Penachos fibrovasculares Defectos epiteliales

G|Co|Po[P1i[P2[P3s]| P+ [Po[P1[P2[Ps[Ps| Po [P1[P2[P3[P4 |Po[P1] P2 [ Ps | Pa

1 /e | % ° &/e ° B

2 S/e | . X . . <&
1 3 . <& < . /e /e

4 ° < < ° /e ° <

5 ° < < ° < ° /e

6 /e | % ° /e /e

7 . <& < . X ° ° <&
2 8 ° < < ° <> . <

9 . < & . < ° ° <&

10 ° S S . <> ° /e

11 ° < & . < ° ° <

12 ° 3 3 ° <& . ° <&
8 13 < ° <& . < . < °

14 ° & & ° /e ° <

15 ° o o . <& . . <&

16 ° 3 o ° o ] [} o
+ 17 /e < ° »/e ° o<

18 . <& < ) <> ° /e
P! 0,312 1,00 1,00 0.522
P 0.924 0.185 0.390 0,543

No hubo diferencias estadisticamente significativas (p-valores > 0,05). %*: post-causticacién. ®: pre-trasplante. Co: conejo. G1: GCTM. G2:
GCM. G3: GMSC. G4: GOMESC. GCM: grupo control tratado con membrana de fibrina de PRGF. GCTM: grupo control tratado con
tratamiento médico exclusivo. GMSC: grupo tratado con MSC. GOMESC: grupo tratado con OMESC. P0-P4: puntuacién de 0 a 4. p1: p-valor
para las puntuaciones en %. p2: p-valor para las puntuaciones en .

8.2.4. Andlisis clinico

Todos los conejos de los grupos controles superaron los procedimientos quirtrgicos
correspondientes sin registrar bajas experimentales por mortalidad o alteracién del
bienestar del animal al final del periodo de seguimiento (42 dias) (post-trasplante). Todos
los ojos se presentaron tranquilos y sin signos de irritacién o infeccién en los anexos del ojo,

donde se incluye la conjuntiva bulbar, tarsal y los parpados.

Los conejos tratados con tratamiento médico exclusivo (GCTM, del conejo [Co7] 1 al Co5)
y con membrana de fibrina de PRGF humano (GCM, del Co6 al Co10) mantuvieron o
empeoraron el diagnéstico clinico pre-trasplante sin diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos (p-valores > 0,05) para las variables clinicas estudiadas de
la Tabla 4. Los resultados clinicos post-trasplante mas relevantes observados fueron:
pérdida total o parcial de la transparencia corneal, epitelios con erosiones punteadas
epiteliales (PEE), leucomas que afectaron >90° incluyendo el eje visual en muchos casos
(Figura 35 A, C, E) evidenciados por la tincién de fluoresceina (Figura 85 B, D, F), y vasos

profundos y/o superficiales formando uno o més penachos fibrovasculares de >90° que

alcanzaron el eje visual (Figura 85 A, C, E). Ademds, se observé enfermedad corneal severa
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enel Col del GCTM (Figura 36 A, B) y el Co7 del GCM (Figura 36 C, D) ya que mostraron
hallazgos clinicos compatibles con la conjuntivalizacién y queratinizacién de 360° afectando

al eje visual (puntuaciones > 2 en todas las variables clinicas de estudio).

f~

GCTM Co3 GCTM Co3 GCM Cob GCM Cob GCM Co8 GCM Co8
Figura 35. Evaluacién clinica final de los ojos del GCTM y GCM. (A, C, E) Aspecto clinico de la cérnea
caracterizada por la presencia de PEE, leucomas, neovasos y penachos fibrovasculares. (B, D, F) Pruebas
de fluorescefna positivas que muestran los defectos epiteliales remanentes tefiidos en verde. Se muestran
tres casos (Cos 8, 6 y 8) representativos para ambos grupos. Co: conejo. GCM: grupo control tratado con
una membrana de fibrina de PRGF humano. GCTM: grupo control tratado con tratamiento médico
exclusivo. PEE: erosiones punteadas epiteliales. PRGF: plasma rico en factores de crecimiento.

GCTMCol ~ GCTMCol  GCM Co7 GCM Co7
Figura 36. Casos graves de GCTM y GCM. Se observé epitelio conjuntival, neovascularizacién y
queratinizacién central cubriendo la superficie corneal del Col del GCTM (A, B) y del Co7 del GCM (C,
D). Se observé tincién verde en las pruebas de fluoresceina. Co: conejo. GCM: grupo control tratado con

una membrana de fibrina de PRGF humano. GCTM: grupo control tratado con tratamiento médico
exclusivo. PRGF: plasma rico en factores de crecimiento.

En cambio, los conejos de los demds grupos de tratamiento (Figura 37) mejoraron el
diagnéstico clinico pre-trasplante sin diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos (p-valores > 0,05) para las variables clinicas estudiadas de la Tabla 4. Los conejos
mostraron una coérnea totalmente clara (puntuaciones <1) en ausencia o presencia minima
de PEE. Del mismo modo, los conejos trasplantados no mostraron defectos epiteliales,
pannus fibrovascular y neovascularizacién (puntuaciones 0) o se vieron afectados

minimamente (puntuaciones 1) en el Co13 del GMSC y los Cos 17 y 18 del GOMESC.
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N\

GMSC Col | GMSC Col | GOMESC Col5 GOMESC Col5
Figura 37. Evaluacion final del GMSC y el GOMESC. (A, C) Aspecto clinico de la cérnea caracterizada

por su trasparencia. (B, D) Prueba de fluoresceina. Se muestra un caso representativo de cada grupo. Co:
conejo. GMSC: grupo tratado con MSC. GOMESC: grupo tratado con OMESC. MSC: células madre
mesenquimales. OMESC: células madre epiteliales de la mucosa oral.

El Co13 presenté hallazgos compatibles con la conjuntivalizacién corneal parcial de 90-180°
y con vasos sanguineos superficiales y profundos formando un penacho fibrovascular que
alcanz6 el eje visual (Figura 38 A, B). En el Co17 (Figura 38 C, D) se observaron 3-4 vasos
gruesos y superficiales afectando <90° que alcanzaron el eje visual, y en el Co18 (Figura 38

E, F) se observaron 2 vasos sanguineos finos y aislados sin alcanzar el eje visual.

7/

GMSC Col3 GMSC Col3  GOMESC Col7 GOMESC Col7 GOMESC Col8 GOMESC Col8
Figura 38. Secuelas posteriores al tratamiento del GMSCy el GOMESC. (A, B) Penacho fibrovascular
sobre la cérnea del Co18 del GMSC y su prueba de fluoresceina. (C, D) Neovascularizacién <90° y leucoma

pequeiio sobre el eje visual en la cérnea del Co17 y su prueba de fluoresceina. (E, F) Presencia de 2 vasos
aislados y finos en la cérnea del Co18 y su prueba de fluoresceina. Co: conejo. GMSC: grupo tratado con
MSC. GOMESC: grupo tratado con OMESC. MSC: células madre mesenquimales. OMESC: células
madre epiteliales de la mucosa oral.

Las principales diferencias clinicas entre los cuatro tratamientos se observaron en el grado
de opacificacién (p-valor = 0,009), de neovascularizacién (p-valor = 0,006) y de defectos
epiteliales (p-valor = 0,026) entre los grupos controles y los trasplantados con células madre
(Tabla 6). Los conejos trasplantados con MSC y OMESC mostraron puntuaciones medias
mas bajas de opacificaciéon (GMSC, GOMESC: 0,25 £ 0,50), neovascularizacién (GMSC:
0,25 £ 0,50 y GOMESC: 0,50 £ 0,58) y defectos epiteliales (GMSC: 0,50 £ 0,58 y GOMESC:
0,25 £ 0,50) que los conejos del GCTM (opacidad: 2,60 * 1,14; neovascularizaciéon: 2,80 *

1,30; defectos epiteliales: 2,20 £ 0,84) y del GCM (opacidad: 2,60 * 1,52; neovascularizacion:
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3,00 * 0,71; defectos epiteliales: 1,16 + 1,14) con diferencias estadisticamente significativas

(p-valores < 0,05) (Figura 389). Todas los valores se expresan como M *+ SD.

Tabla 6. Evaluacién clinica de los conejos antes y después del periodo de seguimiento clinico. PO-P4: puntuaciones
definidas en la Tabla 4.

Opacidad Neovascularizacién Penachos fibrovasculares Defectos epiteliales
G| Co|Po[P1L [P2[ P3 [ P4 [Po[P1[P2][ P38 [P« | Po [ P1 [P2 [P3[Ps|Po]| P1L [P2] P3| Ps
1 O . . ¢ . 0 O .
2 O ° 0 . % . 0 °
1 3 . O ° O | e/0 . O
4 /0 0 . . 0 . O
5 /0 /0 °/0 °
6 o/ 0 . . % 0 °
7 ° O . ¢ ° 0 ° O
2 8 /0 . 0 /0 ) O
9 O . ° 0 /0 ° O
10 O O . 0 0 °
11 O o . 0 0 °
12 O . o . 0 ° 0 °
% s O ° o . 0 ° 0 °
14 | ¢ O ° 0/0 O °
15 | ¢ o . 0 . 0 °
16 | ¢ ° o . 0 ° 0 °
* 0 . 0 . o« 0 /0
18 | ¢ ° 0 . 0 ° 0 °
p 0,009%* 0,006* 0,076 0,026%

* Diferencias estadisticamente significativas (p-valores < 0,05). ®: pre-trasplante. 0: post-trasplante. Co: conejo. G1: GCTM. G2: GCM. G3:
GMSC. G4: GOMESC. GCM: grupo control tratado con membrana de fibrina de PRGF humano. GCTM: grupo control tratado con tratamiento
médico exclusivo. GMSC: grupo tratado con MSC. GOMESC: grupo tratado con OMESC. P0-P4: puntuacién de 0 a 4. p: p-valor.
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Figura 39. Evaluacién clinica al inicio (A, pre-trasplante) y al final (B, post-trasplante) del periodo
de seguimiento. Opacificacion: se encontraron diferencias estadisticas entre GCTM (++) con el GMSC (p-
valor = 0,016) y el GOMESC (p-valor = 0,017), y entre el GCM () con el GMSC (p-valor = 0,022) y el
GOMESC (p-valor = 0,022). Neovascularizacion: se encontraron diferencias estadisticas entre el GCTM
con el GMSC (p-valor = 0,016) y el GOMESC (p--valor = 0,024), y entre el GCM con el GMSC (p-valor
= 0,011) y el GOMESC (p-valor = 0,012). Defectos epiteliales: se encontraron diferencias estadisticas entre
el GCTM con el GMSC (p-valor = 0,032) y el GOMESC (p-valor = 0,016), y entre el GCM con el
GOMESC (p-valor = 0,071). Las barras representan M + SD. +: se refiere al GCTM. 1: se refiere al GCM.
GCM: grupo control tratado con membrana de fibrina de PRGEF humano. GCTM: grupo control tratado

con tratamiento médico exclusivo. GMSC: grupo tratado con MSC. GOMESC: grupo tratado con

OMESC. MSC: células madre mesenquimales. OMESC: células madre epiteliales de la mucosa oral.
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8.2.5. Analisis histoldgico

Antes de la lesién (pre-causticacién), las cérneas presentaron un epitelio escamoso
estratificado no queratinizado y compuesto por 4-5 capas de células en su parte periférica
(CP) y central (CC) (Figura 40). Entre las capas del epitelio se distinguieron las células
apicales aplanadas, las células alares intermedias y las células basales columnares. El epitelio
se observé continuo con ausencia de tlceras o tejido cicatricial. Por encima del epitelio se
observé un marcaje PAS intenso correspondiente a la capa del glicocalix, y por debajo del
epitelio, en contacto con las células basales, se observé una membrana basal bien definida,
lineal y continua con tincién PAS fuerte. Ademds, no se observaron células caliciformes
tenidas de morado intenso con PAS en el epitelio corneal, cuya presencia se vio
exclusivamente en el epitelio conjuntival. A nivel estromal, se observé una matriz
extracelular avascular formada por fibras muy compactas con aspecto eosinofilico uniforme
en toda su extensiéon. Ademds, se observé una pequena cantidad de células fusiformes
dispersas entre las fibras de la matriz con ausencia de células inmunes. Por otra parte, el
epitelio de la conjuntival (CONJ) bulbar mostré su morfologfa caracteristica, es decir, un
epitelio no queratinizado estratificado con células caliciformes tefiidas por morado intenso

mediante PAS e inferiormente un estroma de tejido conectivo laxo (Figura 40).

Figura 40. Morfologia del epitelio y el estroma de la superficie ocular previamente a la lesion.
Tincién de H&E de la conjuntiva bulbar (A), la cérnea periférica (B) y central (C). Tincién de PAS de la
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conjuntiva bulbar (D), la cérnea periférica (E) y central (F). Se muestra un campo aumentado de cada
epitelio en la esquina superior derecha. Las barras de escalas corresponden a 50 pm (blancas) y 25 um
(negras). CC: cérnea central. CONJ: conjuntiva. CP: cérnea periférica. H&E: hematoxilina y eosina. PAS:
acido periédico-Schiff.

Al final del periodo de seguimiento (post-trasplante), los conejos tratados con tratamiento
médico exclusivo y membrana de fibrina de PRGF humano mostraron alteraciones
morfolégicas del epitelio y estroma corneal. Se observaron epitelios corneales reorganizados,
con menos capas celulares (Figura 41 A, B); la membrana basal se observé en algunos casos
adelgazada o ausente, con o sin pérdida de su linealidad horizontal y con tincién PAS suave
o negativa (Figura 41 C, D); el glicocélix present6 una tincién PAS suave o negativa en
algunas zonas de la cérnea (Figura 41 E, F); y se observaron tlceras epiteliales abiertas
interrumpiendo la continuidad del epitelio (Figura 41 G, H). A nivel estromal, se observé
edema separando las fibras de coldgeno de la matriz estromal, infiltracién de células

inflamatorias y vasos sanguineos en su espesor (Figura 42).

— ~ =
=

= e =

Figura 41. Estudio morfolégico del epitelio corneal en el GCTM y el GCM. (A, B) Alteracién del
ntimero de capas celulares y su morfologfa en la tincién de H&E. (C, D) Alteracién de la membrana basal
que mostré una tincién PAS leve o ausente. (E, I) Alteracién del glicocalix en la tincién PAS. (G, H)
Presencia de tlceras abiertas observadas en la tincién de H&E. Se muestran casos representativos de cada
grupo. Las barras de escala corresponden a 50 pm. «: sefiala las respectivas alteraciones. GCM: grupo
control tratado con una membrana de fibrina de PRGF humano. GCTM: grupo control tratado con
tratamiento médico exclusivo. H&E: hematoxilina y eosina. PAS: 4cido periédico-Schiff. PRGF: plasma
rico en factores de crecimiento.
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Figura 42. Estudio morfolégico del e y el GCM. Se observaron
alteraciones del estroma corneal: presencia de edema (<), infiltracién de células inmunes (d) y
vascularizacién () en la tincién de H&E del GCTM (A, C) y del GCM (B, D). Se presentan casos
representativos de cada grupo. Las barras de escala corresponden a 50 pm. GCM: grupo control tratado
con una membrana de fibrina de PRGF humano. GCTM: grupo control tratado con tratamiento médico
exclusivo. H&E: hematoxilina y eosina. PRGF: plasma rico en factores de crecimiento.

Los resultados més relevantes se observaron en el Co3 (Figura 43 A, B) y en el Co9 (Figura
43 C, D) que presentaron células caliciformes tefiidas por PAS en el epitelio de la CP; y en
el Col (Figura 44 A, B) y el Co7 (Figura 44 C, D), que presentaron queratinizacién del
epitelio apical y zonas con necrosis en la capa basal asociada a una membrana basal patolégica

con tincién PAS suave.

Por otra parte, no se observaron alteraciones morfolégicas relevantes en el epitelio de la

conjuntiva bulbar con respecto a su morfologfa previa a la lesién.

Figura 43. Células caliciformes en la cérnea del Co3 del GCTM y del Co9 del GCM. (A, C) Tincién
de H&E: células caliciformes () en CP. (B, D) Tincién de PAS: células caliciformes tefidas en morado
intenso (). Las barras de escala corresponden a 50 um. Co: conejo. CP: cérnea periférica. GCM: grupo
control tratado con una membrana de fibrina de PRGF humano. GCTM: grupo control tratado con
tratamiento médico exclusivo. H&E: hematoxilina y eosina. PAS: 4cido periédico-Schiff. PRGF: plasma
rico en factores de crecimiento.



RESULTADOS

Figura 44. Epitelio queratinizado en la cérnea del Col del GCTM y del Co7 del GCM. (A, C) Tincién
de H&E: capa apical formada por células sin nicleo (), que sugiere queratinizacion del epitelio corneal,
sobre 1-2 capas de células aplanadas con ntcleo. (B, D) Tincién de PAS: capa apical formada por células sin
nicleo () sobre una capa basal con signos de necrosis (') y membrana basal con tincién PAS negativa
(). Las barras de escala corresponden a 50 pum. CC: cérnea central. Co: conejo. CP: cérnea periférica.
GCM: grupo control tratado con una membrana de fibrina de PRGF humano. GCTM: grupo control
tratado con tratamiento médico exclusivo. H&E: hematoxilina y eosina. PAS: 4cido periédico-Schiff.
PRGF: plasma rico en factores de crecimiento.

En cambio, los ojos tratados como MSC y OMESC presentaron una morfologfa corneal
normal con minimas alteraciones cuando se vieron. Se observaron epitelios y estromas
normales en toda su continuidad (Figura 45 A, C). Se observé tincién PAS normal en el
glicocalix y la membrana basal, y no se encontraron células caliciformes en la cérnea tefiidas

en morado intenso por PAS (Figura 45 B, D).

GOMESC

e B\
Figura 45. M yG

morfologfa normal en la tincién de H&E del GMSC (A) y del GOMESC (C). La membrana basal y el
glicocalix mostraron morfologfa normal y tincién intensa en morado con PAS en el GMSC (B) y el

GOMESC (D) Se muestra un caso representativo de cada grupo. Las barras de escala corresponden a 50
pum. GMSC: grupo tratado con MSC. GOMESC: grupo tratado con OMESC. H&E: hematoxilina y eosina.
MSC: células madre mesenquimales. OMESC: células madre epiteliales de la mucosa oral. PAS: acido
periédico-Schift.

Las alteraciones més relevantes se encontraron en el Co138 del GMSC, en el cual se observé

alteracion del ntimero de capas del epitelio corneal periférico y central, presencia de células

caliciformes en el epitelio de la CP tefiidas por PAS, edema estromal y vasos (Figura 46).

116



RESULTADOS

Mientras que, se encontraron alteraciones menos relevantes en el Co14 del GMSC (Figura
47 A) y en los Cos 15-18 (Figura 47 B) del GOMESC, que consistié en unos pocos vasos de

pequeiio calibre aislados y profundos en el estroma de la CP que se acompaiaron de edema

estromal leve en algunos casos.

penacho fibrovascular mediante tincién con H&E (A-C) y PAS (D). Se ven alteraciones morfolégicas del
epitelio () y del estroma que incluyen células caliciformes (<) en el espesor del epitelio corneal que se
tifleron de morado intenso con PAS, edema estromal () y vascularizacién ( «) superficial y profunda del
estroma. Las barras de escalas corresponden a 50 pm. CC: cérnea central. Co: conejo. CP: cérnea periférica.
GMSC: grupo tratado con MSC. H&E: hematoxilina y eosina. MSC: células madre mesenquimales. PAS:
acido periédico-Schiff.

7" Cols-18
cp

Figura 47. Morfologia de las secuelas del GMSC y GOMESC. En las tinciones de H&E se ve minima
vascularizacién () del estroma corneal. Se muestra un caso representativo para el GOMESC. Las barras
de escalas corresponden a 50 pm. Co: conejo. CP: cérnea periférica. GMSC: grupo tratado con MSC.
GOMESC: grupo tratado con OMESC. MSC: células madre mesenquimales. OMESC: células madre
epiteliales de la mucosa oral. H&E: hematoxilina y eosina.

8.2.6. Analisis fenotipico

Previamente a la lesién (pre-causticacién), se observé el siguiente patrén de expresién
molecular en el epitelio corneal: CK3 positiva en las células intermedias y apicales de la CP
y CC, y tanto CK13 como MUC5AC negativas en todos los estratos de la CP y CC (Figura

48 a.2 — ¢.2, a.3 — c.3). Mientras que en el epitelio de la CONJ bulbar se observé: expresién
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CK13 positiva, MUC5C positiva y CK8 negativa (Figura 48 a.1 — c.1). No se observé

marcaje de CK10 ni en la CONJ (Figura 49 a.1) ni en la cérnea (Figura 49 a.2 — a.3).

CON]J CP cC
Figura 48. Fenotipo del epitelio de la superficie ocular previamente a la lesion (pre-causticacién).
(A) CKs3 (rojo) negativa en la CONJ (a.1) y positiva en CP (a.2) y CC (a.8). (B) CK13 (verde) positiva en la
CONJ (b.1) y negativa en CP (b.2) y CC (b.8). (C) MUC5AC (rojo) positiva la CONJ (c.1) y negativa en CP
(c.2) y CC (c.8). Los nticleos se marcaron con DAPI (azul). Las barras de escala corresponden a 50 pm. CC:

cérnea central. CK: citoqueratina. CONJ: conjuntiva. CP: cérnea peritérica. DAPI: 4’,6-diamino-2-
fenilindol. MUCS5AC: proteina mucina 5AC.



