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RESUMEN (en español) 

En este estudio. se investigó el uso de la tecnología 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 
química para evitar el desarrollo de la insuficiencia límbica (LSCD). Los objetivos fueron desarrollar
un sistema de cultivo autólogo que permita expandir y trasplantar estas células, estudiar la viabilidad 
de ambas terapias en un modelo experimental de ratón y su eficacia en un modelo experimental de
lesión por quemadura alcalina en conejos. 

Se recogieron muestras de sangre. tejido adiposo y mucosa oral de donantes humanos. La sangre
se utilizó 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 como 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 trasplantaron a nivel subcutáneo en ratones atímicos. Los injertos en 
ratones fueron estudiados mediante técnicas histológicas 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 sobre la superficie corneal de
conejos con una lesión previa por quemadura alcalina. Las córneas tratadas de los conejos fueron 
estudiadas clínicamente (opacidad, neovascularización, penachos fibrovasculares y defectos 
epiteliales) e histológicamente (tinción de hematoxilina-eosina, tinción de Schiff e
inmunohistoquímica). Los resultados fueron comparados con córneas lesionadas sin tratamiento 
(control) y con córneas 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 tecnología Endoret®(PRGF®). Las MSC 
humanas mostraron morfología tipo fibroblástica, con expresión de CD105. CD90 y CD73 y con 
capacidad de diferenciación multilinaje. Las OMESC humanas mostraron fenotipo tipo epitelial y con 
expresión de p63 y CK5. Ambas estirpes celulares permanecen viables tras 21 días de trasplante, 
sin producir inflamación ni alteraciones patológicas locales en el tejido subcutáneo murino. Así 
mismo, las MSC y las OMESC de conejo se pudieron expandir y caracterizar de manera similar a 
sus homólogas humanas. Los resultados mostraron que las MSC y las OMESC de conejo 
expandidas conservaron su morfología y fenotipo característicos antes del trasplante. Después del 
seguimiento de 42 d ias, las córneas tratadas con las MSC y las OMESC mostraron remisión de los 
signos patológicos, presentando córneas transparentes con una histología y fenotipo normales, y
con ninguna o mínimas secuelas. Mientras que las córneas del grupo control y tratadas solo con 
membrana de fibrina mostraron empeoramiento de su clínica inicial (aumento de opacidad, 
neovascularización, penachos fibrovasculares y defectos epiteliales) con alteraciones morfológicas y 

fenotípicas características de la LSCD 

En conclusión, las MSC y las OMESC pueden ser obtenidas, cultivadas y trasplantadas en 
condiciones autólogas empleando tejidos adultos y la tecnología Endoret®(PRGF®) como alternativa 
al teiido limbar v a los comDOnentes xenooénicos v alooénicos tradicionales. Este sistema autólooo 

usuario
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A   

 A arteria 

 ABC viene de las siglas en inglés de ATP-binding cassette. 

 AEMPS Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios. 

 AIC ángulo iridocorneal. 

 APC viene de las siglas en inglés de Allophycocyanin, traducido como 

‘aloficocianina’ en castellano. 

B   

 BSS  viene de las siglas en inglés de Balanced Salt Solution, traducido como 

‘solución salina balanceada’ en castellano. 

 BTI Biotechnology Institute. 

C   

 CA cámara anterior.  

 CC córnea central. 

 CD del inglés Cluster of Differentiation, traducido como ‘grupo o antígeno 

de diferenciación’ en castellano. 

 CK citoqueratina. 

 CKhmw viene de las siglas en inglés de High Molecular Weight Cytokeratins, 

traducido como ‘citoqueratinas de alto peso molecular’ en castellano. 

 CLAU del inglés Conjunctival- limbal autograft, traducido como ‘autoinjerto 

conjuntival-limbal’ en castellano. 

 CLET viene de las siglas en inglés de Cultured limbal epithelial 

transplantation, traducido como ‘trasplante de epitelio limbal 

cultivado’ en castellano. 

 Co conejo. 

 CONJ conjuntiva. 

 COR córnea. 

 CP córnea periférica. 

D   

 DAPI 4’,6-diamino-2-fenilindol. 

 DH diámetro horizontal.  
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 DMEM viene de las siglas en inglés de Dulbecco’s modified Eagle’s medium, 

traducido como ‘medio de Eagle modificado de Dulbecco’ en 

castellano. 

 DMSO dimetilsulfóxido. 

 DV diámetro vertical. 

E   

 ECO espesor de la córnea. 

 EGF viene de las siglas en inglés de Epidermal Growth Factor, traducido 

como ‘factor de crecimiento epitelial’ en castellano. 

 EMA European Medicines Agency 

F   

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

‘pegamento de fibrina’ en castellano. 

 FGF viene de las siglas en inglés de Fibroblast Growth Factor, traducido 

como ‘factor de crecimiento de fibroblastos’ en castellano. 

 FITC viene de las siglas en inglés de Fluorescein-5-isotiocyanate, traducido 

como ‘fluoresceína-5-isotiocianato’ en castellano. 

 FSC viene de las siglas en inglés de Forward scatter, traducido como 

‘detector de dispersión frontal’ en castellano. 

 F1 fracción superior de la columna de plasma sanguíneo humano. 

 F12 viene del nombre en inglés de Ham’s F12 nutrient mixture, traducido 

como ‘mezcla de nutrientes F12 de Ham’ en castellano. 

 F2 fracción inferior de la columna de plasma sanguíneo humano. 

G   

 GCM grupo control tratado con una membrana de fibrina de PRGF 

humano. 

 GCTM grupo control tratado con tratamiento médico exclusivo. 

 GMSC grupo tratado con MSC. 

 GOMESC grupo tratado con OMESC. 

H   

 H&E hematoxilina y eosina. 
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 HGF viene de las siglas en inglés de Hepatocyte Growth Factor, traducido 

como ‘factor de crecimiento de hepatocitos’ en castellano. 

 HLA viene de las siglas en inglés de Human Leukocyte Antigen, traducido 

como ‘antígeno leucocitario humano’ en castellano. 

 HLA-DR viene de las siglas en inglés de Human Leukocyte Antigen-DR isotype, 

traducido como ‘antígeno leucocitario humano isotipo DR’ en 

castellano. 

I   

 I iris. 

 IF inmunofluorescencia. 

 IGF viene de las siglas en inglés de Insulin-like Growth Factor, traducido 

como ‘factor de crecimiento similar a la insulina’ en castellano. 

 IHQ inmunohistoquímica. 

 IL interleucina. 

 ISCT International Society for Cell Therapy. 

K   

 KGF viene de las siglas en inglés de Keratinocyte Growth Factor, traducido 

como ‘factor de crecimiento de queratinocitos’ en castellano. 

 KLAL viene de las siglas en inglés de Keratolimbal allograft, traducido como 

‘aloinjerto queratolimbal’ en castellano. 

L   

 lr-CLAL viene de las siglas en inglés de Living- related conjunctival-limbal 

allograft, traducido como ‘aloinjerto conjuntival de donante vivo 

emparentado’ en castellano. 

 LSC viene de las siglas en inglés de Limbal Stem Cells, traducido como 

‘células madre del limbo’ en castellano. 

 LSCD viene de las siglas en inglés de Limbal Stem Cell Deficiency traducido 

como ‘deficiencia de células madre del limbo’ o también denominado 

como ‘insuficiencia límbica’ en castellano. 

M   

 M media muestral. 
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 MSC viene de las siglas en inglés de Mesenchymal Stem Cells, traducido 

como ‘células madre mesenquimales’ en castellano. 

 MTA Medicamento de Terapia Avanzada. 

 MUC mucina. 

 MUC5AC mucina soluble 5AC. 

O   

 OMESC viene de las siglas en inglés de Oral Mucosal Epithelial Stem Cells, 

traducido como ‘células madre epiteliales de mucosa oral’ en 

castellano. 

 OMS viene de las siglas en castellano de Organización Mundial de la Salud, 

conocida internacionalmente como World Health Organization 

(WHO). 

P   

 PAS viene de las siglas en inglés de Periodic Acid-Schiff, traducido como 

‘ácido periódico-Schiff’ en castellano. 