CON]J cP CC
Figura 49. Ausencia de CK10 en la superficie ocular previamente a la lesiéon. La CK10 (roja) fue
negativa en la CONJ (a.1), la CP (a.2) y la CC (a.3). Los ntcleos se marcaron con DAPI (azul). Las barras
de escala corresponden a 50 pm. CC: cérnea central. CK: citoqueratina. CONJ: conjuntiva. CP: cérnea
periférica. DAPI: 4,6-diamino-2-fenilindol.

Tabla 7. Marcadores moleculares alterados en el epitelio corneal de los conejos 42 dfas después de
los tratamientos (post-trasplante). Fenotipo normal: MUC5AC-, CK13-, CK3+, CK10-~.

CP CC
G MUC5AC MUC5AC
1
6
7
2 8
9
10
11
3 12
13 H
14
15
4 16
17
18

Se marca en negro cuando se vio expresién del marcador distinta a la normal. CC: cérnea central. CK: citoqueratina. Co:
conejo. CP: cérnea periférica. G1: GCTM. G2: GCM. G3: GMSC. G4: GOMESC. MUC5AC: mucina 5AC.

Al final del periodo de seguimiento (post-trasplante), los conejos tratados con tratamiento
médico exclusivo (GCTM) y membrana de fibrina de PRGF humano (GCM) mostraron
alteraciones fenotipicas del epitelio de la CP y CC similares, siendo el GCTM en el que
mostré peores resultados (Tabla 7). La CK3 se observé en 3/5 de los casos (Cos 1, 2 y 4 del

GCTM y Cos 6, 7y 8 del GCM), pero su ausencia se encontré en las CPs y CCs (total) de



2/5 de los casos (Cos 8 y 5 del GCTM y Cos 9 y 10 del GCM) (Figura 50). La expresién de
CK13 se observé en las CPs (parcial) de 4/5 de los casos (Cos 1, 2, 3 y 5 del GCTM y Cos 6,
7,9 y 10 del GCM), de los cuales tres casos del GCTM (Cos 1, 2 y 5) y un caso del GCM
(Co7) también mostraron expresién de CK13 en sus CCs (total) (Figura 51). La expresién
de MUCS5AC sélo se observé en el Co3 del GCTM (Figura 52) confirmando la presencia de
células caliciformes tefiidas con PAS. Y la expresién de CK10 se observé en 1/5 de los casos

(Co1 del GCTM -Figura 53- y Co8 del GCM -Figura 54-) afectando ala CP y CC.

CON]J CP cC

Figura 50. Estudio de CK3 en el GCTM y el GCM. (A) Expresién normal: CK3 (rojo) negativa en la
CONJ (a.1) y positiva en CP (a.2) y CC (a.8). (B) Pérdida total: CK3 (rojo) negativa en la CONJ (b.1), CP
(b.2) y CC (b.8). Los nticleos se marcaron con DAPI (azul). Se muestran casos representativos para ambos

grupos. Las barras de escala corresponden a 50 um. CC: cérnea central. CK: citoqueratina. CP: cérnea
periférica. CONJ: conjuntiva. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GCM: grupo control tratado con una
membrana de fibrina de PRGF humano. GCTM: grupo control tratado con tratamiento médico exclusivo.
PRGF: plasma rico en factores de crecimiento.



CON]J CP CC

Figura 51. Estudio de CK13 en el GCTM y el GCM. (A) Expresion parcial: CK13 (verde) positiva en la
CONJ (b.1) y CP (b.2), y negativa en la CC (b.3) (B) Expresién total: CK13 (verde) positiva en la CONJ
(a.1), CP (a.2) y CC (a.8). Los nticleos se marcaron con DAPI (azul). Se muestran casos representativos para
ambos grupos. Las barras de escala corresponden a 50 um. CC: cérnea central. CK: citoqueratina. CP:
cérnea periférica. CONJ: conjuntiva. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GCM: grupo control tratado con
una membrana de fibrina de PRGF humano. GCTM: grupo control tratado con tratamiento médico
exclusivo. PRGF: plasma rico en factores de crecimiento.

Figura 52. Fenotipo del Co3 del GCTM. (A) MUCS5AC (rojo) positiva en CP. (B) CK3 (rojo) negativa
en CP y CC. (C) CK183 (verde) positiva en CP cerca del limbo esclerocorneal. (D) CK10 (rojo) negativa en
CP y CC. Los ntcleos se marcaron con DAPI (azul). Las barras de escala corresponden a 50 um. CC: cérnea
central. CK: citoqueratina. Co: conejo. CP: cérnea periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GCTM:
grupo control tratado con tratamiento médico exclusivo. MUC5AC: proteina mucina 5AC.
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Figura 53. Fenotipo del Col del GCTM. (A) MUC5AC (rojo) negativa en CP y CC. (B) CK3 (rojo)
positiva en CP y CC. (C) CK13 (verde) positiva en CP y CC. (D) CK10 (rojo) positiva en CP y CC. Los
nticleos se marcaron con DAPI (azul). Se muestra una imagen representativa de la CP y CC para cada
marcador. Las barras de escala corresponden a 50 pm. CC: cérnea central. CK: citoqueratina. Co: conejo.
CP: cornea periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GCTM: grupo control tratado con tratamiento
médico exclusivo. MUC5AC: protefna mucina 5AC.

GCM
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Figura 54. Fenotipo del Co8 del GCM. (A) MUC5AC (rojo) negativa en CP y CC. (B) CK3 (rojo) positiva
en CP y CC. (C) CK13 (verde) negativa en CP y CC. (D) CK10 (rojo) positiva en CP y CC. Los ntcleos se
marcaron con DAPI (azul). Las barras de escala corresponden a 50 um. CC: cérnea central. CK:
citoqueratina. Co: conejo. CP: cérnea periférica. DAPI: 4/,6-diamino-2-fenilindol. GCM: grupo control
tratado con una membrana de fibrina de PRGF humano. MUC5AC: protefna mucina 56AC. PRGF: plasma
rico en factores de crecimiento.

En cambio, los conejos trasplantados con MSC y OMESC mostraron un fenotipo corneal
normal con alteraciones minimas, mostrando el GOMESC los mejores resultados (Tabla 7).
La CK3 fue normal, se observé en todo el epitelio de las CPs y CCs de todos los conejos
(Figura 55 A). La expresion de CK13 fue negativa en la mayorfa de los conejos (Figura 55
B), sin embargo, se encontré expresién positiva parcial en las CPs de 1/4 de los casos (el
Co12 del GMSC -Figura 56 A- y el Co18 del GOMESC -Figura 56 B-), y total en la CP y
CC del Co13 del GMSC (Figura 57). La expresiéon de MUC5AC fue negativa en todos los
conejos (Figura 55 C), a excepcion del Co13 del GMSC (Figura 57). Y la expresiéon de CK10
fue negativa en las CPs y CCs de todos los conejos del GMSC y GOMESC.



CONJ CP CC
Figura 55. Fenotipo del epitelio corneal en los grupos tratados con los implantes oculares de células
madre. (A) CK3 (rojo) negativa en la CONJ (a.1) y positiva en CP (a.2) y CC (a.3). (B) CK13 (verde) positiva
enla CONJ (b.1) y negativa en CP (b.2) y CC (b.3). (C) MUCSAC (rojo) positiva en la CONJ (c.1) y negativa
en CP (c.2) y CC (c.8). Los niicleos se marcaron con DAPI (azul). Se muestra un caso representativo para

ambos grupos. Las barras de escala corresponden a 50 pm. CC: cérnea central. CONJ: conjuntiva. CP:
cérnea periférica. CK: citoqueratina. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol GMSC: grupo tratado con MSC.
GOMESC: grupo tratado con OMESC. MUCS5AC: proteina mucina 5AC.
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CONJ CP CC
Figura 56. Alteraciones fenotipicas en el GMSC y el GOMESC. (A) CK13 (verde) positiva en la CONJ
(a.1) y CP (a.2) y negativa en CC (a.3) del Co12 del GMSC. (B) CK13 (verde) positiva en la CONJ (b.1) y
CP (b.2) y negativa en CC (b.3). Los niicleos se marcaron con DAPI (azul). Las barras de escala

corresponden a 50 um. CC: cérnea central. CK: citoqueratina. Co: conejo. CONJ: conjuntiva. CP: cérnea
periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GMSC: grupo tratado con MSC. GOMESC: grupo tratado
con OMESC.

A

GMSC
Col3 CP
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Figura 57. Fenotipo de la cérnea del Co13 del GMSC. (A) MUC5AC (rojo) positiva en CP. (B) CK3
(rojo) positiva en CP y CC. (C) CK13 (verde) positiva en CP y CC.(D) CK10 (rojo) negativa en CP y CC.
Los nicleos se marcaron con DAPI (azul). Las barras de escala corresponden a 50 pm. CC: cérnea central.

CK: citoqueratina. Co: conejo. CP: cérnea periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GMSC: grupo
tratado con MSC. MUCS5AC: protefna mucina 5AC.

Finalmente, el epitelio de la conjuntiva bulbar mostré su fenotipo caracteristico sin
alteraciones: MUCS5AC positiva marcando la mucina de las células caliciformes, CK3

negativa, CK13 positiva y CK10 negativa (Figura 58).



s ll Col CONJ mmmm ll Col CON]J s ] Col CONJ
Figura 58. Estudio fenotipico del epitelio de la conjuntiva bulbar. (A) MUC5AC (rojo) positiva. (B)
CK3 (rojo) negativa. (C) CK13 (verde) positiva. (D) CK10 (rojo) negativa. Los niicleos se marcaron con
DAPI (azul). Las barras de escala corresponden a 50 um. Se muestra el Col como caso representativo de
los grupos controles. CK: citoqueratina. Co: conejo. CONJ: conjuntiva. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol.
GCTM: grupo control tratado con tratamiento médico exclusivo. MUC5AC: protefna mucina 5AC.
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DISCUSION

La cérnea estd formada por tres tejidos (epitelio, estroma y endotelio) cuya principal funcién
es permitir la visién dejando pasar las imagenes hacia la retina. La transparencia corneal es
aportada principalmente por el estroma gracias a su alta especializacién estructural. A su
vez, el epitelio protege el estroma del medio externo para que conserve su transparencia
formando una barrera celular que se mantiene integra gracias a su continua autorrenovacién
a expensas de las células basales del propio epitelio y de las LSC localizadas en el limbo
esclerocorneal. Cuando se produce una agresion del epitelio que daiia las LLSC, la renovacién
del epitelio se ve comprometida, se pierde la integridad del epitelio dejando el estroma
expuesto al medio exterior, el cual se vuelve reactivo cambiando su morfologia y adquiriendo
un aspecto opaco. Ademads, las lesiones desepitelizantes se asocian a dolores intensos ya que
el estroma corneal es uno de los tejidos mas inervados y sensibles del cuerpo [97]. De manera
que, ante un traumatismo ocular, favorecer la reepitelizacién de la cérnea lo antes posible es

uno de los abordajes prioritarios.

Los tratamientos quirtrgicos van desde la aplicacién de varias membranas para promover la
reepitelizaciéon y reducir la inflamacién, la cicatrizacién y neovascularizacién, o el trasplante
de tejido limbar, de queratoplastias lamelar y penetrante, y hasta el uso de queratoproétesis
como ultimo recurso en pacientes recidivantes. Disponer de alternativas que favorezcan la
reepitelizacién corneal es fundamental para tratar al paciente de manera inmediata y no tener
que depender del autotrasplante o alotrasplante de limbo, debido a la cantidad limitada de
limbo autélogo, a alta demanda que existe de cérneas de donante y a los riesgos que supone

un trasplante aut6logo y alogénico [67,687.

En el presente trabajo, se presentan dos MTA potencialmente autélogos basados en el
cultivo de células madre no limbares a partir de biopsias minimas de tejido y empleando un
sistema de cultivo sencillo y libre de factores xenogénicos con la finalidad de restaurar el
epitelio de cérneas con el limbo gravemente dafiado, para prevenir la ceguera por opacidad
corneal o la LSCD. Las células madre se expandieron iz vitro usando el PRGF como tnica
tfuente de factores de crecimiento, y posteriormente, se trasplantaron usando la membrana
de fibrina de PRGF como soporte y vehiculo celular. La viabilidad y respuesta de los MTA
se evalué iz vivo en un modelo de ratén atimico, mientras que la eficacia de las MSC y de las
OMESC regenerando el epitelio corneal se evaluaron iz vivo en conejos con traumatismo

ocular. El modelo de traumatismo ocular elegido para estudiar la eficacia fue la quemadura
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quimica por alcali. Las quemaduras oculares suponen hasta el 18 % de los traumatismos
oculares [31,327, y se ha visto que la intervencién quirtrgica temprana disminuye el riesgo
de complicaciones que acaban progresando hacia una lesién severa relacionada con la

quemadura ocular [857].

Para desarrollar los MTA se han utilizado dos tipos de células madre no limbares: MSC y
OMESC. Ambos tipos celulares se pueden obtener de fuentes de tejidos muy accesibles y que
se pueden biopsiar mediante procedimientos minimamente invasivos, la grasa subcuténea y
la mucosa oral respectivamente; ademads, estas fuentes de tejidos estdn ampliamente
disponibles en adulto permitiendo terapias autélogas que no dependen de donaciones de

donantes vivos emparentados o cadavéricos (alogénicas).

Las MSC han sido utilizadas en una gran variedad de aplicaciones clinicas gracias a su
plasticidad, actividad paracrina, inmunomodulacién y actividad quimiotéctica [86]. Estudios
previos han descrito la seguridad y eficacia del uso clinico de MSC en trastornos
inflamatorios y defectos epiteliales oculares [747], ya que estas células contribuyen a mejorar
la regeneracion de la superficie ocular modulando tanto la inflamacién como la angiogénesis
[87,887 y potenciando la proliferacién de células madre locales para reconstruir el tejido
dafnado [[89,907. Sin embargo, los mecanismos subyacentes responsables de tales efectos se
han dilucidado recientemente [897, cuando se describieron que los efectos de las MSC
podrian estar mediados por la accién de la IL-10, el TGF- 3, la IL-6 y la TSP-1 secretados
por las propias MSC. En los tltimos afios, el potencial terapéutico de las MSC para el
tratamiento de la superficie ocular estd ganando interés [[74,88,91,927]. Para el uso oftalmico,
la médula 6sea y el tejido adiposo [907 son las fuentes méds comunes para obtener MSC,
aunque ain se desconoce cudl es més efectiva y adecuada para la terapia celular [937. Estas
fuentes comparten caracterfsticas similares, morfologfa y fenotipo inmunolégico [94,957, y
diferentes estudios han descrito a ambas como adecuadas para una potencial aplicacién

clinica [96,97].

Por otra parte, la mucosa oral de la cavidad bucal es una fuente de células madre adultas con
una extraccién mds accesible y menos invasiva que la grasa subcuténea, de la cual es posible
realizar multiples extracciones, con escasas complicaciones asociadas, y que se emplea como
autoinjerto en muchas especialidades clinicas para evitar los riesgos de los injertos

alogénicos [597. El uso de injertos de mucosa oral en Oftalmologia se ha descrito en
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numerosas publicaciones para la reconstruccién de la cérnea [75,987, la conjuntiva bulbar
[997, o los parpados 1007, como tratamiento del simbléfaron después de un traumatismo
ocular [1017, en enfermedad crénica ocular [1027, o como soporte en queratoprétesis
[1037]. Ademas, las OMESC comparten el marcador molecular CK3 con el epitelio corneal
[104,105], y son el tipo celular no limbal mis cominmente estudiado y aplicado en el
tratamiento de la LSCD después de las LSC. El autoinjerto de OMESC cultivadas ex vivo en
pacientes con LSCD fue descrito por primera vez en 2004 como un avance en la Medicina
Regenerativa de la cérnea [757]. Se ha demostrado que las OMESC pueden reconstruir la
superficie corneal actuando como un andamio para la proliferacién de las células epiteliales
con la ventaja de que no contiene las células caliciformes que estan presentes en la conjuntiva
bulbar [1067. Ademds, las OMESC podrian proporcionar un microambiente con los factores
de crecimientos y estimulos quimiotécticos necesarios para la revitalizacién y proliferacion

de las LSC remanentes, dando lugar a una mejora de la funcién visual [107].

Cultivo celular y trasplante libre de factores xenogénicos
Las terapias celulares empleadas en la regeneraciéon del epitelio corneal utilizan en su
preparacién y trasplante componentes tanto xenogénicos como alogénicos, que, aunque no
estan prohibidos, deben evitarse. Evitar el uso de componentes derivados de animales (como
el SBF, los fibroblastos murinos 3T3 o la tripsina gastrica porcina) es importante en un
contexto clinico porque se ha demostrado que pueden aumentar la produccién de citoquinas
proinflamatorias y profibrogénicas en las células cultivadas, y que pueden provocar el
rechazo del injerto debido a los componentes xenogénicos y la posibilidad de transmisién de
patégenos como los priones [1087. Por esta misma razén, es preferible el uso de
soportes/productos de origen humano para el trasplante de las células, siendo la membrana
amniética humana el gold standard actual en cirugia corneal. Sin embargo, la membrana
amni6tica tiene algunas desventajas como son la dependencia de un banco de tejidos para su
produccién, su disponibilidad limitada por la donacién altruista, la necesidad de
almacenamiento, conservacién y transporte, y siempre resultard en un tratamiento
alogénico, lo que significa que la transmisién de enfermedades y la respuesta inmune en el

receptor siguen siendo un riesgo importante [ 74,88,90 .
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Para garantizar las condiciones libres de xenogénicos y alogénicos, en este trabajo se ha
reemplazado los componentes animales del cultivo celular (SBF, fibroblastos murinos 3T3)
y la membrana amniética. Estos cambios consistieron en (1) utilizar de una técnica de cultivo
sencilla, conocida como ‘cultivo por explantes’, que ha demostrado previamente 80,817 una
buena capacidad de expansién de células madre; (2) se ha sustituido el SBF por factores de
crecimiento de origen plasmético humano [797; (8) se ha reemplazado la tripsina géastrica
porcina por una tripsina de origen recombinante (la TrypLE™ Express Enzyme); (4) se ha
eliminado la capa alimentadoras de fibroblastos murinos 8T3 del cultivo de mucosa oral; y
(5) se ha sustituido la membrana amnidtica por la membrana de fibrina de PRGF humano
[58,797. Los factores de crecimiento para suplementar los medios de cultivo y la membrana
de fibrina de PRFG para el trasplante se prepararon utilizando el kit oftalmolégico
Endoret® PRGI®) de BTI. Se trata de un kit que permite preparar derivados heméticos para
uso humano aprobado (PS/2015/1276) por la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS) y que combinéndolo con tejido autélogo permitirfa preparar
terapias celulares completamente autélogas donde todos los componentes son obtenidos del
propio paciente [108—1117. El principal beneficio que nos aporta este kit es que nos permite
obtener el PRGI con un rango de caracteristicas biolégicas definido, mediante un método

reproducible y que ha sido estudiado en multitud de publicaciones.

Los resultados obtenidos en este trabajo con el sistema de cultivo basado en PRGF
demuestran que es posible preparar un implante ocular de MSC y OMESC empleando
derivados hematicos. Nuestros resultados son consistentes con estudios previos que
demuestran la efectividad del PRGTF en medios de cultivo para crecer tanto MSC [112]
como OMESC [797, y la efectividad de la membrana de fibrina como soporte y vehiculo para
trasplantar las células madre manteniendo su estadio indiferenciado [58,797]. Empleando
este sistema, el paciente se beneficiaria no sélo del poder regenerativo de las células madre
sino también de las propiedades demostradas del suero y la fibrina plasmética tales como los
factores de crecimiento fundamentales, propiedades antiinfecciosas y proliferativas e
inhibicién de la fibrosis [111,1137. Se ha descrito que el suero autélogo humano promueve
la regeneracién y por tanto el crecimiento epitelial no solo en los cultivos celulares, sino
también en la clinica, siendo indicado como colirio tépico en la clinica oftalmolégica para

tlceras corneales [114—117] y otras patologfas. Asf mismo, se ha descrito el uso de la fibrina
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como injerto o ap6sito en el tratamiento adyuvante de pacientes sometidos a cirugfa filtrante
de glaucoma [1187, en diferentes patologias conjuntivales y corneales como las tlceras en
la superficie ocular [79,117,1197. Esto es gracias a la compleja composicién del PRGF entre
los que destacan el EGF, el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), el factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF), los cuales presentan receptores en las células del epitelio corneal y limbico que

promueven la proliferacién, migracién y diferenciacién celular del epitelio [1147].

Medicamentos de Terapias Avanzadas libres de factores xenogénicos
Las MSC de origen adiposo se expandieron n vitro con éxito por el método de explante a
partir de la biopsia de grasa subcutdnea sin ninguna digestién enzimadtica previa y en
presencia de un medio suplementado solo con PRGF y antibiéticos. Las MSC cultivadas
cumplieron los criterios minimos definidos por la ISCT [837. Las células crecieron adheridas
al plastico de cultivo con morfologia fibrobléstica y alta proliferaciéon ya que alcanzaban en
pocos dias la confluencia. Los resultados del fenotipado inmunolégico fueron consistentes
con estudios anteriores [120—1227] en los que las MSC de origen adiposo entre el tercer y el
quinto pase (o subcultivo) fueron positivas para los principales marcadores especificos
asociados a las MSC (CD105, CD73 y CD90) y negativas para los asociados a las células
madre hematopoyéticas o a las células endoteliales (CD45, CD34, CD14, CD19 y HLA-DR).
Ademds, mediante el método descrito se obtienen poblaciones celulares homogéneas y por
tanto serfa posible la estandarizacién del método de cultivo. Las MSC demostraron su
capacidad de diferenciacién multilinaje, ya que pudieron diferenciarse en adipocitos,
produciendo vesiculas lipidicas intracelulares; osteocitos, produciendo depdsitos de calcio

extracelulares; y condrocitos, produciendo glicosaminoglicanos y mucopolisacaridos.