 PBS viene de las siglas en inglés de Phosphate Buffered Saline, traducido 

como ‘tampón fosfato salino’ en castellano. 

 PDGF viene de las siglas en inglés de Platelet Derived Growth Factor, 

traducido como ‘factor de crecimiento derivado de plaquetas’ en 

castellano. 

 PE viene de las siglas en inglés de Phycoerythrin, traducido como 

‘ficoeritrina’ en castellano. 

 PEE viene de las siglas en inglés de Punctate Epithelial Erosions, traducido 

como ‘erosiones punteadas epiteliales’ en castellano. 

 PerCP viene de las siglas en inglés de Peridinin chlorophyll protein complex, 

traducido como ‘complejo peridinina-clorofila-proteína’ en 

castellano. 

 PMNs polimorfonucleares. 

 PRGF 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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 PRK viene de las siglas en inglés de Photorefractive Keratectomy traducido 

como ‘queratectomía fotorrefractiva’ en castellano. 

 P63 proteína tumoral p63. 

S   

 SBF suero bovino fetal. 

 SD viene de las siglas en inglés de Standard Desviation, traducido como 

‘desviación estándar’ en castellano. 

 SLET viene de las siglas en inglés de Simple limbal epithelial transplantation., 

traducido como ‘trasplante simple de epitelio limbal’ en castellano. 

 SSC viene de las siglas en inglés de Side scatter, traducido como ‘detector 

de dispersión lateral’ en castellano. 

T   

 TAC  viene de las siglas en inglés de Transit-Amplifying Cells, traducido 

como ‘célula amplificadora transitoria’ en castellano. 

 TGF-β viene de las siglas en inglés de Transforming Growth Factor Beta, 

traducido como ‘factor de crecimiento transformante beta’ en 

castellano. 

 tPA viene de las siglas en inglés de Tissue-type-Plasminogen Activator, 

traducido como ‘activador del plasminógeno tipo tisular’ en 

castellano. 

 TrypLE viene de las siglas en inglés de TrypLETM Express Enzyme, traducido 

como ‘enzima exprés TrypLETM’ en castellano. 

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

‘trombospondina 1’ en castellano. 

U   

 uPA viene de las siglas en inglés de Urokinase-type-Plasminogen Activator, 

traducido como ‘activador del plasminógeno tipo uroquinasa’ en 

castellano. 

V   
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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 continúan con diferencias 

morfológicas y funcionales entre ellas. Ésta formada por la córnea, la zona de transición 

esclerocorneal denominada limbo, la conjuntiva bulbar y tarsal, cubiertas por éstas, la esclera 

y los párpados, y finalmente la capa lacrimal que se extiende sobre todas las estructuras 

anteriores [1,2] (Figura 1). La córnea sirve como una ‘ventana transparente que permite la 

refracción y transmisión de la luz dentro del ojo, mientras que la esclera proporciona la ‘caja 

oscura’ que permite la formación de la imagen en la retina. El limbo, la conjuntiva bulbar y 

la capa lacrimal ayudan a la córnea a mantener su transparencia y sus funciones. Y en su 

conjunto, estas estructuras tiene funciones importantes, como son la provisión de una capa 

externa lisa y transparente que permita la visión, una barrera mecánica que dificulte la 

entrada de microorganismos dentro del ojo, y un sistema de comunicación que permita el 

intercambio de nutrientes y la interacción metabólica con el tejido estromal subyacente 

[1,3]. 

 
Figura 1. Estructuras que forman parte de la superficie ocular del ojo. Párpados superior, esclera, capa 

lacrimal, córnea, limbo esclerocorneal, parpado inferior y conjuntiva tarsal y bulbar. 
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3.1.1. Córnea 

a) Anatomía y fisiología 

La córnea 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 ópticas 

que una esfera, y prolata dado que la curvatura es más pronunciada en el centro y se va 

aplanando hacia la periferia [1]. Su diámetro horizontal (DH) mide entre 11,5 y 12,0 mm, 

siendo aproximadamente 1,0 mm mayor que su diámetro vertical (DV) [4]. El espesor de la 

córnea es en torno a 540 µm en el centro y va aumentando hacia la periferia [4]. 