Por otra parte, las OMESC se expandieron iz vitro con éxito en el medio de cultivo
suplementado entre otros componentes con EGF, puesto que uno de los riesgos de los
cultivos epiteliales es el probable crecimiento de fibroblastos que pueden llegar a sobrecrecer
respecto a las células epiteliales. De esta manera se obtuvieron cultivos epiteliales con
minima o ninguna contaminacién de fibroblastos. Las células expandidas iz vitro presentaron

la morfologia epitelial esperada (poliédricas, aplanadas, pequenas y empaquetadas con forma
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de adoquin), y fenotipicamente se caracterizaron como células madre epiteliales por la
presencia del marcador nuclear P63 que es caracteristico de célula indiferenciada [1237] y la
expresién de la CK5 caracteristica del epitelio basal de la mucosa oral en el cual se alojan las
células mas indiferenciadas [1247]. Ademas, las OMESC obtenidas mediante el método
descrito, han mostrado similitud fenotipica con las LSC, pues se ha descrito la expresién de

P63 y CK5 en el epitelio basal del limbo esclerocorneal donde se localizan las LSC [10].

El implante ocular de MSC se pudo preparar con la metodologia descrita, compuesto por
una membrana de fibrina de PRGF cubierta por una capa de MSC. Los resultados de IF
sobre el implante ocular permitieron observar que las MSC pudieron adherirse a la superficie
de las membranas de fibrina de PRGF, manteniendo su morfologia (tipo fibroblastica). Estos
resultados estan en consonancia con otros estudios donde describen el uso de geles de fibrina
para trasplantar MSC que posteriormente demostraron potencial para reparar el epitelio

corneal [1257].

Con composicién similar a la del implante ocular de MSC, el implante ocular de OMESC se
pudo preparar con la metodologia descrita. Los resultados de II" sobre el implante ocular de
OMESC muestran que las OMESC se adhirieron a la superficie de las membranas de fibrina
de PRGF, manteniendo la morfologia epitelial en monocapa. Estos resultados estan en
consonancia con otros autores [79,126,127], que demostraron que las células madre
epiteliales conservan sus caracteristicas morfolégicas, el marcador P63 y las CKs del epitelio,

cuando se cultivan sobre fibrina.

Las MSC cuentan en su superficie con receptores del activador del plasminégeno tipo
uroquinasa (uPA) que en su forma activa provoca protedlisis pericelular al convertir el
plasminégeno en plasmina [1287]. En el caso de las OMESC, su actividad fibrinolitica no
parece ser tan relevante dada la escasez de estudios acerca de ésta. No obstante, en los
trabajos precedentes de Ingenierfa Tisular de OMESC cultivada sobre fibrina destaca el
empleo de antifibrinoliticos para evitar la degradacién de la fibrina [1277]. Y segtin un
estudio publicado [1297, el activador del plasminégeno tipo tisular (tPA) ha sido detectado
en saliva por lo que las células de la mucosa oral podrian contar con un sistema proteolitico
que convierte el plasminégeno en plasmina. La plasmina es una proteasa fibrinolitica capaz
de digerir la fibrina de la membrana de PRGF que usamos para trasplantar las células. La

incorporacién del 4cido tranexdmico en los medios de cultivo inhibe el uPA y tPA para evitar
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la digestién de la fibrina que compone las membranas, asf como la pérdida de las células que
soporta dado que pierden el sustrato al que se adhieren. Gracias al uso de este
antifibrinolitico, se prepararon implantes oculares de MSC y de OMESC sobre membranas
de fibrina de PRGF integras, que se pudieron manipular ficilmente con pinzas y suturas

durante los trasplantes.

Viabilidad y respuesta de los MTA
Las MSC y las OMESC se mantuvieron viables tras el trasplante a ratén atimico durante 21
dfas sin provocar respuestas inflamatorias, migracién e hiperplasias, como lo demuestra la
tinciéon de H&E y los estudios de IHQ con anti-Vim y anti-CKhmw. Este hallazgo sugiere
que durante 21 dias los MTA no provocan respuestas adversas y las células permanecen
viables actuando a nivel local. En un estudio similar se describe que las MSC, no son
inflamatorias a nivel subcutdneo, sobreviven hasta 12 semanas en la dermis de ratones
atimicos y mejoran la regeneracién del tejido en comparacién con el mismo injerto sin células
[130]. En cuanto a los resultados con el implante ocular de OMESC, éstos son coherentes
dado que los injertos de mucosa oral son cominmente empleados en la reconstruccién
diversos epitelios (1317, por su gran capacidad de reepitelizacién sin procesos inflamatorios
o neopldsicos relevantes reportados, y dando procesos de curacién con minimas cicatrices y

caracterizados por la escasa presencia de macréfagos, mastocitos y TGF- [1327.

Eficacia en la regeneracion del epitelio corneal
Las MSC y las OMESC trasplantadas sobre membrana amniética permiten restaurar el
epitelio de la cérnea mejorando la transparencia en pacientes con LSCD ya instaurada por
distintas etiologfas y recidivantes con fracaso de los tratamientos y cirugias previas
[74,75,77,787. Sin embargo, los pacientes no acuden normalmente con una pérdida total de
la trasparencia corneal o una LSCD severa ya instaurada en la primera consulta, sino que
acuden con sintomas y signos de una patologfa ocular aguda (en caso de traumatismo
reciente) o crénica en su fase temprana. En estos casos, la primera intencién del oftalmélogo
es estudiar los sintomas, realizar un diagnéstico diferencial, emitir un diagnéstico principal,

tratar la causa y los sintomas aplicando los tratamientos y medios pertinentes para evitar
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que el cuadro clinico empeore causando la ceguera del paciente. Es por ello por lo que, en
este trabajo, se estudia el tratamiento temprano de las quemaduras quimicas alcalinas para
evitar la evoluciéon de dicho traumatismo hacia una opacidad corneal por una LSCD grave

que cause ceguera.

El modelo animal elegido para el estudio de eficacia fue el conejo por las caracteristicas y
ventajas que ofrece. La cérnea del conejo es similar a la cérnea humana en cuanto a
dimensiones (1337 (didmetro en torno a 15 mm horizontalmente y 14 mm verticalmente),
morfologfa histolégica 1347 (epitelio, membrana basal, estroma, membrana Descemet y
endotelio) y fenotipo (expresién del CK3 en cérnea). Ademas, gracias al tamario del animal,
la estabulacién y el mantenimiento de los conejos son mas sencillas que en otros modelos
animales (como, por ejemplo, el cerdo), convirtiéndolo en una de las especies de
experimentacién animal mds comunes en los animalarios de investigacién clinica. El
inconveniente de usar un modelo animal inmunocompetente para estudiar terapias celulares
de origen humano es la incompatibilidad inmunolégica entre donante y receptor. Ademas,
esta incompatibilidad se ve agravada si las lesiones se tratan en su fase aguda ya que se
caracteriza por presentar grandes procesos inflamatorios y cicatriciales en los cuales podria
quedar atrapado el implante ocular [37. Esto explicarfa los resultados obtenidos en las
primeras pruebas que realizamos (resultados no mostrados, incluidos en el Anexo III), en las
cuales observamos que 2/3 de los conejos tratados con el MTA de MSC humanas y
membrana de fibrina de PRGF humano desarrollaron en los primeros dias tras recibir el
trasplante una LSCD total con conjuntivalizacién de 360° alcanzando el eje visual y
produciendo ceguera en el animal, todo esto a pesar de las caracteristicas
inmunoprivilegiadas de las MSC. Las MSC expandidas i vitro se han descrito como
hipoinmunogénicas o células supresoras inmunogénicas porque no expresan el HLA de clase
IT ni moléculas co-estimuladoras como son la CD40, CD80, CD83, CD86 y CD154 [135].
Si bien es cierto que la eficacia de los xenotrasplantes humanos en conejos se ha demostrado
con MSC y OMESC humanas, éstas son trasplantadas 3 semanas e incluso meses después de
la lesién que puede ser mediante una limbectomia (escisién quirdrgica del limbo) o
quemadura quimica. Durante este tiempo se permite que los procesos inflamatorios y de
regeneracién del ojo actiien y se estabilicen. En nuestro estudio, el trasplante se realiza una

semana después de la lesién, por lo que los ojos estarfan en plena fase inflamatoria aguda de
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la lesién. Para evitar los resultados falsos-negativos debidos a la incompatibilidad
inmunolégica entre donante y receptor, se prepararon los MTA con tejidos de conejo
(sangre, grasa y oral) para posteriormente tratar los traumatismos corneales por

causticacién y valorar la regeneracion del epitelio corneal.

Durante la preparaciéon de los MTA a partir de tejidos de conejo se sustituyé el tejido de
grasa subcutanea infrapatelar humana por tejido adiposo subcutaneo inguinal de conejo, la
mucosa oral humana por mucosa oral de conejo, y el PRGF humano como suplemento del
cultivo y la membrana de fibrina de PRGF humano por PRGF de conejo y membrana de
fibrina de conejo respectivamente. Las MSC [1257] y las OMESC [107] de conejo se han
descrito homologas a las humanas y con propiedades similares mediante diversos estudios,
pero la sangre de conejo, aunque tiene la misma composicién que la sangre humana, los
niveles de protefnas y factores son ligeramente diferentes. En especial, los niveles de
plaquetas y fibrinégeno son importantes por los beneficios que suponen para nuestros MTA.
Las plaquetas, una vez activadas con calcio, son la fuente principal de factores de crecimiento
y de regeneracién tisular, y el fibrinégeno es la fuente de fibrina que soporta el crecimiento
celular 7z vitro. E1 PRGF humano preparado con Endoret® PRGI®) tiene una concentracién
de plaquetas (entre 481 £ 114 y 663 + 156 x 106 plaquetas/mL) [1117] moderadamente
superior a la fisiol6gica (150 — 400 x 109 plaquetas/mL), y éste ha sido relacionado con
beneficios biolégicos muy buenos [1367]. El rango normal de plaquetas en la sangre de
conejo (entre 170 — 1.120 x 10¢ plaquetas/mL) [137] es superior al humano, pudiendo
concentrarse desde 372 £ 76 x 106 plaquetas/mL mediante centrifugacién a 1.600 rpm
durante 10 min hasta 1.177 + 981 x 10¢ plaquetas/mL mediante doble centrifugacion de la
sangre (10 min a 1.600 rpm y 10 min a 2.000 rpm). En este trabajo, el PRGF de conejo se
prepara centrifugando una vez a 460 g (que equivale a aproximadamente 1.700 rpm) durante
8 min empleando la centrifuga de BTI, ya que preparar PRGF de conejo mediante doble
centrifugacién aumentaria excesivamente la concentraciéon de plaquetas respecto al PRGI
humano. Ademis, el método de doble centrifugacién no parece muy reproducible si se tiene
en cuenta la SD que ofrece el método en un experimento con quince pruebas. Por otra parte,
la concentracion de fibrinégeno plasmatico del conejo depende del sexo y aumenta con la
edad del conejo desde 1,23 £ 0,26 g/L durante el primer mes de vida hasta 1,66 + 0,39 g/L

después de los 6 meses en el caso de los conejos machos [1387. Estas concentraciones son
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inferiores a la concentracién de fibrindgeno plasmética normal en humanos (2,5-4,5 g/L), lo
cual supuso para este trabajo aumentar un 50 % el volumen de plasma usado para preparar

las membranas de PRGF de conejo con respecto a las membranas de PRGF humano.

Las MSC de origen adiposo y las OMESC de conejo se expandieron iz vitro presentando una
morfologfa celular y un fenotipo similares a los observados en sus homélogas humanas. Las
MSC crecieron adheridas al pléstico de cultivo con morfologia fibroblastica y
multipotencialidad demostrada a adipocitos, osteocitos y condrocitos. Estos resultados son
consistentes con otros autores [ 1397 que han caracterizado MSC de conejo y humanas de
manera similar, con morfologifa fibroblastica y capacidad de diferenciacién multilinaje n
vitro, as{ mismo, estos autores demuestran que las MSC de conejo ademds de cumplir estas
condiciones también expresarfan el fenotipo CD105, CD95 y CD73. En este trabajo
asumimos que las células expandidas de tejido adiposo de conejo son MSC basdndonos en
los resultados de caracterizacién mediante multidiferenciacién, ya que los marcadores de
superficie celular no han podido ser identificados debido a que los epitopos de las células de
conejo no fueron reconocidos (resultados no mostrados, incluidos en el Anexo IV) por los
anticuerpos de citometria de flujo que disponfamos. No obstante, la diferenciacién multilinaje
parece ser el método de caracterizacién mas usado paralas MSC de distintos origenes (tisular
y especie) en la bibliografia previa. Por otra parte, las OMESC han mostrado mortfologia tipo
epitelial (pequeiias, en adoquin y de ntcleo grande) y expresién de los marcadores de célula
epitelial basal e indiferenciada de la mucosa oral, CK5 y P63, de manera similar a otros

trabajos [1077.

Los implantes oculares de conejo mostraron resultados similares a los observados en sus
homoélogos de componentes humanos. En consonancia con los estudios previos 58,1257, las
células madre de conejo han mostrado adherencia a la fibrina conservando su morfologfa
celular y alcanzando la confluencia sobre ella en el tiempo estimado y sin fibrinolisis en

presencia del 4cido tranexamico en el medio de cultivo.

Cabe resaltar que se encontraron algunas limitaciones para preparar los MTA usando tejidos
de conejo y en su estudio ulterior, que se abordaron como se describe a continuacién.
Primero, las células expandidas de la grasa usando PRGT de conejo no se diferenciaron a los
tres linajes empleando los medios de induccién adipogénica y osteogénica suplementados

con 10 % PRGF y el medio comercial de condrogénesis. Sin embargo, cuando las células se
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expandieron usando SBF al 20 % si{ cumplieron el criterio de multipotencialidad
posteriormente. Se desconoce la razén, pero parece que el efecto del plasma rico en plaquetas
sobre la proliferacién de las MSC es mayor cuando se usa al 5 - 10 % , pero podria ser
importante en la diferenciacién iz vitro condrogénica [1407] o endotelial [1417. Los autores
de estos estudios sugieren que la compleja composicién de moléculas bioactivas y de factores
de crecimiento plaquetarios, como el PDGF en el caso de la condrogénesis, y el factor de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF) en el caso de la diferenciaciéon endotelial, podrian
ser las responsables de estas diferenciaciones. Segundo, la membrana de fibrina de conejo se
preparé con un volumen superior de plasma (7,5 mL) a la humana (5 mL) debido a que las
membranas preparadas con 5 mL de plasma de conejo eran mas pequefias que las humanas,
y, ademds, mas frigiles a la manipulacién. Para garantizar obtener membranas lo
suficientemente grandes para cubrir toda la cérnea en el trasplante y lo suficientemente
resistentes, se aumenté un 50 % el volumen de plasma durante su preparacién. Creemos que
esto se debe a la diferencia de concentracién de fibrin6geno plasmadtica entre conejos y
humanos [[1387. Por tltimo, la CKhmw (que marca las CKs 1, 5, 10 y 14) empleada durante
el estudio de los MTA humanos, no se empleé en el estudio de los MTA de conejo porque
es un anticuerpo especifico contra epitopos humanos de acuerdo con las indicaciones de
especificidad del fabricante. En su lugar se emple6 la CK5 para marcar las OMESC tanto in

vitro sobre el pléastico de cultivo como sobre la membrana de fibrina de conejo.

A continuacién, se valoré la eficacia de los MTA de conejo en el modelo animal de conejo
con traumatismo ocular no mecénico inducido de manera controlada en el quiréfano
aplicando superficialmente NaOH sobre el epitelio corneal y el limbo, y evitando que el dlcali
alcanzara el endotelio. El primer paso en el tratamiento de las lesiones oculares quimicas fue
lavar con abundante solucién salina balanceada la cérnea para eliminar el NaOH. Después,
se aplic6 un tratamiento médico con antibiéticos, analgésicos y anti-inflamatorios para
prevenir infecciones y reducir la inflamacion durante la fase aguda (7 dfas). Simultdneamente,

se realizé una tarsorrafia durante los 7 dias para favorecer la reepitelizacién de la cérnea.

Se han descrito distintos sistemas de clasificaciéon para predecir el pronéstico de las lesiones
en base a su severidad [56,57,142,1437. En este trabajo se emple¢ la clasificacién de Hughes
modificada por Roper-Hall [ 567 (Tabla 1) para clasificar el pronéstico de las lesiones antes

del tratamiento (post-causticacién y pre-trasplante), y cinco pardmetros clinicos
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seleccionados del espectro de manifestaciones clinicas descrito para las lesiones quimicas
[142,144,1457 para valorar clinicamente las cérneas antes y después (post-trasplante) del
tratamiento: la integridad epitelial (defectos epiteliales), la neovascularizacién corneal, el

ndimero de penachos fibrovasculares y la opacidad corneal (Tabla 4).

La evaluacién clinica post-causticacién de los conejos mostré que todos ellos presentaron
opacidad corneal de 360° y descamacién del epitelio que dejé defectos epiteliales importantes.
Siete dfas después de la quemadura quimica, pre-trasplante, la opacidad corneal y los defectos
epiteliales mejoraron ligeramente con el tratamiento aplicado, pero no lo suficiente para
recuperar la regularidad del epitelio y su trasparencia. Ademds, se observé el desarrollo de
neovasos cortos que entraban en la cérnea y de uno o més penachos fibrovasculares cortos a
pesar del tratamiento con corticoides y la tarsorrafia. El pronéstico de las lesiones post-
causticacién y pre-trasplante fue de grado III-IV en la clasificacién de Hughes modificada
por Roper-Hall que significa mal prondstico o reservado. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las valoraciones de los conejos de los diferentes grupos
de tratamiento, lo cual indica que las caracteristicas de la quemadura quimica y su evolucién

tueron similares en todos los conejos antes de recibir el trasplante.

En este estudio, se estudié la eficacia de la membrana de fibrina de PRGF humano sin células
(GCM) que se emplea en los MTA humanos, ya que segin estudios previos reduciria la
inflamacién, vascularizacién y estimularfa la proliferacién de las LSC [58,116,1187.
Paralelamente, se ha estudiado la eficacia de las células madre, MSC (GMSC) y OMESC
(GOMESC), obtenidas de conejos para evitar reacciones inmunolégicas tempranas y el
rechazo del implante ocular. Estos tres tratamientos se compararon entre ellos y con un

grupo control que recibi6 el tratamiento médico exclusivo (GCTM).

Al final del seguimiento clinico, post-trasplante, se observaron bajo la lampara de hendidura
epitelios estables y regulares, trasparentes y con ninguna o minimas secuelas de vasos
remanentes en los conejos trasplantados con MSC y OMESC. Mientras que, en el GCM y
el grupo control se observaron epitelios estables, pero sin mejorfa o empeoramiento de los
signos  clinicos (opacidad, neovascularizacién, defectos epiteliales y penachos
fibrovasculares) que evolucionaron hacia una opacidad corneal de moderada a severa y una

LSCD parcial o completa que limité la visién de los conejos, generando ceguera en algunos
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casos. Solo un conejo del grupo GMSC mostré alteraciones similares al GCTM en una

seccion de su cOrnea de < 180°, manteniendo la cornea restante clinicamente normal.

En consonancia con las observaciones clinicas, se observaron las cérneas cubiertas por un
glicocédlix normal (tefiido por PAS), seguido de un epitelio escamoso estratificado no
queratinizado que present6 el fenotipo corneal (CK$ positivo), con una membrana basal
normal (tefiida por PAS) y un estroma avascular en el 50 % de los casos de los conejos
tratados con MSC, pero con minimas secuelas de vasos remanentes en el resto de los conejos
tratados con MSC y en todos los conejos tratados con OMESC. Mientras que los conejos del
GCM y GCTM mostraron cérneas heterogéneas, reteniendo la expresién de CK3 en el 60
% de los casos, pero con muchas alteraciones que confirmaron sus signos clinicos
patoldgicos: alteracién del niimero de capas epiteliales, de la membrana basal, del glicocalix
y de sus morfologfas que afectaron al fenotipo corneal (CK3 negativa y/o CK13 positivo),
presencia de células caliciformes tefiidas por PAS o marcadas por MUCS5AC que indican
conjuntivalizacién clinica (o subclinica en algunos casos), discontinuidad del epitelio que
confirma la presencia de Ulceras y de los defectos epiteliales tefiidos en verde por la
fluoresceina, presencia de capas apicales de queratina en los conejos con LSCD severa,
queratinizacién corneal u opacidad corneal severa que afectaron al fenotipo corneal (CK10
positiva) [146], vasos estromales superficiales que se correspondieron con la
neovascularizacién clinica y los penachos fibrovasculares, vasos estromales profundos, y

edema e inflamacién a nivel del estroma en los ojos més afectados.

Los resultados del GCTM indicarfan que el modelo animal empleado es apropiado para
nuestro estudio, ya que cumplirfa la fisiopatologia descrita para lesiones graves [34]. Es
decir, el dano corneal es lo suficientemente grave y/o extenso como para ser restaurado
mediante los mecanismos propios de la cérnea con ayuda del tratamiento médico, pudiendo
incluso llegar a estar dafiadas las LSC. Esto estd en consonancia con estudios previos [147]
que demuestran que la lesién del limbo altera la capacidad regenerativa normal de la cérnea
que acaba desarrollando opacidades densas, neovascularizacién y termina con una LSCD

completa con su correspondiente alteracion histolégica y de marcadores moleculares.

Los resultados del GCM parecen indicar que la membrana de fibrina de PRGE humano, pese
a sus propiedades beneficiosas, no es un tratamiento efectivo para restaura la correcta funcién

de una coérnea normal por si sola. Estos resultados coinciden con los obtenidos para el
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trasplante de la membrana de fibrina de conejo en este mismo modelo animal en un estudio

realizado previamente por nuestro grupo y con el que ha colaborado esta Tesis [587.

En consonancia con otros estudios, nuestro resultados mostraron que el trasplante de MSC
y OMESC son efectivos para tratar lesiones de quemaduras alcalinas. Restaurar la superficie
ocular usando células madre no limbares representa un hito alentador dado que permitirfa
tratar lesiones oculares sin comprometer la salud del ojo sano donante del paciente o del ojo
sano del donante vivo emparentado. De acuerdo con un estudio previo publicado [1477, los
autores estudiaron el trasplante de MSC de médula ésea cultivadas sobre una membrana de
amniética en conejos con LSCD parciales y completas inducidas previamente mediante
extirpacién quirirgica del limbo. Los autores observaron que las MSC consiguieron mejorar
la neovascularizacién, la opacidad, los defectos epiteliales y la invasién conjuntival a
diferencia del grupo control cuyos signos clinicos patolégicos se mantuvieron e incluso
progresaron hacia una LSCD completa. Por otra parte, existen numerosos estudios previos
[78,105,1487 en los que se demuestran que el trasplante directo de tejido de mucosa oral,
similar a la técnica SLET, o indirecto de sus OMESC expandidas in wvitro permiten
restablecer la cérnea en casos con LSCD establecida, consiguiendo remisién de la
vascularizacion, opacidad y defectos epiteliales. Esto mismo se demostré en tres estudios de
casos clinicos [75,77,987 en pacientes con quemadura quimica , térmica y sindrome de
Stevens—Johnson. Otros autores también demuestran que las cérneas tratadas con MSC
[1477] y OMESC [1497] mostraron epitelios corneales que conservaron el marcador CK3
caracteristico, mientras que las cérneas no tratadas con LSCD no mostraron expresién de
CK3 o se observé solo en 1-2 capas del epitelio. Aunque los mecanismos de actuacién de las
MSC y las OMESC en la cérnea atin no son claros, estos resultados parecen apoyar las
caracteristicas de las células madre previamente descritas, que las MSC acttian reduciendo
la inflamacién y la angiogénesis y potencia la proliferacion celular [87—897, mientras que las
OMESC favorecen mas la reepitelizaciéon de las células epiteliales con las que comparte el
marcador molecular CK3 [104,105,107]. En nuestro trabajo hemos visto que el MTA de
OMESC podria presentar una mayor capacidad de reepitelizacién corneal para evitar la
conjuntivalizacién, ya que se observaron més casos de cérneas con caracteristicas fenotipicas
tanto del epitelio corneal (CK3 positiva) como del epitelio conjuntival (CK18 positiva) en el

GMSC que en el GOMESC. Ademas, se observaron células caliciformes en el epitelio
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periférico y un penacho fibrovascular ocupando < 180° en un caso del GMSC y ninguno en
el GOMESC. El primer hallazgo serfa el mas relevante ya que un estudio [1507 propone
que no existen células epiteliales corneales que expresen CK3 y CK13, sino que la CK13 es
expresada especificamente por las células del epitelio conjuntival. De manera que la presencia
del marcador CK13 en cornea podria indicar la reepitelizaciéon de la cérnea a expensas del
epitelio conjuntival ante la ausencia de suficientes LSC que lo evite. En el caso del MTA de
MSC, éstas podrian presentar mayor capacidad antiangiogénica, ya que, solo en 1/4 de sus
casos, frente al 100 % de los casos del GOMESC, se observaron vasos remanentes de
pequeiio calibre asilados y profundos en el estroma de las cérneas no visibles mediante
lampara de hendidura, pero si con la H&E. Esto se explicaria por la capacidad de las OMESC
para disminuir la expresién de factores antiangiogénicos [151,1527] que favoreceria la
neovascularizacion corneal. De hecho, la neovascularizacién parece ser uno de los signos mas
comprometidos tras el tratamiento con OMESC, puesto que la vascularizacién periférica

podria mantenerse [987].

Otro punto que destacar es que parece que la mayoria de los autores estudian la poblacién
del LSC después del tratamiento mediante II* usando el marcador P63. Sin embargo, en este
trabajo no se contemplé porque el mecanismo exacto por el que las MSC y las OMESC
restablecen el epitelio corneal es incierto. Hay autores que defienden la transdiferenciacién
de las MSC en LSC o células epiteliales [125] y otros que apoyan la actividad
inmunomoduladora de las MSC para aumentar la poblacién de LSC remanentes tras el dafio
[87-907. En el caso de OMESC existen las mismas discrepancias [106,107]. Por ello, este
trabajo se centré en la estudiar la restauracién del epitelio corneal y sus caracteristicas més
que en estudiar la poblacién de LSC. No obstante, estudiar la poblacién de las LSC tras el
tratamiento es un estudio interesante que deberfa plantearse més adelante. Ademads, también
serfa interesante detectar y seguir la migracién de las MSC y las OMESC dentro de la
superficie ocular tras su trasplante. Para ello serfa necesario preparar iz vitro MSC y OMESC
marcadas genéticamente [124,125] para que podamos diferenciarlas de las células del
receptor aunque se transdiferencien, estudiarlas en un mayor nimero de animales y realizar
un estudio fenotipico méds amplio que incluyan los marcadores de las LSC (como P63, Vim,

integrina a9f1, CK 19, 5 y 14, la caderina 342 y el transportador ABC) [107.
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1- Se pueden cultivar MSC humanas a partir de grasa usando exclusivamente factores

plaquetarios obtenidos a partir del kit Endoret® PRGF®) como sustituto del SBF.

2- Se pueden cultivar OMESC humanas usando factores plaquetarios obtenidos a partir del

kit Endoret® PRGF®) como sustituto del SBF.

3- Ambas extirpes celulares conservan su viabilidad cuando se cultivan sobre membranas de
fibrina de PRGF obtenidas con la tecnologia de Endoret® PRGF®) y se trasplantan en

animal atimico.

4~ Tanto las MSC como las OMESC son capaces de revertir la evolucién natural de una

quemadura alcalina en un modelo animal.

5- Se pueden producir Medicamentos de Terapias Avanzadas libres de componentes
xenogénicos y completamente autélogos a partir de pequefias biopsias de mucosa oral o de
grasa subcutdnea como tratamiento de lesiones de la superficie ocular para prevenir la

ceguera por insuficiencia limbica.

6- Estos Medicamentos de Terapias Avanzadas autélogos pueden ser una alternativa de

tratamiento de la insuficiencia limbar bilateral.
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Desde hace décadas, el plasma sanguineo ha sido empleado como fuente de factores de
crecimiento, fibrinégeno/fibrina, protefnas de adhesién como la fibronectina, enzimas
bioactivas como la trombina, entre otras. Muchos de estos derivados plasméticos son
accesibles a través de distintas empresas que los producen y comercializan, y tienen
aplicaciones muy interesantes. La principal desventaja de estos productos comerciales son
su indudable elevacién del costo de la terapia y su origen animal o de mezclas masivas de

plasmas humanos donados.

Durante el estudio del plasma sanguineo en esta Tesis Doctoral, se observé la posibilidad de
desarrollar hidrogeles de fibrina de polimerizacién répida, con cierta capacidad adhesiva y
capaces de albergar células viables en su matriz (Anexo VI). Estos hidrogeles demostraron
capacidad regenerativa de heridas dérmicas criticas en un modelo de ratén atimico usando
queratinocitos y fibroblastos dérmicos [1537]. Posteriormente, se implementé el hidrogel
para desarrollar un polimero de fibrina y trombina de origen plasmaético, de polimerizacién
instantdnea y altamente adhesivo (Anexo VII). Este polimero presenta la composicién
caracteristica de un pegamento tisular de fibrina (FG) y demostré buena capacidad de
adhesién en el autotrasplante de conjuntiva bulbar permitiendo la regeneracién de la propia

conjuntiva con minimos o ningtn efectos secundarios [154].

Ambos hitos los consideramos relevantes porque se tratan de dos estudios originales
publicados y que suponen un avance para las Terapias Avanzadas y Medicina Regenerativa,
y en las técnicas de cirugfa oftalmolégica. Ademas, la posibilidad de que tanto los hidrogeles
polimerizables como los FG se puedan fabricar de manera sencilla, con pocos reactivos y
materiales, como tratamientos individualizados y de origen autélogo, los hace altamente

costo-efectivos, accesibles y seguros.

A laluz de los resultados de estos dos estudios, se podria seguir implementando los distintos
métodos de trasplante de las MSC expandidas, las OMESC expandidas, los MTA de MSC u
OMESC y los tejidos estudiados en esta Tesis Doctoral. Las MSC y las OMESC se podria
aplicar individualmente cargados en un hidrogel polimerizable. Los MTA de MSC y
OMESC desarrollados se podrian trasplantar sobre la cérnea reemplazando la sutura por
FG [155-157]. Y el tejido de mucosa oral o el propio tejido de limbo (autélogo o alogénico)
se podria trasplantar directamente sobre la superficie de la cérnea empleando un FG potente

en lugar de una membrana y sutura como en la técnica del SLET [1587.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO EXTRACCION SANGRE
PARA INVESTIGACION

/@\ LEY 41/2002, BASICA REGULADORA DE LA AUTONOMIA DEL PACIENTE Y DE DERECHOS

Y OBLIGACIONES EN MATERIA DE INFORMACION Y DOCUMENTACION CLINICA (BOE
15-11-02)

Nombre y apellidos del paciente

D./Dna.

D.N.I. e historia

Nombre del médico/enfermero que le informa

Fecha

Usted ha sido invitado a participar en extraccién de sangre para investigacion.

El fin Gltimo de este estudio es poder conocer los efectos del PRGI en diversas patologias.
Este estudio estd promovido por el Instituto Oftalmolégico Fernandez-Vega y su Fundacién
de Investigaciéon Oftalmolégica. Su decisién de participar es totalmente voluntaria y tendra
todo el tiempo que necesite para decidir si quiere donar sangre o no. Si decide no participar
en este estudio esto no influird negativamente de ningtin modo en su futura asistencia
médica. Si usted accede voluntariamente a donar sangre debera firmar el formulario de
Consentimiento Informado. La donacién de muestra no implica visitas extraordinarias, ni
exploraciones complementarias y en ningdn caso la recogida de las muestras entrafiard
riesgo alguno para usted ni impedira el diagnéstico y tratamiento de su enfermedad.
RIESGOS E INCONVENIENTES

La participacién en este estudio de investigacién no supone ningun riesgo para usted.

BENEFICIOS

Al tratarse de un estudio experimental, no va a obtener un beneficio directo por su
participacién en el estudio més que el que corresponde al avance de la medicina en beneficio
de la sociedad y el saber que ha colaborado en este proceso. La informacién obtenida en este

estudio puede ayudarle a usted y/o otras personas con dolor ocular o patologia de la


http://fio.fernandez-vega.com/
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superficie ocular en el futuro. En concreto a crear nuevas terapias para el tratamiento del
déficit limbico.

La participacién no tiene ninguna compensacién econémica y serd de forma voluntaria y
altruista. En ningtin caso representara una carga econémica para usted.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

En cualquier momento podra Vd. revocar el consentimiento. Se rompera irreversiblemente
todo vinculo que permita relacionar los datos almacenados con Vd. No obstante, los efectos
de la revocacion no se extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que se hayan
llevado a cabo previamente a la misma.

CONFIDENCIALIDAD
En ningiin caso los datos personales serdn dados a conocer ni puestos a disposicién de

terceros. Los datos recogidos pueden ser utilizados en el futuro en otros estudios o
publicaciones (sin revelar su identidad), pudiendo ser cedidos y tratados conforme al
Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del Consejo de 27 de abril de
2016 de Proteccién de Datos (RGPD), en relacién con la finalidad prevista y la legislacién
aplicables en vigor. Dichos datos podran ser comunicados a investigadores participantes o
autoridades para fines directamente relacionados con el desarrollo del estudio. Vd. podra
ejercer previa acreditacién de identidad, sus derechos de informacién, oposicién, acceso,
rectificaciéon o cancelacién de los datos 6 dirigiéndose al investigador, el cual lo pondréd en
conocimiento de responsable del fichero.

Se le garantiza la absoluta confidencialidad en la informacién obtenida y manejo de los datos
a terceros segin la Ley 14/2007 de investigacién biomédica, reguladora de la autonomia del
paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y documentacién clinica.
Salvo comunicacién de lo contrario, se entiende que presta su consentimiento para el
tratamiento de sus datos aqui vertidos, conforme a la Ley 14/2007 de investigacién
biomédica. Los derechos de acceso, rectificacién, cancelacién y oposicién puede ejercitarlos

ante el Instituto Oftalmolégico Fernandez-Vega
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GOBIERNO DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

CONSEJERIA DE DESARROLLO RURAL Y RECURSOS NATURALES

RESOLUCION de 16 de mayo de 2019, de la
Consejeria de Desarrollo Rural y Recursos
Naturales, sobre autorizacion de proyectos
de investigacion que utilicen animales de
experimentacion.

PROAE 21/2019

Servicio de Sanidad y Produccién Animal
UNIVERSIDAD DE OVIEDO

CIF: Q33180011

RESOLUCION

ANTECEDENTES DE HECHO

Primero.- Con fecha 1 de abril de 2019, JOSE RAMON OBESO SUAREZ en representacion
del BIOTERIO DE LA UNIVERSIDAD DE OVIEDO, present6 solicitud de autorizacién para la
utilizacion de animales en el siguiente proyecto de experimentacién “AUTOCELL:
DESARROLLO DE UN S,IST EMA DE CULTIVO AUTOLOGO PARA EL TRATAMIENTO DE
LA INSUFICIENCIA LIMBICA BILATERAL”, constando como investigador principal D.
JESUS MERAYO LLOVES y como investigador responsable de los procedimientos con
animales D. ALVARO MEANA INFIESTA.

Junto con la solicitud, aporta la propuesta del proyecto, el resumen no técnico e informe del
comité ético y de evaluacion del proyecto por el 6rgano habilitado.

Segundo.- El lugar donde se desarrollard el proyecto se encuentra autorizado como
establecimiento usuario y estd inscrito en el Registro de Explotaciones Ganaderas con el
nimero ES330440003591.

Tercero.- Con fecha 27 de marzo de 2019, el Comité de Etica del centro emite un informe
favorable, conforme al RD 53/2013 de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

Cuarto.- Con fecha 27 de marzo de 2019 el Comité Etico de Experimentacién animal de LA
UNIVERSIDAD DE OVIEDO, drgano habilitado, emite informe de evaluacion favorable del
proyecto, indicando que el proyecto cuyos datos y evaluacion se proporcionan han sido
evaluados con un nivel de detalle apropiados y que la evaluacién ha consistido en verificar que
el proyecto cumple los requisitos especificados en el articulo 34 del RD 53/2013 de 1 de febrero
y que, tanto el investigador responsable del proyecto como las personas encargadas de la
realizacion del mismo tienen capacitacién para ello.

Quinto.- La solicitud se acompafia de la justificacién cientifica para alojar individualmente a los
animales por razones de bienestar animal.

Sexto.- Una vez revisada la solicitud y la documentacion presentada, la Jefa del Servicio de
Sanidad y Produccidon Animal elevd con fecha 10 de mayo de 2019 una propuesta de
resolucion de autorizacion de proyectos de investigacién que utilicen animales de
experimentacion.

FUNDAMENTOS DE DERECHO
Primero.- El articulo 25 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen

las normas bésicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y
otros fines cientificos, incluyendo la docencia, dispone:
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“2. Los procedimientos solo se podrén realizar si estdn incluidos dentro del marco de un
proyecto autorizado de acuerdo con la seccion 22 de este capitulo.

3. Los procedimientos deberan realizarse de forma que se evite a los animales cualquier dolor,
sufrimiento, angustia o dafio duradero que sean innecesarios.

4. Los procedimientos se realizaran en centros usuarios autorizados, salvo autorizacién del
drgano competente, previa justificacion cientifica de la necesidad o conveniencia de que se
realicen fuera de dichos centros.

5. Los procedimientos Unicamente podran ser realizados por personas capacitadas o
autorizadas de forma temporal en las condiciones establecidas en el articulo 15.3 bajo
supervision responsable”.

Asimismo, el articulo 31 del citado Real Decreto, situado en su seccidn 22, regula la tipologia de
proyectos con arreglo a la siguiente clasificacion:

“1. Proyectos de tipo I: Aquellos proyectos en los que se den simultdneamente las tres
circunstancias siguientes:

a) Implican exclusivamente procedimientos clasificados como «sin recuperacion», «leves» o
«moderados».

b) No utilizan primates.

c) Se realizan para cumplir requisitos legales o reglamentarios, o con fines de produccion o
diagndstico por métodos establecidos.

Los proyectos tipo I podran ser tramitados por un procedimiento simplificado y no ser
sometidos a evaluacion retrospectiva.

2. Proyectos de tipo II: Aquellos proyectos en los que se den simultdneamente las
circunstancias siguientes:

a) Implican exclusivamente procedimientos clasificados como «sin recuperacion», «leves» o
«moderados».
b) No utilizan primates.

Los proyectos tipo II quedaran sujetos al procedimiento de autorizacién y podrén no ser
sometidos a evaluacion retrospectiva.

3. Proyectos de tipo III: Los proyectos diferentes de los tipos I o II. Sin perjuicio de las
autorizaciones adicionales a las que puedan estar condicionados determinados proyectos, todos
los proyectos tipo III quedarén sujetos al procedimiento de autorizacién y serdn sometidos
posteriormente a una evaluacion retrospectiva”.

Segundo.- El proyecto para el que se solicita la autorizacion ha de ser considerado dentro del
tipo II, puesto que implica procedimientos clasificados como “moderados”: INJERTO DE
MEMBRANA DE PRGF EN RATON INMUNODEPRIMIDO, DANO LIMBAR EN CORNEA
DE CONEJO y TRATAMIENTO DE LA INSUFICIENCIA LIMBICA MEDIANTE
TRANSPLANTE DE MEMBRANA DE PRFG y no utiliza primates.

El establecimiento donde se desarrollara tiene la correspondiente autorizacion.
Los informes emitidos al respecto son favorables, por lo que, cumpliendo con los requisitos
previstos, ha de procederse a su autorizacidn y debera someterse a evaluacién retrospectiva

tras la finalizacion del proyecto prevista en mayo de 2022,

Tercero.- El articulo 6 del R.D. 53/2013, de 1 de febrero, regula las condiciones de
alojamiento, que seran las definidas en el anexo II: los animales deben ser alojados en grupos
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estables. Los organos competentes podran conceder excepciones a lo anterior si esta justificado
por razones cientificas, de bienestar o de sanidad de los animales.

RESUELVO

Primero.- Autorizar al BIOTERIO DE LA UNIVERSIDAD DE OVIEDO, el proyecto
denominado: “AUTOCELL: DESARROLLO DE UN SISTEMA DE CULTIVO AUTOLOGO
PARA EL TRATAMIENTO DE LA INSUFICIENCIA LIMBICA BILATERAL" en el que consta
como investigador principal D. JESUS MERAYO LLOVES y como investigador responsable de
los procedimientos con animales D. ALVARO MEANA INFIESTA.

Esta autorizacion tendrd una validez que se corresponderd con la duracién prevista en su
memoria, con un méaximo de cinco afios, siempre y cuando no se produzca una modificacion
relevante en dicho proyecto, en cuyo caso seria necesario efectuar una nueva solicitud de
autorizacion a la autoridad competente.

Segundo.- Asignar el cédigo de autorizacién: PROAE 21/2019
Tercero.- Ordenar la notificacion de la presente Resolucidn al interesado.

Cuarto.- La presente resolucién pone fin a la via administrativa y contra ella cabe interponer
recurso contencioso-administrativo ante la Sala de lo Contencioso-Administrativo del Tribunal
Superior de Justicia del Principado de Asturias en el plazo de dos meses, contados desde el dia
siguiente al de su notificacion, de acuerdo con lo establecido en los articulos 10 y 46 de la Ley
29/1998, de 13 de julio, reguladora de la Jurisdiccion Contencioso—Administrativa, sin perjuicio
de la posibilidad de previa interposicién del recurso potestativo de reposicién ante el mismo
drgano que dictd el acto, en el plazo de un mes contado desde el dia siguiente al de su
notificacion, no pudiendo simultanearse ambos recursos, conforme a lo establecido en el
articulo 28 de la Ley del Principado de Asturias 2/1995, de 13 de marzo, sobre Régimen Juridico
de la Administracion y en el articulo 123 de la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento
Administrativo Com(n de las Administraciones Publicas. No obstante, los interesados podran
ejercitar, en su caso, cualquier otro recurso que estimen procedente.

LA CONSEJERA

Maria Jes(s Alvarez Gonzalez
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Resultados 7z vivo con el implante ocular de MSC humanas en 3 conejos (Cos 19, 20 y 21)
con lesién por quemadura alcalina. Se muestra la clinica antes del trasplante (A) y al final del
periodo de seguimiento de 42 dfas (C). Se muestra la prueba de fluoresceina antes del

trasplante (B) y al final del periodo de seguimiento de 42 dfas (D).

Co: conejo. MSC: células madre mesenquimales.



ANEXO IV

Caracterizacién mediante citometria de flujo de las MSC de conejo expandidas con
DMEM:F12, 20 % de SBF y 1 % de antibi6ticos. Se muestra para una poblacién homogénea
-P1- y con el 94 % de las células viables, expresion negativa para todos los marcadores de

superficie estudiados, incluidos los especificos del linaje de las MSC (CD105, CD90 y CD73).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Mesenchymal stem cells

To restore corneal transparency and vision loss after an injury on the ocular surface, the use of human stem cells
from different origins has been recently proposed. Mesenchymal stem cells (MSCs) seem (o be an appropriate
adult source of autologous stem cells due (o their access] , high proliferation rate, and multip capacity.
In this work, we developed a simple culture system to prepare a graft based on a fibrin membrane seeded with
human MSCs. A commercial kit, PRGF Endoret®, was used to prepare both, the growth factors used as culture

Autologous
Adipose tissue
Plasma rich in growth factors

PRGF

Stem cells media supplement and the fibrin membrane grafts. Adipose-derived MSCs (Ad-MSCs) were expanded, charac-
Regeneralive medicine terised by flow cytometry and their multilineage differentiation potential confirmed by inducing adipogenesis,
Ocular swface 8 and chondrogenesis. Ad-MSCs seeded on the [ibrin membranes were grafted onto athymic mice

showing good biocompatibility with no adverse reactions observed during the follow up period. These findings
support the assumption that a system in which all the biological components (cells, grow factors and carrier) are
autologous, could potentially be used for future ex vivo expansion of Ad-MSCs to treat ocular conditions such as
an inflammatory milieu, traumatic scars and loss of the regenerative capacity of the corneal epithelium that
compromise the quality of vision.

1. Introduction et al., 2006), oral mucosal stem cells (Nakamura et al., 2003) and
mesenchymal stem cells (MSCs) (Calonge et al., 2019; Rohaina et al.,
2014).

Interest in the use of MSCs to treat corneal diseases has increased

Injuries on the ocular surface tend to induce an inflammatory
response or a disruption of the epithelial/stromal homeostasis in the

cornea. If this injury is intense, the outcome may result in an inflam-
matory milieu (Sahu et al., 2019), stromal defects, scars or corneal
opacification that reduce the quality of vision and could even lead to
blindness (Nakamura et al., 2016). To heal traumatic scars and restore
the regenerative capacity of the corneal epithelium, stem cells of
different origins have already been used, including limbal epithelial
stem cells (Tsai et al., 2000), conjunctival epithelial stem cells (Tanioka

since the discovery of multipotent MSCs in the human corneal limbal
stroma (Branch et al., 2012; Funderburgh et al., 2016). The presence of
such cells of mesenchymal origin and their role during the wound
healing of ocular injuries have been explored by many authors world-
wide (Funderburgh et al., 2016; Katikireddy et al., 2014; Pinnamaneni
and Funderburgh, 2012). The corneal therapeutic potential of MSCs has
been evidenced in animal models of corneal damage by MSCs transplant

Abbreviations: MSCs, mesenchymal stem cells; Ad-MSCs, adipose derived-mesenchymal stem cells; PRGF, plasma rich in growth factors; SEM, scanning electron
microscope.
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on a cell carrier (Ma et al., 2006) or by intravenous injection (Arna-
lich-Montiel et al., 2008; Zeppieri et al., 2013). However, the current
evidences of MSCs potential are not just limited to preclinical studies in
animals. The first favourable results concerning the use of MSCs at the
ocular surface were recently published in a phase I-II clinical trial, in
which bone marrow derived MSCs cultured onto amniotic membrane
were used to treat patients with limbal stem cell deficiency (Calonge
etal., 2019). The role of MSCs in the cornea is based on their capacity to
enhance tissue regeneration and their immunomodulatory, chemotactic,
and paracrine properties (Simonacci et al., 2018). MSCs produce
anti-inflammatory cytokines, anti-angiogenic factors, and growth fac-
tors that limit the progression of infl y corneal di and
promote in vivo regeneration when implanted as corneal substitutes
(Eslani et al., 2017; Oh et al., 2008; Sahu et al., 2019). Multipotent MSCs
can be isolated from specific sources like the corneoscleral limbus
(Branch et al., 2012), and perinatal tissues (Li et al., 2015), or from more
abundant sources such as bone marrow (Morrison and Scadden, 2014),
skin and foreskin (Dapkute et al., 2017), dental tissues (Tomasello et al.,
2017) and adipose tissues (Priya et al., 2012). In this last case, the
subcutaneous fat tissue represents an easily accessible source of
Adipose-derived MSCs (Ad-MSCs) in adults. Besides, biopsies from
subcutaneous fat tissue can be obtained under local anaesthesia by a less
invasive and less painful procedure than all the other sources (Schaffler
and Biichler, 2007).

However, although the use of MSCs is becoming a mainstream
treatment approach, there is not a standardized methodology for Ad-
MSCs isolation. Currently, subcutaneous fat collected by liposuction
aspiration or needle biopsy is by far the most widely used source of
adipose tissue (Balducci and Alessandri, 2016; Bunnell et al., 2008;
Dubois et al., 2008). However, to prepare an autologous ocular therapy,
collecting fat tissue by lipoaspiration would be too invasive for the pa-
tient as it would require systemic anaesthesia (Matarasso et al., 2014)
and large volumes of tissue in order to efficiently expand Ad-MSCs
(Balducci and Alessandri, 2016; Dubois et al., 2008). Additionally,
Ad-MSC expansion protocols are varied; the use of enzymatic digestions
differs between authors (Bunnell et al., 2008), and it unnecessarily in-
creases sample manipulation and procedural cost, while culture media
composition also varies amongst authors as they may (Arnalich-Montiel
et al., 2008) or may not (Cowper et al., 2019; Lensch et al., 2018)
contain xenogeneic components such as foetal bovine serum (FBS) and
other growth factors.

In the present study, a simple culture system to expand Ad-MSCs
from a minimal subcutaneous fat biopsy is developed. The novelty of
this method is based on avoiding routine enzymatic digestion proced-
ures and the use of a xeno-free culture medium. For this purpose, human
Plasma Rich in Growth Factors (PRGF), isolated from a small volume of
whole blood using the PRGF End ® kit in ophthalmology (BTI,
Vitoria, Spain), is used as the only culture media supplement. Moreover,
Ad-MSCs were expanded on a PRGF fibrin membrane, produced from
the same blood donation, and grafted to a murine animal model.

In summary, this study describes an easy method to culture and
transplant Ad-MSCs on a cell carrier that could potentially be used to
restore the damaged ocular surface. This system sets the ground for the
develop it of a fully 1 culture system in which all its com-
ponents (MSCs, culture medi ppl and transp carrier) are
obtained from the receptor.

2. Materials and methods
2.1. Ad-MSCs isolation and characterization

2.1.1. Blood collection and PRGF preparation

Whole blood was collected from healthy volunteers (n = 12; age
range 23-64 years) by venipuncture after informed written consent from
each individual.

Each whole blood sample was processed according to the method
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described by Anitua et al. (Anitua, 1999). In brief, from each individual,
81 mL of blood was collected into 9 mL tubes containing 3.8% (w/v)
sodium citrate (BTI® Biotechnology Institute, Vitoria, Spain). Blood
tubes were centrifuged at 580 g for 8 min at room temperature and split
in two parts. The upper 1-3 mL of the plasma column (F1) was drawn
and incubated with 10% (w/v) calcium chloride (20 pL/1 mL of plasma)
at 37 °C for 1 h, and the released supernatant (hereafter PRGF) was
collected by aspiration and stored at —20 “C until use for culture me-
dium preparation. The lower 2 mL of the plasma column (F2) was
pipetted avoiding the buffy coat and stored at —20 °C until used to
prepare the PRGF fibrin membrane.

2.1.2. Ad-MSCs isolation and expansion

Subcutaneous fat tissue was obtained from the regional blood and
tissue bank (Centro Comunitario de Sangre y Tejidos, Asturias, Spain)
from 14 cadaveric donors [age range 18-78 years] of the Hospital
Universitario Central de Asturias (Asturias, Spain). The samples were
harvested from the peripatellar fat pads and the biopsy size was 0.5-1.5
cm? in all cases. All human tissues were handled according to the
principles of the Declaration of Helsinki and following Spanish legisla-
tion concerning organ and tissue donation for research.

After tissue reception, samples were processed under sterile condi-
tions. Biopsies were minced into fragments of 1-2 mm? and explants
were placed individually in a 12-well culture plate (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) and cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM, Thermo Fisher Scientific) and Ham’s F12
mixture (F12, Thermo Fisher Scientific) (2:1) supplemented with 10%
PRGF, 100 U/mL penicillin and 0.10 mg/mL streptomycin (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) (hereafter PRGF medium). When confluent, the
expanded cells were harvested with 0.25% trypsin-EDTA (T/E) (Sigma-
Aldrich) and subsequently seeded in a 75 cm® culture flask (Thermo
Fisher Scientific). Cells were cultivated until 80% confluence before
sequential passaging up to passage 4. Cultures were observed using a
Leica DMIL LED phase contrast microscope and photographs acquired
using an attached EC3 camera (Leica, Wetzlar, Germany).

2.1.3. Flow cytometry

Flow cytometric inmunophenotyping was assessed in passage 4 cells
at 80-90% confluence (n = 10). Cells were harvested using 0.25% T/E
and washed in phosphate buffered saline (PBS) containing 0.5% bovine
serum albumin prior incubation with the following monoclonal anti-
bodies according to manufacturer’s instructions: FITC anti-human CD90
and CD44, PE anti-human CD105 and CD166, APC anti-human CD29
and CD73 and PerCP anti-human CD45, CD34, CD14, CD19 and HLA-DR
(Mesenchymal Cell Kit; Immunostep, Salamanca, Spain). Cell viability
was assessed by propidium iodide staining (BD Biosciencies, California,
USA). Data was acquired in a FACS Aria II'™ flow cytometer (BD Bio-
sciences) and analyzed using FlowJo software (Tree Star, Oregon, USA).

2.1.4. Multilineage differentiation of Ad-MSCs

2.1.4.1. Adipogenesis. Cells at passage 4 were harvested with T/E and
seeded at a density of 20,000 cells/cm? in PRGF medium. After 3 days,
the medium was replaced with adipogenic medium containing DMEM:
F12, 10% PRGF, 1 pM dexamethasone, 10 pM insulin, 0.5 mM 3-isobu-
tyl-1-methylxanthine, 200 pM indomethacin, 100 U/mL penicillin and
0.10 mg/mL streptomycin (Sigma-Aldrich). The cultures were grown at
37 °C in humidified 5% CO; incubator with medium repl every
2-3 days. After 21 days, cells were fixed in ice-cold methanol (Merck,
Massachusetts, USA) for 10 min and stained with Oil Red O to detect
intracellular lipid accumulation.

2.1.4.2. Osteogenesis. Cells at passage 4 were harvested with T/E and
plated onto adherent plates containing PRGF medium. After 3 days,
ic diffe iation was induced by replacing the culture medium
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with an osteogenic differentiation medium consisting of DMEM:F12,
10% PRGF, 1 pM dexamethasone, 50 uM ascorbic acid, 10 mM f-glyc-
erophosphate disodium salt hydrate, 100 U/mL penicillin and 0.10 mg/
mL streptomycin (Sigma-Aldrich). The cultures were grown at 37 °C in
humidified 5% CO, incubator with medium replacement every 2-3
days. After 21 days of incubation, cultures were fixed in ice-cold
methanol for 10 min and stained with Alizarin Red S to detect extra-
cellular calcium accumulation.

2.1.4.3. Chondrogenesis. A cell solution of 1.6 x 107 viable cells/mL (at
passage 4) was used to generate micromass cultures by seeding 5 pL of
cell solution in the centre of 48-well plate wells. Cultures were incubated
for 2 h under high humidity conditions to allow cell attachment. Next,
they were cultured at 37 °C in humidified 5% CO, incubator in chon-
drogenic differentiation with medium replacement every 2-3 days. The
chondrogenic differentiation medium was composed of StemPro®
Chondrocyte Differentiation Basal Medium supplemented with Stem-
Pro® Chondrogenesis Supplement Gibco™ (Thermo Fisher Scientific).
After 21 days of incubation, micromass cultures were fixed with 2.5%
(v/v) glutaraldehyde (Merck) for 30 min at room temperature and then
rinsed carefully with PBS. Cells were stained with Alcian blue to detect

polysaccharides characteristic of carti-

gly lycans and
lage tissue.

2.2. Culture of Ad-MSCs onto PRGF fibrin membrane

2.2.1. Preparation of PRGF fibrin membrane

For each membrane, 100 pL of 10% CaCl, was mixed with 5 mL of
thawed F2 (described in the previous section) and incubated in a 35-mm
diameter dish at 37 °C for 30 min. Once a gel had formed, the PRGF
fibrin membranes were obtained by flattening for 30 s using a 500 pm
fibrin membrane shaper (BTI® Biotechnology Institute). The mem-
branes obtained were placed onto a nitrocellulose disk to improve their
handling. Finally, the 500-pym thick PRGF fibrin membranes were placed
on a 0.4 pm pore size 24 mm Corning® Transwell® insert (Sigma-
Aldrich) in a 6-well culture plate (Fig. 1).

2.2.2. MSCs culture on PRGF fibrin membranes

Ad-MSCs at passage 4 were detached from the flask with 0.25% T/E
and seeded on the PRGF fibrin membrane at a density of 2.1 x 10° cells/
cm? in PRGF medium supplemented with 1.5 mg/mL tranexamic acid
(B. Braun Medical S.A., Lugo, Spain) to avoid fibrinolysis. Cultures were
grown at 37 °C in a humidified 5% CO3 incubator for 72 h and subse-
quently were either fixed in 4% paraformaldehyde (Thermo Fisher
Scientific) for 30 min or transplanted to athymic mice.
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2.2.3. In vitro characterization

The surface morphology PRGF fibrin membranes with and without
cells were examined under a scanning electron microscope (SEM). Fixed
membranes were dehydrated in a graded series of acetone (30%, 50%,
70%, 90% and 100%) for 10 min respectively and dried by the critical-
point method. Finally, they were coated with gold under vacuum and
observed in a JEOL 6610LV scanning microscope (JEOL Co., Tokyo,
Japan) at 20 kV accelerated voltage.

Moreover, Ad-MSCs cultured on the PRGF fibrin membrane were

d by Briefly, fixed membranes were

dehydrated and embedded in paraffin. Deparaffinized tissue sections (5
pm) were rinsed with PBS solution twice for 10 min, and permeabilized
in a PBS solution containing 0.3% Triton X-100 for another 5 min. The
sections were then incubated at 4 °C overnight with primary mouse anti-
vimentin monoclonal antibody (1:100, clone V9, DAKO, Glostrup,
Denmark) containing 10% normal goat serum (Life Technologies, Cali-
fornia, USA) as blocking agent. Next, cells were incubated with a sec-
ondary anti-mouse antibody (1:500) (Life Technologies) for 2 h at room
temperature. To visualize nuclei, samples were stained with 4',6-dia-
midino-2-phenylindole (DAPI). Photographs were taken using a Leica
DM6000B fluorescence microscope with an attached DFC310FX camera
(Leica, Wetzlar, Germany).

2.3. In vivo transplantation

2.3.1. PRGF fibrin membrane grafting

Athymic mice (n = 12, male, 6-7 weeks, 25-30 g) were assigned to
two study groups (21 days and 35 days) of 6 animals each, and sub-
divided in two subgroups of 3 animals each: PRGF fibrin membranes or
PRGF fibrin membranes seeded with Ad-MSCs. Implants were grafted
subcutaneously on the back of each mouse previously anaesthetised
with 2% isoflurane. Briefly, a 5 cm? subcutaneous pocket was opened on
the dorsum of each mouse. Next, implants were placed upside down in
contact with the thoracolumbar fascia. Finally, the nitrocellulose disks
were removed, the implants were covered by the skin and the surgical
wound was closed using non-resorbable 4-0 suture silk sutures (Covi-
dien™ Medtronic, Dublin, Ireland).

Examinations were performed on each mouse on a weekly basis and
a picture of the grafted site was taken at the end of the follow-up period.
Finally, mice were euthanized by CO; inhalation and tissue samples
were harvested for subseq i histoch 1 analysis.

Mice were housed at the Animal Experimental Centre of the Uni-
versity of Oviedo (Asturias, Spain) in pathogen-free conditions. All an-
imal experiments were approved by the competent regional authorities
(Spanish registration code PROAE 21/2019) and were conducted ac-
cording to European and Spanish laws and regulations (Directive 2010/

N, PRGF

Split-off

o
T

<~ medium

PRGF
fibrin

F2

37°C

%
Ca” 30 min

membrane

=T

Fig. 1. Blood collection and PRGF fibrin membrane preparation process.
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63/UE, Law 32/2007 and Real Decreto 1386,/2018). Moreover, research
was conducted following the ARVO for animal research.

—_—

2.3.2. Immunohistochemistry

Back skin samples were fixed in 4% paraformaldehyde and
embedded in paraffin. Deparaffinized tissue sections (5 pm) were
immunostained with an antibody against human vimentin. Briefly, tis-
sue sections were rinsed with PBS solution twice for 10 min, incubated 5
min in 3% hydrogen peroxide in absolute methanol to inactive endog-
enous peroxidases, and permeabilized in a PBS solution containing 0.3%
Triton X-100 for another 5 min. Following this, the samples were
incubated for 48 h at 4 °C with a monoclonal rabbit anti-human
vimentin antibody (1:100, clone SP20, Abcam, Cambridge, UK) con-
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markers as CD166 (98.82 + 0.05%), CD44 (99.37 + 0.11%) and CD29
(99.90 + 0.04%).

3.1.3. Multilineage differentiation of Ad-MSCs

In all the samples evaluated (n = 5), Ad-MSCs were capable to
differentiate into ic and i hymal li in
differentiation media containing PRGF and into chondrocytes using
conventional media. First, adipogenic differentiation was confirmed
through identification of intracellular lipid vesicles by Oil Red O stain.
Second, osteogenic differentiation was confirmed by Alizarin Red S

ining of extracellular calci deposition around cells. Finally,
chondrogenic differentiation was confirmed through identification of
glycosaminoglycans and mucopolysaccharides by Alcian Blue staining

taining 10% normal goat serum (Life Technologies) as a pecific
reaction blocking agent. Next, samples were incubated in peroxidase-
conjugated anti-rabbit secondary antibody (1:200) (Vector Labora-
tories, California, USA) for 2 h. Subsequently, the samples were incu-
bated with 0.03% H0,, 0.1% 3,3'-diaminobenzidine in 0,1 M PBS pH
7,4 for 10-20 s or until a brown precipitate appeared. Finally, nuclei
were counterstained with haematoxylin and tissue slides were dehy-
drated, cleared and mounted. Photographs were taken using a Leica
DM6000B bright-field microscope fitted with a DFC310FX camera
(Leica, Wetzlar, Germany).

3. Results
3.1. Ad-MSCs isolation and characterization

3.1.1. Cell isolation

Plastic-adherent cells were successfully recovered from all the adi-
pose tissue samples processed following explant technique and culture
in PRGF medium in 10-15 days. Through phase-contrast microscopy,
the characteristic MSCs phenotype was identified, and cells showed a
typical fibroblast-like morphology and grew attached to the plastic
surface in cell monolayers (Fig. 2).

3.1.2. Ad-MSCs characterization by flow cytometry

Ad-MSCs were characterized from 10 donor by flow cytometry. The
main population of cells isolated at passage 4 consisted of 94.08 +
0.21% of all the grown cells and a minimal proportion of dead cells
(2.74 £ 0.12%) (Fig. 3A). Through flow cytometry, cells were identified
as Ad-MSCs given that over 95% of population expressed the surface
markers CD105 (96.19 + 0.20%), CD73 (99.77 + 0.06%) and CD90
(99.66 + 0.06%), while lacked CD45, CD34, CD14, CD19 and HLA-DR
markers (Fig. 3B). Additionally, cells expressed other MSCs surface

&/

Fig. 2. Morphology of Ad-MSCs expanded by the explant technique and
cultured in PRGF medium.

into the cultures (Fig. 4).
3.2. Culture of Ad-MSCs onto PRGF fibrin membranes

As shown in the SEM image, PRGF fibrin membrane showed a
complex three-dimensional fibrillar structure (Fig. 5A) that allowed Ad-
MSCs adhesion and proliferation displaying their typical like-fibroblast
morphology (Fig. 5B). Immunofluorescence of Ad-MSCs grown on the
PRGF fibrin membrane showed positive vimentin expression and
dasa ct monolayer showing a fibroblast-like appearance

Pp

(Fig. 6).
3.3. In vivo transplantation

PRGF fibrin membranes provided structural support for the Ad-MSCs
culture and were successfully transplanted in all cases. No cases of graft
failure or mortality were recorded during the follow-up period. At 21
and 35 days post-surgery wounds were healed and skin showed normal
scarring. Through immunohistochemistry, human Ad-MSCs were iden-
tified among the murine dermis both at 21 and 35 days. It is worth
noting that presence of human Ad-MSCs was greater at 35 days than at
21 days. Moreover, no inflammatory signs or cells were observed in any
sample (Fig. 7).

4. Discussion

Ad-MSCs are being considered for a variety of clinical applications
due to their plasticity, paracrine activity, immunomodulation, and
chemotactic activity (Ntege et al., 2020; Simonacci et al., 2018).
Ad-MSCs perform their immunomodulatory functions by reducing
infl ion and angiogenesis and enh. the proliferation of local
stem cells to reconstruct the damaged tissue (Oh et al., 2008). Besides,
thanks to their plasticity, the MSCs can also be differentiated in vitro into
multiple lineages and can be transplanted to restore a specific tissue
(Han et al., 2019).

A significant amount of evidence points to the great therapeutic
utility of Ad-MSCs in both preclinical and clinical models. Focusing on
the clinical field, previous studies have described the safety and efficacy
of the clinical use of Ad-MSCs in infl y ocular disord
epithelial ocular defects, against hair loss (Gentile, 2019), in tissue
regeneration of bone or soft tissue (Cervelli et al., 2013; Gentile et al.,
2019), and even in modulation of immune response in COVID-19
pneumonia (Gentile and Sterodimas, 2020). For the first cases, the
beneficial effects of topical application of MSC on the cornea have been
reported previously (Ahmed et al., 2015; Ma et al., 2006), since these
cells contribute to improve the reconstruction of the ocular surface by

dulating both infl ion and i is in animal models with
chemical injury. But the underlying mechanisms responsible for such
effects has not been elucidated until later (Oh et al., 2008), when was
described that paracrine effects mediated by IL-10, TGF-f, IL-6, and
TSP-1 from MSC could display such modulations. In the last few years,
the therapeutic potential of MSC for the treatment of the ocular surface
is gaining interest (Arnalich-Montiel et al., 2008; Calonge et al., 2019;
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Fig. 3. Phenotypic characterization of Ad-MSCs by flow cytometry. (A) Gating strategy and cell viability determined by PI staining. (B) Flow cytometry determi-
nation of cell surface markers CD105, CD90, CD73, CD166, CD44, CD29, CD45, CD34, CD14, CD19 and HLA-DR. Results of one representative donor are shown.

Fig. 4. Morphology of Ad-MSCs cultured in adjj i ic or chond
(bottom row).

Ma et al., 2006; Zeppieri et al., 2017).
For ophthalmic use, the most common source to obtain MSCs are
bone marrow and adipose tissue (Sahu et al., 2019), although which

ic induction media for 21 days before staining (top row) and alter staining

type of cell is more effective and suitable for cell therapy remains un-
known (Xu et al., 2017). These sources share similar features,
morphology, and immune phenotype (Izadpanah et al., 2006; Kern
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Fig. 5. SEM micrograph of the PRGF fibrin membrane (A), and Ad-MSCs adhered to the membrane surface (B).

Vimentin

DAPI

100 pm

Merged

Fig. 6. Immunofluorescence staining against vimentin (red) of cultured Ad-MSCs grown on a PRGF [ibrin membrane. Nuclei stained blue.

et al., 2006), and different studies have shown both as suitable for a
potential clinical application (Elman et al., 2014; Rasmussen et al.,
2014). We have used subcutaneous fat tissue to obtain Ad-MSCs due to
its accessibility, requiring only a minimally invasive procedure for bi-
opsy (Priya et al., 2012), and cost-effectiveness (Galindo et al., 2017).
In this study, Ad-MSCs were successfully expanded in vitro by the
explant method from a minimal subcutaneous fat biopsy without any
enzymatic digestion. Isolated cells were identified as Ad-MSCs according
to the minimal criteria defined by the International Society for Cell
Therapy (ISCT) (Dominici et al., 2006). Immune phenotyping results
were consistent with previous studies (Cowper et al., 2019; Lensch et al.,
2018; Zeppieri et al., 2013) where the Ad-MSCs between third and fifth
passage were strongly positive for main specific markers associated with
MSCs (CD105, CD73 and CD90) and negative for those associated with
hematopoietic stem cells or endothelial cells (CD45, CD34, CD14, CD19
and HLA-DR). Moreover, the isolated Ad-MSCs showed homogeneous

membrane the current gold standard (Calonge et al., 2019; Ma et al,,
2006; Sahu et al., 2019). However, amniotic membrane has some dis-
advantages such a as the need of a tissue bank for its production, its
limited availability, the need of storage and it will always result in an
allogeneic implantation, meaning that the disease transmissions and
immune responses in the receptor are still a major risk. By contrast PRGF
fibrin membrane is more accessible, has lower cost and is intended for
autologous use; therefore, it avoids all the major drawbacks associated
with the use of amniotic membranes.

In this study, we produced a PRFG fibrin membrane using the PRGF
Endoret® kit in ophthalmology, a closed system approved by the
Spanish Drug and Medical Device Agency to prepare autologous thera-
pies based on human blood plasma (Anitua, 1999; Anitua et al, 2013,
2015; Halme and Kessler, 2006). PRGF provides fundamental growth
factors, anti-infectious and proliferative properties and inhibits fibrosis
(Anitua et al, 2013, 2015). The potential role of autologous PRGF fibrin

cell populations among the d pl d, allowing the
standardization of the culture method. Additionally, Ad-MSCs cultured
in vitro preserved their multilineage differentiation capacity as they
could differentiate into adipocytes, producing intracellular lipidic vesi-
cles; osteocytes, producing calcium deposits; and chondrocytes pro-
ducing glycosaminoglycans and mucopolysaccharides.

Protocols for Ad-MSCs isolation, expansion and differentiation tend
to use animal derived products as culture supplements. In the present
study, Ad-MSCs were expanded in a culture medium supplemented only
with antibiotics and PRGF instead of FBS, since human sera derivatives
have proven to be as good as FBS for the proliferation and differentiation
of Ad-MSCs (Cowper et al., 2019; Lensch et al., 2018).

Avoiding the use of animal derived components is important in a
clinical context because they may result in graft rejection due to xeno-
geneic components and the transmission of pathogens, such as prions
(Halme and Kessler, 2006). For this same reason the use of human
derived carriers for implantation is preferable, being the amniotic

brane in ocular surface regeneration has been evaluated in patients
undergoing glaucoma filtering surgery with subconjunctival treatment
with autologous PRGF fibrin membrane as an adjuvant (Rodriguez-A-
girretxe et al., 2017). In addition, the safety and efficacy of the surgical
use of the PRGF fibrin membrane has been demonstrated in different
corneal and conjunctival pathologies as a graft or dressing (Sanchez-A-
vila et al.,, 2018). These studies revealed that, patients operated with a
PRGF fibrin membrane showed significant tissue regeneration, inflam-
mation and fibrosis were minimized, surgery success rates increased,
and the need of postoperative medications was reduced. In this case,
PRGF fibrin membrane could offer structural support for Ad-MSCs im-
plantation on an anti-fibrotic and anti-inflammatory carrier.
Immunofluorescence and SEM results show that Ad-MSCs could
adhere to the surface of the PRGF fibrin membranes, with proper
morphology and marker expression. These results are in line with other
authors, who proved that stem cells retain their morphologic and
phenotypic characteristics when cultured on fibrin (Llames et al., 2004;
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Fig. 7. Wound healing and human Ad-MSCs positively stained against vimentin (brown) in the murine subcutaneous tissue at 21 and 35 days. A representative
control for both times is shown, all controls showed no inflammatory signs and absence of vimentin stain.

Riestra et al., 2017).

PRGF fibrin membranes were easily manipulated and could be
grafted onto mice without any breakage. According to expectations,
unseeded PRGF fibrin membranes did not induce inflammation. The
most relevant result was that grafted Ad-MSCs remained viable, did not
elicit inflammatory responses, and seemed to proliferate as evidenced by
an increased immunostaining of vimentin at 35 days compared to 21
days. These results are consistent with other studies and suggest that
grafts seeded with Ad-MSCs are non-inflammatory, survive up to 12
‘weeks in athymic mice and enhance tissue regeneration in comparison
with the unseeded graft (Hung et al., 2014).

Nevertheless, further studies should be addressed in order to fully
support the applicability of Ad-MSCs obtained using the protocol
described in this manuscript, to treat ocular lesions. However, since Ad-
MSCs and PRGF could be easily obtained from the same donor, this work
shows the possibility of developing a 1 tr
tailored to the patient.

5. Conclusions

A simple xeno-free system for obtaining and grafting MSCs expanded
from subcutaneous fat tissue has been developed. The present results
could accelerate the translation of MSCs from the bench to the treatment
of ocular surface disease due to its ease to be upgraded to clinical grade

manufacture, setting the future direction of standardization of MSC-
based therapies using a xeno-free and minimally invasive approach for
MSCs isolation, expansion and implantation.
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ENRT IS

Abstract: The skin is the largest organ in the human body, comprising the main barrier against
the environment. When the skin loses its integrity, it is critical to replace it to prevent water loss
and the proliferation of opportunistic infections. For more than 40 years, tissue-engineered skin
grafts have been based on the in vitro culture of keratinocytes over different scaffolds, requiring
between 3 to 4 weeks of tissue culture before being used clinically. In this study, we describe the
development of a polymerizable skin hydrogel consisting of keratinocytes and fibroblast entrapped
within a fibrin scaffold. We histologically characterized the construct and evaluated its use on an
in vivo wound healing model of skin damage. Our results indicate that the proposed methodology
can be used to effectively regenerate skin wounds, avoiding the secondary in vitro culture steps and
thus, shortening the time needed until transplantation in comparison with other bilayer skin models.
This is achievable due to the instant polymerization of the keratinocytes and fibroblast combination
that allows a direct application on the wound. We suggest that the polymerizable skin hydrogel is
an inexpensive, easy and rapid treatment that could be transferred into clinical practice in order to
improve the treatment of skin wounds.

Keywords: skin regeneration; tissue engineering; cellular therapy; hydrogel

1. Introduction

The skin is the largest organ of the body accounting for about 15% of the total body
weight in adults [1]. Skin performs many vital functions including protection (UV light
absorption, pathogens, mechanical), perception (touch, temperature, pain) and regulation
(thermal, hydration, excretion) [2]. Skin injuries caused by burns, chronic ulcers and genetic
or somatic diseases cause loss of skin integrity that compromises the skin barrier and
impairs its physiological functions; requiring effective treatment to prevent morbidity and
mortality [3]. In cases where a significant amount of skin tissue is lost due to injury, it
is essential to replace it to prevent water loss and to mitigate the risk of opportunistic
pathogens that could lead to infections. The World Health Organization (Geneva, Switzer-
land) estimates that nearly 11 million burn injuries per year worldwide require medical
attention, with approximately 180,000 leading to death [4,5].

To restore damaged skin, different skin models developed by tissue engineering are
used [6]. Since keratinocytes were successfully cultured in the laboratory 40 years ago [7],
the transplant of autologous keratinocyte sheets became a relatively common clinical
practice, however it still presents many limitations that prevent its worldwide adoption:
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fragility, difficult handling, unpredictable take rate, high cost and sensitivity to mechanical
forces due to the lack of a dermal component [8,9]. In the following years, the development
of bilayer skin substitutes was attempted in order to mitigate these limitations. Each
bilayer skin substitute model has its own characteristics but all of them have in common a
first epithelial layer and a second dermal layer below it. The dermal component of these
substitutes can be composed of synthetic substrates [6], acellular protein matrix [10,11],
decellularized dermis [12] or fibroblasts dispersed within protein scaffold [13]. In the
last case, fibrin, a component derived from blood plasma, has been widely used as a
scaffold to develop human dermis equivalents, having the advantages of low price, high
availability and good tolerance to keratinocytes and fibroblasts [14,15]. Additionally, fibrin
can be produced as an autologous scaffold [16]. However, these bilayer approaches require
incubation periods ranging from 3 to 4 weeks to form a fully differentiated epithelium prior
to transplant.

Guided by our experience producing skin equivalents based on plasma for human
transplantation [17-21], we attempt to produce a completely autologous polymerizable
skin that can be fabricated directly onto the wound bed. Moreover, the thickness of this
hydrogel does not limit its nutrition from the vascular network present in the wound bed.

Polymerizable hydrogels are gaining much recent attention due to their soft properties
similar to extracellular matrix, adjustable physical and chemical properties, and their
ability to fill any irregular shape wound [22]. They can keep wounds moist, absorb excess
tissue exudate, allow gas permeation, rehydrate eschar, aid in autolytic debridement,
protect wounds against infection, scavenge free radicals [23] and can act as a reservoir for
therapeutic agents or other chemical substances [24,25].

In this study, we have developed a two-component hydrogel, consisting of thrombin
concentrate (polymerization-inducing agent) and fibrinogen (clotting component). This
system allows the hydrogel to be stably deposited on the wound bed and to instantaneously
polymerize. Here, we describe our proof-of-concept study to engineer human skin in a
layer-by-layer assembly process using fibroblasts and keratinocytes as representative cell
types. We proved that this polymerizable skin hydrogel can be applied directly onto the
wound, avoiding the previous culturing and differentiation processes of conventional
skin equivalents, and decreasing the cost-effectiveness ratio by reducing the time of skin
production. We present a novel fully autologous approach in which all its components
could be easily obtained from the patient itself. We show the outcome of the in vitro results
of this new model of polymerizable human skin hydrogel, as well as a histological study of
the wound healing animal model treated with this hydrogel.

2. Results
2.1. Analysis of Thrombin Concentrate and Fibrinogen Samples

Thrombin activity and fibrinogen concentration were quantified. The stability of these
two parameters after freezing and thawing at different times was also studied.

The average concentration of fibrinogen in the FFPs was 1.92 = 0.51 g/L. The average
enzymatic activity in the thrombin concentrate was 2225.02 4= 952.00 UI/mL, and the pH
was kept close to 7.0 in all cases. Thrombin concentrate activity and fibrinogen concentration
did not show any significantly statistical difference after freeze storage at —80 °C up to
30 days (Figure 1).
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Figure 1. Analysis of thrombin concentrate and fibrinogen samples. (A) Fibrinogen concentra-
tion (g/L) in each FFP used. (B) Enzymatic activity (UI/mL) in each thrombin concentrate pro-
duced. (C) Standard curve used to calculate the enzymatic activity of each thrombin concentrate
[y (UI/mL) = —3.4503 x x(s) + 161.09]. (D) Fibrinogen concentration (g/L) variation after storage at
—80 °C and thawing at different times up to 30 days. Samples did not show a significative depletion
(p > 0.05). (E) Enzymatic activity (UT/mL) variation after storage at —80 “C and thawing at different
times up to 30 days. Samples did not show a significative depletion (p > 0.05). Data expressed as
mean =+ SD.

2.2. Viability Assay

Thrombin concentrate and fibrinogen toxicities were studied in fibroblasts.

Neither thrombin concentrate nor fibrinogen significantly reduced cell viability in fi-
broblasts after 24 h exposure (Control: 98.16 =+ 2.03%; Thrombin concentrate: 83.93 =+ 21.43%;
Fibrinogen: 98.64 £ 1.36%). Moreover, there was no statistical difference between cell den-
sities after the exposure period between any group (Control: 271 + 27 cells/cm?; Thrombin
concentrate: 242 -+ 29 cells/cm?; Fibrinogen: 232 £ 20 cells/cm?) (Table 1).
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Table 1. Viability assay. Fibroblasts viability and cell density after being cultured in the presence
of thrombin concentrate and fibrinogen. Samples prepared from FFPs did not show toxicity in
fibroblasts since the number of cells per cm? and the cell viability did not decrease significatively.

Group Cell Viability (%) Cell Density (Cells/cm?)
Control 98.16 + 2.03 271 £27
Thrombin 83.92 4 21.43 p>0.05 242 +29 p>0.05
Concentrate
Fibrinogen 98.64 + 1.36 232 420

2.3. Polymerizable Hydrogel Formation

The fibrinogen could not form fibrin hydrogels in the absence of thrombin. The time of
polymerization was less than the sensitivity of the fibrin timer (<5 s) after mixing fibrinogen
with the thrombin concentrate.

2.4. In Vitro Fabrication of Polymerizable Skin Hydrogel

Both skin hydrogel polymerization and cell growth were analyzed in vitro.

Polymerizable skin hydrogels fabricated with thrombin concentrate were not homo-
geneous. The rapid speed of polymerization caused bulges on the surface of the gels. So
thrombin concentrate diluted 1:10 in calcium buffer, was used for the following experi-
ments. Polymerizable skin hydrogels fabricated with diluted thrombin concentrate, were
homogeneous, attached to the transwell membrane and did not retract during the culture
period or during the air-liquid interface phase.

The immunofluorescence studies showed that the keratinocyte hydrogel layer ap-
peared firmly attached to the fibroblast-containing fibrin hydrogel. Both keratinocytes and
fibroblasts were viable and grew in their respective layers occupying the entire surface
homogeneously (Figure 2).

Figure 2. Immunofluorescence study of skin hydrogels fabricated in vitro after 7 days of air-liquid
culture. Continuous keratinocyte layer (in red, excitation/emission: 480/527, labelled with anti-
human high molecular weight cytokeratin antibody) firmly attached to the underlying fibroblasts-
containing hydrogel. Fibroblasts (in green, excitation/emission: 360/470, labelled with anti-vimentin
antibody) grew homogeneously across the dermal layer. Scale bar: 50 pm.
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2.5. In Vivo Fabrication of Polymerizable Skin Hydrogel

Both skin hydrogel polymerization and wound healing were analyzed in vivo.

Polymerizable skin hydrogels fabricated with diluted thrombin concentrate were not
able to attach to the wound bed. The polymerization time was very slow and no adhesion
to the surrounding tissue was observed. The hydrogel was spilled on the back of the mice,
not being able to remain in the wound until coagulation was completed.

In contrast polymerizable skin hydrogel fabricated with thrombin concentrate adhered
to the wound bed and its edges, and did not show any detachment before being covered
with the devitalized skin in any case. The devitalized skin shrank and spontaneously
detached from back of the mouse 14-21 days after transplant. After detachment of the
devitalized skin, the regenerated human skin appeared darker and thinner than the sur-
rounding tissue. The skin was completely regenerated, and the wounds were healed and
closed in all cases (Figure 3). The control group (hydrogel without human cells) showed no
difference with respect to the group treated with the polymerizable skin in terms of wound
healing time.

Figure 3. In vivo fabrication of polymerizable skin hydrogel. (A) In vivo extrusion of the polymeriz-
able skin hydrogel. (B) Extruded hydrogel on the wound bed at room temperature remained stable
without leaking. (C) Devitalized murine skin sutured to the dorsum of the mouse after surgery.
(D-F) Wound healing follow-up. Devitalized skin shrank and detached gradually from the back
of the mouse. (G) Regenerated human skin in the back of the athymic mouse. Wound completely
healed after 21 days.

The immunohistochemical study of the group treated with the polymerizable skin
showed the formation of a keratinized epithelium over a dermal layer, which were recog-
nized by human specific anti-involucrin, anti-cytokeratin 10 and anti-vimentin antibodies.
Cytokeratin 10 and involucrin were expressed in the spinous, granulous and corneal layers
and vimentin was expressed in the human fibroblasts located in the dermis. Immunohisto-
chemical studies of control group (treated with hydrogel without human cells) revealed, as
expected, absence of labelling for the aforementioned antibodies (Figure 4).
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Figure 4. Immunohistochemistry study of the regenerated skin in athymic mouse. 21 days after
treatment with the polymerizable skin hydrogel, the human regenerated skin showed positive
labelling for involucrin and cytokeratin 10 in the suprabasal layers. Vimentin labelled full thickness of
human dermis and some cells located into the dermis of the grafted area. Scale bars: 50 um. Vimentin
scale bar: 200 pm. In the control group (hydrogel without human cells) wound closure is achieved
by murine cells from the wound edges. Biopsies from the treated area showed no labelling for the
antibodies used.

3. Discussion

This study shows the development of a new polymerizable skin hydrogel based on
FFP and containing both dermal and epidermal cells. This hydrogel can be applied directly
over a wound bed thanks to the rapid polymerization and allows skin regeneration in
a full thickness wound model. The polymerizable skin hydrogel described here opens
the possibility of a complete autologous system in which all the components (fibroblasts,
keratinocytes, fibrinogen and thrombin concentrate) come from the patient themselves.

Clotted plasma is the naturally occurring temporary wound cover involved in efficient
re-epithelization and connective-tissue reorganization [17]. Plasma factor I (fibrinogen)
is a polymerizable protein, and it represents the clotting faction, while plasma factor
IIa (thrombin) is a serine protease that converts soluble fibrinogen into insoluble fibrin
strands. Both fibrinogen and thrombin are medical products commonly used in clinical
practice. The use of FFP to obtain both components of the hydrogel has the advantage
of being cheap, readily available and could prevent the transmission of communicable
diseases and immunological reactions if it is obtained from an autologous origin [14-16].
Additionally, fibrinogen and thrombin concentrate can be stored with high stability for
future use if the patient requires several procedures. These results are consistent with
previous studies [26-28], where it was proven that coagulation factors are stable when
stored at temperatures lower than —20 °C for 24 months without significant changes in most
coagulation factors including the fibrinogen and the thrombin, allowing the preservation
of this biomaterials for long periods of time.
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Neither viability nor cell density was impaired in the presence of fibrinogen or throm-
bin concentrate. We must recognize that these studies were performed only with dermal
fibroblasts because keratinocytes cannot be cultured in the absence of feeder cells, and
the latter could invalidate the results by not being able to be distinguished from the ker-
atinocytes. Nevertheless, the fact that the keratinocytes remained in the wound and were
able to regenerate human skin in the murine wound healing model suggests that the
viability of these cells has not been affected.

In previous models of bioengineered skin based on clotted plasma, coagulation is ob-
tained by recalcification which usually takes between 15-30 min, is temperature dependent
(it does not occur at temperatures <37 °C) [13,17,29,30] and constitutes solely the dermal
layer. In a secondary step, keratinocytes need to be cultured over the fibroblasts-containing
fibrin dermal equivalent, covered with culture medium and cultured for several days prior
to its use [13,17]. The polymerizable skin hydrogels described here consist of entrapped
fibroblasts and keratinocytes on a fibrin substrate that are clotted using active thrombin
concentrate, purified from FFP, in a process that last less than 5 s at room temperature. The
fast polymerization of the skin hydrogel allowed it to fix itself to the edges of the wounds
without any detachment, which would be impossible using calcium chloride.

The polymerizable skin model was able to support the proliferation of both cell types
(fibroblasts and keratinocytes), both in vitro and in vivo. Cells grew and presented their
characteristic morphology until the end of the culture as shown by immunohistochemical
studies. Dispersedly distributed keratinocytes entrapped within the hydrogel were able to
form a continuous cell layer over the dermal component as seen after 11 days of in vitro
culture. Even though the level of differentiation was not the same as that observed in the
in vivo model, this does not exclude this approach from being capable of providing viable
cells to the wound bed, which can promote the correct formation of an epidermis in vivo,
as showed after 21 days of maturation in vivo. These findings are consistent with those
described by Mazlyzam [31] who demonstrated the formation of a living bilayer human
skin equivalent fabricated with entrapped keratinocytes and fibroblasts on independent
layers of human fibrin coagulated with calcium chloride.

As well as in previous bioengineered skin models, primary cultures of fibroblasts and
keratinocytes must be performed in order to obtain a sufficient number of cells to generate
the bioengineered skin or the polymerizable hydrogel. One of the advantages of this new
polymerizable skin model is that it is rapidly used since it can be applied without the need
for a secondary culture of keratinocytes over the fibroblast containing dermal matrix. In
contrast with previous models in which, this secondary cultivation would take at least
10 additional days.

The concentrated thrombin showed such a fast polymerization rate that it was difficult
to deposit the polymerizable skin hydrogel homogeneously on the flat, dry transwell sur-
face. By diluting the thrombin concentrate we were able to slow down the polymerization
rate to suit our needs. In the in vivo fabrication model, it was decided to use the thrombin
concentrate directly to be able to apply the polymerizable skin hydrogel to an irregular,
convex and wet wound surface without spilling it. In this case, the polymerizable skin
hydrogels were produced by a similar method to the ones that are used to generate fibrin
glues, which are characterized by their high adhesion forces [32] and already showed to be
of good use in oral and maxillofacial surgeries [33,34], ophthalmological surgeries [35,36]
and to prevent bleeding after gastric endoscopic dissection [37].

The regenerated tissue obtained after implantation of the polymerizable skin hydrogel
in a full-thickness wound model showed complete maturation and integration in the host
tissue despite not being cultured prior to transplantation as evidenced by the immunohisto-
chemistry results. Human fibroblasts are disseminated in the murine dermis, contributing
together with recipient’s cells, to dermal regeneration. Epithelial cells were surrounded
by the host tissue, and the regenerated epithelium presented the four strata of a normal
skin (basal, spinous, granular and corneum strata) as evidenced by the suprabasal layers
labelled with cytokeratin 10 and involucrin.



DIVULGACION

210

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 4837

8of 14

We found no difference in wound healing time between the control group and the
polymerizable skin group. This could be attributed to a non-critical wound size, resulting
in wound closure due to natural contraction during the healing process. In addition, the
plasma hydrogel provides a whole-blood set of cytokines, attachment factors and platelet-
derived growth factors that make these plasma-based scaffolds offer a highly proliferative
environment for epithelial cells [17] present in the wound edges. Animal models of wound
healing do not represent a real clinical situation, since wounds are created de novo and the
wound bed is in an optimal situation. Animal models of chronic wounds are very complex
to simulate and even more so with athymic animals.

However, in a real clinical situation, a complete healing of the wound would not be
achieved with the plasma hydrogel alone. Epithelial stem cells are needed not only to
promote wound closure, but also to remain on-site and renew the epithelium throughout
the life of the individual. Fibroblasts also play an important role since they collaborate on
extracellular matrix and connective tissue formation. Fibroblasts are capable of producing
and secreting metalloproteinases, collagen, fibronectin, proteoglycans and several growth
factors (VEGF, FGF, PDGF) which are potent angiogenic factors [38].

At the clinical level one of the limitations of our method is that it requires as many
cells as the methods previously described [13,17]. This is a major setback in the case of
severe burn patients in which a great area of polymerizable skin hydrogel would have to be
prepared. However, this will not be as limiting in the case of patients or lesions requiring
small areas of polymerizable skin such as: wounds in patients suffering from epidermolysis
bullosa, giant congenital nevus resections, chronic ulcers, lesions of the oral cavity, vaginal
reconstruction, etc.

One of the advantages of this model is that it does not require adhesion to a solid
support for its handling, like our previous model [17-21,39]. This makes it a much simpler
model to handle as it can be applied with a conventional syringe.

An additional advantage of this polymerizable skin model for use in a clinical situation
is its rapid polymerization. This characteristic can facilitate its application in humid regions
with difficult topography such as the oral cavity and the vaginal area. In addition, it may
avoid the use of splints and/or prostheses to keep the gel adhered to the wound bed during
the wound healing period.

The polymerizable skin hydrogel model here described is based on a cell culture
system that has been employed to treat burns for more than 40 years. In addition, FFP
derived products used for this work have been shown to be safe for use in humans. For
all these reasons, this product is closer to complying with all regulatory requirements in a
shorter time frame and thus closer to being transferred to the patient’s bedside.

Having a product, such as the one described in this study, which is easily applied
directly into wounds, would result in an improvement in the current treatments for skin
defects, not only because it would represent a faster and cheaper alternative to skin equiv-
alents but also because it would ease the overall application of cell products on patients,
finally resulting in the improvement of their quality of life.

4. Materials and Methods
4.1. Thrombin and Fibrinogen Preparation

Blood bags of 220-300 mL fresh frozen plasma (FFP) were obtained from 24 altruistic
donors (between 25-65 years of age) from the regional blood and tissue bank (Centro
Comunitario de Sangre y Tejidos, CCST, Asturias, Spain) according to the standards of the
American Association of Blood Banks and European and Spanish laws and regulations.

FFP was thawed at 37 °C for 20-30 min and 20 mL was retained to use as the clotting
component of the hydrogel (hereafter fibrinogen). The rest of the FPP was used to extract
the thrombin concentrate by acid precipitation and defibrination with calcium according to
the method described by Quarmby J et al. [40] with some modifications. Briefly, 200 mL of
FFP was precipitated in 800 mL of 0.04% acetic acid, and the solution was centrifuged at
1500 g for 20 min at 21-23 °C. The pellet was resuspended in 20 mL calcium buffer that
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contained 0.9% sodium chloride, 0.03% sodium bicarbonate and 25 mM calcium chloride,
and then the mixture was vortex-mixed for 2 min and incubated at room temperature for
15 min. After incubation, the solution was filtered through a 40 um nylon cell strainer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The precipitated fibrin retained in the filter
was removed, and the thrombin concentrate was collected. The pH of thrombin concentrate
in calcium buffer was measured with Fisherbrand™ pH Indicator Paper Sticks (Thermo
Fisher Scientific).

Finally, both samples (fibrinogen and thrombin concentrate) were aliquoted and stored
at —80 °C until further use.

4.2. Fibrinogen Quantification

Fibrinogen concentration was measured using the Clauss method [41], where 100 pL
of fibrinogen samples were clotted in the presence of an excess of thrombin (200 uL of
Multifibren U® 50 UI/mL, Siemens AG, Munich, Germany) in a Behring Fibrintimer IT
(Dade Behring, Deerfield, IL, USA) at 37 °C. The clotting times were recorded in duplicate,
and the fibrinogen concentration was calculated from a standard curve calculated using
the date tables provided by the kit’s manufacturer (Siemens AG).

4.3. Thrombin Activity Quantification

The thrombin activity was determined as follows: 100 uL of 2.11 g/L fibrinogen was
clotted by adding 200 uL of thrombin concentrate samples diluted with calcium buffer
(1:5 to 1:40) in a Behring Fibrintimer II at 37 °C. The clotting times between 18-35 s were
recorded in duplicate, and the thrombin activity was calculated from a standard curve set
up by clotting 100 pL of 2.11 g /L fibrinogen with different thrombin activities (from 50 to
100 UI/mL).

4.4. Stability Study

Effects of freezing and frozen storage of thrombin concentrates and fibrinogen were
analyzed by storing them at —80 °C. For this purpose, fibrinogen concentrations (1 = 6)
and thrombin activities (1 = 6) were measured after 15 and 30 days of frozen storage as
previously described.

4.5. Primary Cultures of Keratinocytes and Fibroblasts

The present research was conducted according to the guidelines of the Declaration of
Helsinki and approved by the Ethics Committee of Principado de Asturias (Protocol Code:
2020.50; 23 March 2020). For this study, three skin biopsies of 2-3 cm? were obtained from
deceased organ donors after informed written consent following Spanish laws in organ
and tissue donation.

Keratinocytes and fibroblasts were cultured following previously described meth-
ods [7] with slight modifications by our laboratory [13,17]. Keratinocytes were cultured
in presence of lethally irradiated 3T3 feeder cells. The keratinocyte culture medium was a
mixture of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Thermo Fisher Scientific) and
Ham'’s F12 (F12, Thermo Fisher Scientific) (2:1) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS), 100 U/mL penicillin, 0.10 g/L streptomycin, 5.0 ug/mL insulin, 8.33 ng/mL cholera
toxin, 0.40 ug/mL hydrocortisone, 1.30 ng/mL triiodothyronine, and 24 pug/mL adenine
(Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA). The keratinocyte medium was replaced every three
days, and 10 ng/mL epidermal growth factor (EGF) (Sigma-Aldrich) was added since
the first replacement. The fibroblast culture medium was a mixture of DMEM and F12
(2:1) supplemented with 10% FBS, 100 U/mL penicillin and 0.10 g/L streptomycin and
was replaced every three days. Both cultures were incubated in a humidified 5% CO;
atmosphere at 37 °C until confluence (7-12 days). Cultures were amplified to obtain a
sufficient number of cells to carry out the experiments (7-12 days).
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4.6. Viability Assay

Thrombin concentrate and fibrinogen toxicities were studied in fibroblasts by a fluo-
rescence viability test with propidium iodide (red fluorochrome) and Hoechst dye (blue
fluorochrome). Dermal fibroblasts were seeded in a 6-well plate (Thermo Fisher Scientific)
and cultured until 70-80% confluent. Next, thrombin concentrate and fibrinogen were
thawed at 37 °C, and separately diluted in culture medium at 1:1. Then, fibroblasts were
incubated with 100 uL/cm? of culture medium (1 = 4, control group), thrombin concentrate
(1 = 4, thrombin concentrate group) or fibrinogen (1 = 4, fibrinogen group) for 24 h.

After incubation, cells were washed in PBS and stained with 10 pg/mL propidium
iodide (Thermo Fisher Scientific) and 2 ug/mL Hoechst staining (Thermo Fisher Scientific)
in DMEM:F12 (2:1) for 30 min at 37 °C. Finally, cells were examined under a DM6000B
fluorescence microscope (Leica, Wetzlar, Germany) and photos were taken in triplicate
using a DFC310 FX camera (Leica) at x400 magnification. Next, red and blue nuclei were
counted by a single blinded researcher using Image] software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). To assess toxicity, cell density and cell viability were calculated
according to the following formulas.

blue nucleus

Cell density (cells/ cmz) = Tageans (co)

(blue nucleus — red nucleus) G

Cell viability (%) = 100

blue nucleus

4.7. Preparation of Polymerizable Hydrogel

The polymerization time of the hydrogel was measured as follows: 150 pL of fibrino-
gen and 150 uL of thrombin concentrate were mixed in a Behring Fibrintimer I, the clotting
times were recorded in duplicate.

Keratinocyte and fibroblast cell cultures were treated with trypsin-EDTA, centrifuged
(400x g, 10 min) and counted. Keratinocytes were resuspended in 2 mL of fibrinogen at
3 x 10° cells/mL, and then, the fibroblasts were resuspended in 2 mL of fibrinogen at
3.7 x 10° cells/mL. The cell suspensions were drawn into 2 mL syringes (BD Biosciences,
CA, USA).

Thrombin concentrate was used at normal concentration and also diluted (1:10) in
calcium buffer. To prepare the polymerizable hydrogel, one syringe containing thrombin
and one containing fibrinogen/ cells (either fibroblasts or keratinocytes) were connected to
a single 25 G needle (BD Biosciences), and syringes were simultaneously extruded.

4.8. In Vitro Fabrication of Polymerizable Skin Hydrogel

To fabricate the in vitro skin hydrogel, 0.15 mL/ cm? of thrombin concentrate, or
0.15 mL/cm? of diluted 1:10 thrombin concentrate, and fibroblast-containing fibrinogen
(hereafter dermal layer) were extruded on a 24 mm Corning® Transwell® permeable sup-
port (Sigma-Aldrich). The plate was transferred to the incubator to coagulate (5-10 min at
37 °C). Then, 0.05 mL/cm? of thrombin concentrate, or 0.05 mL/cm? of diluted 1:10 throm-
bin concentrate and keratinocyte-containing fibrinogen (hereafter epidermal layer) was
extruded over the dermal layer. The plate was transferred again to the incubator to coagu-
late (5-10 min at 37 °C). Hydrogels were then covered with keratinocyte culture medium
supplemented with 1.5 mg/mL tranexamic acid (B. Braun Medical S.A., Rubi, Spain), and
incubated in a humidified 5% CO, atmosphere at 37 °C for 3—4 days. Next, polymerizable
skin hydrogels were maintained at the air-liquid interface for 7 days in the keratinocyte cul-
ture medium supplemented with 1.5 mg/mL tranexamic acid and 10 ng/mL EGF (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA), to enhance stratification of the epithelium. Samples were
finally fixed in 4% paraformaldehyde for subsequent immunofluorescence analysis.
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4.9. In Vivo Fabrication and Transplant of Polymerizable Skin Hydrogel

Immunodeficient athymic nude mice (N = 6, male, 6-7 weeks, 25-30 g) were purchased
from Charles River Laboratories (Ecully, France) and kept and used at the Animal Experi-
mental Centre of the University of Oviedo (Asturias, Spain) in pathogen-free conditions.
All animal experiments were approved by the competent regional authorities (Spanish
registration code PROAE 21/2019) and were conducted according to European and Spanish
laws and regulations.

Polymerizable skin hydrogel was extruded on the back of each mouse, previously
anaesthetized with 2% isoflurane, by the methodology described in the previous section.
Briefly, a 4.5 cm? full thickness circular wound was performed on the back of each mouse
and the skin was removed and devitalized by three cycles of freezing and thawing (grafting
protocol commonly used by our group) [42]. Next, dermal layer and epidermal layer were
extruded on the wound bed (polymerizable skin group, n = 3), and the polymerizable skin
hydrogel was protected from traumas by covering it with the devitalized mouse skin as
biological bandage and sutured with a 4-0 nylon suture. A control group (1 = 3) underwent
the same procedure but used only the polymerizable hydrogel, without human skin cells.

Examinations were performed on each mouse on a weekly basis and pictures of the
grafted site were taken during the follow-up period. Finally, mice were euthanized by
CO; inhalation and tissue samples were harvested and fixed in 4% paraformaldehyde for
subsequent immunohistochemical analysis.

4.10. Immunofluorescence

In vitro polymerizable skin hydrogels were embedded in paraffin, sectioned and
stained with anti-human high molecular weight keratin antibody (1:40, clone 34E12, Dako,
CA, USA) and anti-human vimentin (1:100, clone SP20, Abcam, Cambridge, UK). De-
paraffinized tissue sections (5 um) were rinsed with PBS solution twice for 10 min, and
permeabilized in a PBS solution containing 0.3% Triton X-100 (Sigma Aldrich) for another
5 min. Following this, the samples were incubated at 4 °C overnight with primary anti-
bodies (1:100) containing 10% normal goat serum (Fischer Scientific, Hampton, NH, USA)
as a blocking agent. After several washes, samples were incubated with corresponding
secondary antibodies (1:500) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) for 2 h at room tem-
perature, and were finally stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) to allow
nuclei visualization. Photos were captured using the DM6000B fluorescence microscope
(Leica) fitted with a DFC310FX camera (Leica).

4.11. Immunohistochemistry

The samples from athymic mice’s grafted area (control and polymerizable skin groups)
were fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Deparaffinized tissue
sections (5 um) were rinsed with PBS solution twice for 10 min, incubated 5 min in 3%
hydrogen peroxide (Sigma Aldrich) in absolute methanol (Sigma Aldrich) to inactive
endogenous peroxidases, and permeabilized in a PBS solution containing 0.3% Triton X-100
for another 5 min. Following this, the samples were incubated for 48 h at 4 °C with primary
antibodies anti-human involucrin (1:100, clone SY5, Sigma Aldrich), anti-human keratin 10
(1:100, clone LH2, Abcam) or anti-human vimentin (1:100, clone SP20, Abcam), containing
10% normal goat serum as a nonspecific reaction blocking agent. Next, samples were
incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibody (1:200) (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) for 2 h. Subsequently, the samples were incubated with 0.03% H,O»
(Vector Laboratories), 0.1% 3,3'-diaminobenzidine (Vector Laboratories) in 0.1 M PBS pH
7.4 for 10-20 s or until a brown precipitate appeared. Finally, nuclei were counterstained
with haematoxylin and tissue slides were dehydrated, cleared, and mounted. Photos
were captured using the DM6000B bright-field microscope (Leica) fitted with a DFC310FX
camera (Leica).
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4.12. Data Analysis

Graphic representations and linear regression were performed using Excel version
2016 (Microsoft®, Redmond, WA, USA), and statistical evaluation was performed using IBM
SPSS Statistics version 22 (IBM Corp, Armonk, NY, USA). The normal distribution of tested
values was assessed by the Shapiro-Wilk method. Significant differences among defined
groups were tested using parametric tests, one-way ANOVA followed by a Student’s t-test
(for stability study and the cell density in the viability assay) and using the non-parametric
test Mann-Whitney U (for the cell viability in the viability assay). A difference at a level of
p < 0.05 was considered to be statistically significant. The quantitative data is expressed as
mean =+ SD.

5. Conclusions

In conclusion, the polymerizable skin hydrogel described in this work is a novel
system based on techniques and products commonly used in tissue engineering. Itis a
simple, portable and affordable hydrogel that has a demonstrated ability to regenerate
skin in a full thickness wound model. Moreover, the methodology and results of this work
create the possibility of a completely autologous system in which all the components come
from the patient themselves. For all the above-mentioned reasons, we suggest that this
hydrogel could be used as an Advance Therapy Medical Product, fulfilling all the pertinent
regulations, in a short period of time.
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Abstract: This study proposes a method to prepare autologous bio-based fibrin glue (FG) for use in
ophthalmic surgery. FGs containing three fibrinogen concentrations and a thrombin concentrate
were prepared using human blood from five donors (FG1: physiological fibrinogen concentration;
FG2 and FG3: concentrated fibrinogen). The adhesion strength was tested, and the clinical safety
and efficacy were studied in rabbit eyes in conjunctival surgery. A commercial FG was used as a
control. I'rom cach donor, 2 mL of I'G was prepared, containing 1 mL of 3.49 + 0.78 (I'G1), 17.74 +
4.66 (FG2), or 47.46 + 9.36 mg/ml. (FG3) of fibrinogen and 1 mT. of 2248.12 + 604.20 UT/mI. of throm-
bin. The average adhesion strength increased with the fibrinogen concentration, from 1.49 + 0.39
kPa (FG1) to 3.14 + 1.09 kPa (FG3). FG1 showed poor results when used for autograft adhesion. In
contrast, the conjunctival autografts were successfully grafted using I'G2 and I'G3, revealing equiv-
alent adhesion properties compared with commercial I'G, but with less inflammation. In conclusion,
FGs could be prepared on demand within minutes from small volumes of human blood, using a
method that results in FGs which exhibit good adhesion capacity and are also safe and effective in
a preclinical study.

Keywords: fibrin glue; tissue glue; sealant; tissue adhesive; ophthalmology

1. Introduction

Sutures are medical devices used to sew body tissues together to close an injury or a
surgical incision. There are many suturing techniques and suture materials available; sur-
geons are responsible for selecting the appropriate choice in each case during clinical in-
terventions. Anideal suture is one which is easily manageable, non-allergenic, and afford-
able, and does not promote post-surgical pain, inflammation, and infection [1].

In recent years, tissue adhesives (also known as tissue glues or sealants) have gained
popularity in surgical procedures in order to replace sutures in certain situations, duc to
their ease of use, minimal pain to the patient, lack of tissue penetration, and rapid appli-
cation in comparison to sutures [1-3]. For ophthalmic use, tissue adhesives are classified
in two basic categories [1,4]: synthetic (commonly based on n-butyl-2-cyanoacrylates [5]
and polycthylene glycol [6,7]) and biological (commonly based on fibrin [5,7,8]).
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Synthetic adhesives are used due to their high adhesion strength, instant adhesion,
and no risk of transmitting infectious agents. However, synthetic adhesives show higher
cytotoxicity than biological adhesives, and when used often result in abnormal scarring
because they are not casily degraded during the healing process [6]. On the other hand,
biological adhesives are progressively degraded by cells without toxicity and are well tol-
erated in the eye [4,9,10]. In addition, biological adhesives show numerous advantageous
properties compared with synthetic adhesives. They allow enough working time before
polymerizing, are able to reach adequate adhesion strength to maintain wound integrity,
induce less inflammation, and are clear enough to allow vision [1]. However, biological
adhesives also present several downsides compared with synthetic adhesives, because bi-
ological adhesives may carry the risk of transferring infectious agents and show limited
adhesion strengths [11]. Nevertheless, because in ophthalmology the demand of adhesion
strength is low, biological adhesives represent a more interesting clinical tool than syn-
thetic adhesives.

In recent years, bio-based fibrin glue (FG) adhesives have increasingly been used in
different ocular procedures such as pterygium surgery, corneal flap tears and dislocations,
treatment of corneal perforations and melts, or cataract and retinal surgeries [5,12,13].
These FGs include a fibrinogen component and a thrombin component, both prepared by
processing plasma, which polymerize by mimicking the final steps of fibrin coagulation
cascade [1]. Most of the FGs used in clinical practice are commercially available [9]; how-
ever, cach one slightly differs in its composition (concentrations and excipients) and mech-
anisms of delivery. All commercially available FGs are made from human pooled plasma
of different blood donors and contain high concentrations of fibrinogen (40-110 mg/mL
[14]) which consequently produce firm clots [2]. However, the allogeneic origins and the
high cost of these commercial adhesives represent the main limitations for their wide ac-
ceptance.

As alternatives to the use of expensive allogenic FGs, non-commercial autologous
FGs can be prepared by combining citrated blood plasma with calcium chloride [10,15,16].
However, physiological concentrations of fibrinogen and thrombin are variable in the
population, and as result, autologous FGs have low adhesion strength, produce less firm
clots, and the coagulation time is higher than in commercial FGs [10,15-17].

To increase adhesion strength, numerous techniques [18-23] have been used to pre-
pare FG, cither from allogencic or autologous plasma. Fibrinogen can be concentrated
from plasma by cryoprecipitation or chemical precipitation. Thrombin can be purified
from plasma by chromatography or acid precipitation. Additionally, autologous serum
can be used as the thrombin component.

In this study, we have developed a new method to prepare autologous FGs based on
concentrated fibrinogen and thrombin using small amounts of human blood obtained by
venipuncture. We describe the production method of FGs, the characterization of their
mechanical propertics, and the preclinical results after applications as conjunctival adhe-
sives for autograft surgery in an animal model. Overall, we propose that, with the method
described here, FGs could be manufactured in minutes in a hospital pharmacy prior to
use in surgical procedures, representing a simple, safe, and effective alternative to com-
mercial FGs.

2. Materials and Methods
2.1. Blood Collection

Whole human blood was collected from healthy volunteers (1 = 5; age range 2347
years) by venipuncture after obtaining written informed consent. From cach donor, 140
mL of blood was collected into 9 mL tubes containing 3.8% (w/v) sodium citrate
(Vacuette®, Greiner Bio-One, Madrid, Spain). Blood tubes were centrifuged at 580x g for 8
min at room temperature to separate the plasma.
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2.2. Preparation of FGs

FGs were prepared at three different fibrinogen concentrations (FG1, FG2, and FG3),
maintaining similar thrombin concentrations.

Isolation of thrombin. The thrombin solutions were prepared according to the
method described by Quarmby ] et al. [23], with some modifications. Briefly, 10 mL of
plasma was diluted in 0.04% glacial acetic acid (1:4) (Guinama, Valencia, Spain) at room
temperature, and the solution was centrifuged at 1500x g for 20 min at 22 °C. The pellet
was resuspended in 1 mL pH 6.5 buffer containing 0.9% sodium chloride, 0.03% sodium
bicarbonate (Fagron Iberica SAU, Barcelona, Spain), and 25 mM calcium chloride (B.
Braun Medical S.A., Barcelona, Spain). The mixture was vortex-mixed for 2 min, incubated
at room temperature for 15 min to precipitate the fibrin, and filtered through a 40 pm
nylon cell strainer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The precipitated fibrin
retained in the filter was removed, and the thrombin concentrate was collected and loaded
into a 2 mL syringe (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Isolation of fibrinogen. To prepare FG1, 1 mL of plasma was directly loaded into a 2
mL syringe. To prepare FG2 and FGS3, the fibrinogen was concentrated by the addition of
protamine sulphate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), as described by Steven M. et al.
[17]. Briefly, 10 mL of protamine sulphate (40 mg/mL) was added to 30 mL of plasma (final
concentration 10 mg/mL) at room temperature, mixed, and centrifuged at 1000x g for 5
min at 22 °C. After centrifugation, the supernatant was discarded, and the precipitate was
dissolved in 3 mL (FG2) or 1 mL (FG3) of 0.2 M sodium citrate (37 °C, pH 7.4) (Guinama),
and loaded into 2 mL syringes.

Fibrinogen and thrombin syringes were loaded in a dual-barrel 2 mL cartridge (ratio
1:1) with a mixing tip. As a control group for subscquent analysis, a commercially availa-
ble FG was used as a reference (TISSEEL; Baxter, IL, USA).

2.3. Fibrinogen Quantification

Fibrinogen concentrations were measured in cach FG group (1 = 5) using the Clauss
method [24] with an STA-Compact-Max? analyzer (Stago, Asniéres sur Seine, France). All
assays were performed according to the manufacturer’s instructions, and the tests were
run in duplicates.

2.4. Thrombin Activity Quantification

The thrombin activities were determined in each FG group ( = 5) on a Behring Fi-
brintimer IT (Dade Behring, Deerfield, IL, USA). Firstly, a standard curve was constructed
for known 100 uL concentrations of human fibrinogen (2.11 mg/mL) with 200 uL of com-
mercial thrombin (Siemens AG, Munich, Germany) at different activities, from 50 to 100
UI/mL, at 37 °C. Then, the activity of thrombin’s samples was determined in duplicate by
adding 200 pL of diluted (1:5 to 1:40) thrombin to 100 pL of this fibrinogen. Finally, the
thrombin activities were interpolated using the standard curve.

2.5. Adhesion Strength Measurement

The adhesion strengths of FGs (n =5 for each group) and commercial FG were as-
sessed in duplicate using the standard test method for strength properties of tissue adhe-
sives in lap-shear by tension loading, following the methodology described by the Amer-
ican Society for Testing and Materials (ASTM) in designation F2255-05 [25]. Briefly, por-
cine skin was cut into strips, each approximately 5 cm long and 2.5 cm wide. FGs were
applied (0.4 mL) to an area of 2.5 cm? as shown in Figure 1. The overlapping joint was
formed and allowed to cure while being held in place with a 5 N weight for 15 min at 22
°C. Strips were inserted in an INSTRON 5548 Universal Testing System (Instron, Nor-
wood, MA, USA) and pulled at a rate of 5 mm/min until the joint failed or tissue rupture
occurred.
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Figure 1. Adhesion strength assay. (A) Samples of porcine skins glued with FGs or commercial FG,
indicating its dimensions (5 cm length, 2.5 cm width, and 1 cm overlap) according to the ASTM
manual [2255-05 [25]. (B) Adhesion strength test. ASTM: American Society for Testing and Materi-
als; I'G: bio-bascd fibrin glue.

2.6. Preclinical Study
2.6.1. Animals

New Zealand white rabbits (males, 12 weeks, 3.5-4.0 kg) were purchased from Granja
San Bernardo (Navarra, Spain). All the animals were treated in accordance with The As-
sociation for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) Resolution on the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Research. The protocols were approved by the Com-
mittee on the Ethics of Animal Experiments of the University of Oviedo and the Animal
Production and Health Service of Asturias (Spanish registration code PROAE 36/2019).

2.6.2. Surgical Procedure

FGs were tested as conjunctival adhesives for autograft surgery, involving the trans-
ference of a free graft of bulbar conjunctiva to cover the exposed scleral tissue [26]. The
efficacy of the different FGs was evaluated in 4 animals per group.

Anecsthesia:

All surgeries were performed under general anesthesia. Anesthesia was induced by
the intravenous administration of 0.2 mg/kg medetomidine (Domtor®, Orion Corporation,
Espoo, Finland) and 1-2 mg/kg diazepam (Valium® 10, Hoffmann-La Roche, Basilea, Swit-
zerland); rabbits were maintained under 3% isoflurane inhalation. Additionally, double
ancsthetic colircusi® (0.1% tetracaine and 0.4% oxybuprocaine) was applied 10 min before
the intervention (Colirusi®, Alcon Healthcare SA, Barcelona, Spain).

Receptor zone preparation:

The bare scleral bed was exposed by dissection of the temporal conjunctiva and the
underlying Tenon’s capsule, as described subsequently. A vasoconstrictive solution (1
mg/mL adrenaline, B. Braun Medical SA) was injected to balloon out the conjunctiva and
Tenon’s capsule, then excised with Wescott scissors, exposing a 4 x 5 mm bare scleral bed.

Graft dissection from donor zone:

A5 x 6 mm free autograft was taken from the superior bulbar conjunctiva, marking
the epithelial side and the juxtalimbar border to prevent graft inversion and disorienta-
tion. Vasoconstrictive solution (0.1 mL) was injected under the donor conjunctiva to bal-
loon out the area of the autograft and separate it from the underlying Tenon’s capsule.
Subsequently, the conjunctiva was carcfully dissected away from the Tenon’s capsule,
taking special care to prevent buttonholes and graft rollover.

Grafting using FGs and postsurgical care:

The graft was placed on top of the cornea, stretched, oriented, and then adhered on
the bare scleral bed with 0.4 mL of FG as follows. A 0.2 mL volume of FG was applied on
the bare sclera and spread out using a cannula, and the graft was immediately transferred
onto the bare sclera. An additional 0.2 mL of FG was applied to the edges of the graft
limiting with the healthy conjunctiva and the cornea. After a drying period of 5 min, pas-
sive blinking was induced to verify graft attachment. Finally, tarsorrhaphy was per-
formed with 4-0 nylon suture to prevent ocular damages attributable to the animal behav-
ior. Sutures were removed after 3 days and non-attached clots of FG were removed with
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eye spears (Weck-Cel®, Medical Mix SLU) and balanced sterile saline washes (BSS®, Med-
ical Mix SLU, Barcelona, Spain).

Postoperative treatment consisted of daily subcutaneous administration of antibiotic
(5-10 mg/kg enrofloxacin; ALSIR®, Ecuphar, Barcelona, Spain) and analgesia (0.3 mg/kg
meloxicam; Metacam®, Boehringer Ingelheim, Barcelona, Spain and 0.01-0.05 mg/kg bu-
prenorphine; Bupaq®, Richter Pharma AG, Wels, Austria) for 7 days after surgery. Addi-
tionally, topical eye drops of antibiotic (0.3% tobramycin; Tobrex® Alcon Healthcare SA)
and glucocorticoid (0.1% dexamethasone; Maxidex®, Alcon Healthcare SA) were admin-
istered thrice-daily from day 3 to day 14.

2.6.3. Clinical Follow-Up

All the rabbits were examined from the tarsorrhaphy opening until day 14. Clinical
evaluation consisted of the evaluation of presence of FG residues, dehiscence, inflamma-
tion, hemorrhage, retraction, integration, and vascularization. At the end of follow-up, all
rabbits were euthanized by sedation with medetomidine and diazepam (as described
above), followed by an intravenous overdose of sodium pentobarbital. Finally, eyes were
enucleated and fixed in 4% paraformaldehyde for 24 h for histological evaluation.

2.7. Histology

The grafted area was dissected from enucleated eyes after fixing. The samples were
embedded in paraffin, and tissue sections (5 um) were prepared. Deparaffinized tissue
sections were stained with hematoxylin—eosin (H&E), dehydrated, cleared, and mounted
for examination under a Leica DM6000B bright-field microscope fitted with a DFC310FX
camera (Leica, Wetzlar, Germany). Morcover, an immunofluorescence against interleu-
kin-6 (IL-6; Ref: ab6672, Abcam, Cambridge, UK) was performed. Briefly, deparaffinized
tissue sections were rinsed with phosphate-buffered saline (PBS) solution twice for 10 min
and permeabilized in a PBS solution containing 0.3% Triton X-100 for another 5 min. Next,
the samples were incubated at 4 °C overnight with primary antibody (1:100) containing
10% normal goat serum (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) as a blocking agent. Im-
munolabeled cells were visualized by indirect immunocytochemistry and stained with 4',
6-DiAmidino-2-PhenylIndole (DAPI) to visualize nuclei. Samples were examined using a
Leica DM6000B fluorescence microscope (Leica, Wetzlar, Germany). Tissue morphology,
inflammatory reaction, vascularization, the presence of eosinophilic FG residues, granu-
lation tissue, and scar formation were evaluated in each sample.

2.8. Data Analysis

Graphic representations and statistical evaluations were performed using IBM SPSS
Statistics version 22 (IBM Corp, New York, NY, USA). The normal distribution of tested
values was assessed by the Shapiro-Wilk method. Significant differences among defined
groups were assessed using the Mann-Whitney U test. Significant differences were con-
sidered when p < 0.05. The quantitative data are expressed as the mean + SD.

3. Results
3.1. Characteristics of FGs

Thrombin and fibrinogen were successfully isolated and concentrated from single-
donor blood samples following the methods described above.

Mean fibrinogen concentration values are shown in Figure 2A for each group. The
mcean fibrinogen concentration was 3.49 +0.78 mg/mL in FG1, 17.74 + 4.66 mg/mL in FG2,
and 47.46 + 9.36 mg/mL in FG3. Statistically significant differences were shown for fibrin-
ogen concentrations between FG1, FG2, and FG3 (p-values =0.009). Moreover, statistically
significant differences (p-values = 0.005) were shown between our FGs and the commercial
FG (91 mg/mL) used as a control.
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Thrombin was isolated, activated, and concentrated up to 2248.12 + 604.20 IU/mL
mean enzymatic activity (Figure 2B). Statistically significant differences (p-value = 0.005)
were shown with the commercial FG (500.00 + 0.00 IU/mL) used as a control.

Mean adhesion strength values are shown in Figure 3 for cach group. Maximum ad-
hesion strengths were achieved using the commercial FG (5.01 + 2.12 kPa) used as a con-
trol, followed by FG3 (3.14 + 1.09 kPa) and FG2 (2.41 + 0.39 kPa), representing 62.8% and
48.2% of the mean adhesion strength of the commercial FG, respectively. FG1 exhibited
statistically significantly lower adhesion strength (1.49 + 0.39 kPa) than FG3 (p-value =
0.025) and the control group (p-value =0.018). No other significant differences were found
between the groups.
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Figure 2. Mcan fibrinogen concentration (A) and thrombin activity (B) obtained in I'G1, I'G2, and
FG3, and a statistical comparison with the commercial I'G as a control. **: p-value < 0.01. Data are
shown as the mean + SD. FG: bio-based fibrin glue.
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Figure 3. Mean adhesion strength obtained in FG1, FG2, and FG3 and a statistical comparison with
the commercial G as a control. *: p-value < 0.05. Data are shown as the mean + SD. FG: bio-based
fibrin glue.
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3.2. Preclinical Study
3.2.1. Intraoperative and Clinical Observations

Intraoperative and clinical observations showed that FG1, FG2, and FG3 allowed the
application of 0.2 mL at different intervals with high extrusion control and placement of
clots (Figure 4). FGs instantly formed a firm and sticky clot, but allowed enough working
time before inducing firm adhesion. Autografts glued with FG2 and FG3 were success-
fully attached and exhibited adequate adhesion strength to maintain wound integrity
without folds and dchiscences during blinking. However, autografts glued with FG1
slightly wrinkled during blinking and showed dehiscences in the posterior edge. On the
other hand, commercial FG also induced firm adhesion; however, the resultant working
time was insufficient and irregular clots were formed.

After 3 days, none of the groups showed graft dehiscence from the scleral bed. Sub-
conjunctival hemorrhage around the graft was observed in some cases in every group, but
it resolved spontaneously in 3-7 days without complications.

At the end of follow-up, all the autografts appeared vascularized and integrated
within the surrounding conjunctival tissue without adverse effects on the cornea or con-
junctiva. There was no significate inflammation in the FG1, FG2, and FG3 groups, whereas
commercial FG showed mild-moderate sings of inflammation in the graft and the sur-
rounding conjunctiva.

Post-surgery Day 3 Day 14

FG3 FG2 FG1

Commercial FG
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Figure 4. Clinical evolution of bulbar conjunctiva autografts on a bare scleral bed transplanted using
different FGs and the commercial FG. Arrows show the grafted area in the bulbar conjunctiva. FG:
bio-based fibrin glue.

3.2.2. Histological Evaluation

The autografts showed an adequate integration into the bulbar conjunctiva, where a
continuous layer of stratified squamous non-keratinized epithelium was observed in all
groups with successful integration of the glued autograft into the bulbar conjunctiva (Fig-
ure 5). However, several differences were observed at the stromal level in the grafted area
between groups. Immune infiltrates were absent or minimally present in FG1, FG2, and
FG3 groups, whereas commercial FG group showed mild to severe immune reactions and
stromal edema. These results were confirmed by IL-6 immunofluorescence (Figure 5).

Commercial FG

Figure 5. H&E and IT.-6 immunofluorescence stains of a representative sample of each FG group.
No inflammatory cells and no edema were observed in FG1, FG2, or FG3 samples. Commercial FG
showed inflammatory cells and edema. Scale bars: 50 um. FG: bio-based fibrin glue; IL-6: interleu-
kin-6.

4. Discussion

The use of FGs over sutures have shown numerous advantages in ophthalmic sur-
geries [1], such as in amniotic membrane fixation [27-29], lamellar keratoplasty [9,30],
Descemet membrane perforation [31], strabismus surgery [32], Faden operation [33], or
conjunctival autograft adhesion in the surgical treatment of pterygium [34,35].

Several companies are already commercializing FGs manufactured under rigorous
quality control procedures, designed for a wide range of therapeutic indications [1]. How-
cver, there is not an FG specifically designed for use in ophthalmology, where the de-
mands for adhesion strength and volume/surface ratio are low; the disadvantages of the
use of commercial FGs in this field have already been highlighted [36].

Autologous FGs can easily be produced in the operative field [37,38] using physio-
logical concentrations of fibrinogen and thrombin; however, the low protein contents
highly limit their use in ophthalmic surgeries duc to the longer coagulation time and poor
adhesion strength [17]. On the other hand, different methods have been described to pre-
pare FGs rich in fibrinogen or thrombin [18-22]. These methods improve adhesion
strength due to higher protein contents, but require more preparation time or specific de-
vices.
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In this study, a new method for the preparation of FGs is described. The described
method enabled the preparation of FGs in less than 1 h by mixing concentrated fibrinogen
and thrombin obtained from the same venipuncture blood using a simple protocol. The
FGs described in this study showed enough manageability and adhesion strength to graft
a conjunctival autograft on a rabbit sclera without any adverse effect. Our results indicate
that 2 mL of FG could be prepared using 90 mL of donor’s blood and could be concen-
trated up to 47.46 + 9.36 mg/mL fibrinogen and 2248.12 + 604.20 [U/mL thrombin. How-
ever, larger volumes and greater concentrations of FG can be prepared by increasing the
volume of donor’s blood if needed. The developed methodology appears to offer higher
fibrinogen concentrations, lower initial volumes of blood, and shorter production times
than other techniques, described such as cryoprecipitation [39], other forms of chemical
precipitation [40], or commercial available devices [18].

The main requirements for an FG are time-until-clot and adhesion strength [1,7]. Fi-
brin clots are usually formed in 10-20 min by adding calcium chloride to human plasma
containing physiological concentrations of fibrinogen and thrombin. In contrast, fibrin
clots are formed in seconds if isolated fibrinogen and concentrated thrombin arc used [41].
The difference in clot formation times results in different adhesion strengths, because me-
chanical properties improve inversely proportionally to the rapidness of clot formation
[36]. Mixing normal plasma and calcium chloride results in poorly adherent hydrogels
with low adhesion strength (1 kPa) [7,17]. However, when calcium chloride is replaced
with thrombin concentrate, as in FG1, we observed slightly higher adhesion strength (1.49
+0.39 kPa). Nevertheless, studies have demonstrated [17] that adhesion strength improves
when fibrinogen is concentrated, as in FG2 and FG3. In our study, the adhesion strengths
significantly increased up to 3.14 + 1.09 kPa (FG3), almost 63% of the adhesion strength of
the commercial FG, despite using half the fibrinogen concentration.

In accordance with previous studies [17], FG1 showed poor results when used for
autograft adhesion. In contrast, autografts glued with FG2 and FG3 showed firmer adhe-
sion and adequate adhesion strength to maintain wound integrity as with commercial FG.

Clinical follow-up exhibited adequate ocular tolerance, with no adverse effect on the
cornea and conjunctiva when FG1, FG2, or FG3 were used. In contrast, commercial FG
showed inflammatory infiltrates at the graft site and within the surrounding conjunctiva.
This could be attributed to a xenogeneic response to the higher human fibrinogen content
of the commercial FC. The inflammation was further confirmed in the histological and
immunofluorescence analysis, where commercial FG showed a mild to severe infiltration
of immune cells, fibrin-clot residues, and granulation tissue. On the other hand, FG1, FG2,
and FG3 samples showed normal conjunctival stroma and epithelium without the pres-
ence of immune cells, edema, scars, fibrin-clot residues, or granulation tissue.

Overall, we have developed a new method for FG manufacture that can be prepared
in less than 1 h by mixing concentrated fibrinogen and thrombin obtained from a single
venipuncture blood sample. However, in order to transfer the results into clinical appli-
cations, FGs should be prepared and dispensed under strict control by a hospital phar-
macy service in order to guarantee patient safety. Nevertheless, due to the simplicity of
our method, FGs could easily be prepared in any standard pharmacy workstation de-
signed for non-hazardous drug preparation, allowing rapid clinical transferability. Addi-
tionally, although the method for FG preparation was initially designed for use in oph-
thalmology, where the demand for volume/surface ratio is low, the method could be ex-
trapolated to other areas by increasing the amount of venipuncture blood.

5. Conclusions

The use of locally manufactured FGs has been shown to effectively seal a conjunctival
autograft, demonstrating sufficient mechanical properties for it to be considered as a clin-
ically useful alternative to commercial FGs for ophthalmic surgical applications. The
method for FG preparation is sufficiently simple to enable on-demand FGs manufacture
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and dispensing by any hospital pharmacy service and can be fine-tuned for any specific
need by adjusting the fibrinogen concentration and thrombin activity.
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