 
Figura 2. Imagen tomada mediante tomografía de coherencia óptica del segmento anterior. La 

córnea 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 sección horizontal (Horizontal) se observan el espesor corneal y los elementos y cámaras 

anatómicos anexos. AIC: ángulo iridocorneal. CA: cámara anterior. COR: córnea. DH: diámetro horizontal. 

DV: diámetro vertical. ECO: espesor de la córnea. I: iris. 

En cuanto a su función fisiológica, la córnea forma parte del sistema de barreras de 

protección del ojo y es responsable del 75 % de su poder óptico [4]. En condiciones 

fisiológicas normales, es avascular y está altamente inervada. El abastecimiento de 

nutrientes y la retirada de sus productos metabólicos dependen principalmente de las ramas 

terminales de la arteria oftálmica a través de la lágrima anteriormente, del humor acuoso 

posteriormente, y de componentes de la sangre que son proporcionados por pequeños vasos 

conjuntivales en la periferia corneal [1,4]. Estas estructuras se encuentran en equilibrio para 

mantener la avascularidad y transparencia de la córnea, por lo que la alteración de cada una 

favorecería la pérdida de la transparencia de la córnea y la formación de vasos sanguíneos 

que mantenga la nutrición del tejido. 
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Por otra parte, la córnea se ha descrito como posiblemente el tejido más inervado y sensible 

del cuerpo [5], 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 [6–8]. La 

sensibilidad es recogida a nivel del estroma corneal por dos plexos nerviosos formados por 

los nervios nasociliares de la primera división del nervio trigémino (conocida como rama 

oftálmica) a nivel sub-epitelial y sub-basal [5–7]. Debida a esta alta sensibilidad, el dolor 

ocular supone una importante alteración negativa de la calidad de vida de los pacientes 

pudiendo llegar a la incapacidad del paciente para llevar a cabo sus actividades diarias [9]. 

b) Histología 

La córnea 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). 

 
Figura 3. Capas histológicas de la córnea. La córnea está 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 colágeno tipo I y III, el estroma formado por células estromales y matriz rica 

en colágeno tipo I, la membrana de Descemet formada por matriz rica en colágeno tipo IV y el endotelio 

formado por células endoteliales. 

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

estratos celulares: células superficiales o apicales, células alares y células basales [2,4,10]. 
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Esta capa celular se explicará con mayor detalle en el siguiente apartado “c) Epitelio corneal” 

en la página 37. 

La membrana basal se localiza en el polo inferior de la membrana plasmática de las células 

basales del epitelio corneal, tiene un espesor de entre 0,04 – 0,06 µm [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 [11,12]. La membrana 

basal interacciona con el citoesqueleto de las células basales para regular la polaridad, 

adhesión y migración celular, y mantener el fenotipo epitelial de dichas células [1,11,12]. 

Además, la membrana basal modula la activación, localización y concentración de los factores 

de crecimiento y citoquininas que controlan la respuesta a la lesión corneal [11,12]. Su 

composición 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: colágenos, lamininas, proteoglicanos de heparán sulfato y nidógenos o entactinas; 

y otros muchos componentes minoritarios como la fibronectina [1,4,11–15]. Ante una 

alteración de la membrana basal, se produce un incremento de los niveles normales de 

fibronectina y el proceso de reparación 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 lesión en la membrana basal y una regeneración ineficiente de ésta 

conducen al desarrollo de fibrosis estromal corneal que puede tardar en resolverse meses, 

años o agravarse si no se trata [16]. Los factores clínicos comúnmente asociados con la 

fibrosis corneal son las cirugías como la queratectomía fotorrefractiva o PRK, lesiones como 

un traumatismo estromal o una quemadura química/térmica, las infecciones microbianas del 

epitelio o los retrasos en la reparación del epitelio corneal después de una abrasión o 

desbridamiento terapéutico [16]. 

La capa o membrana de Bowman se localiza inmediatamente posterior a la membrana basal 

y anterior al estroma. No se trata de una verdadera membrana, es una capa acelular de 

aproximadamente 8-12 µm de espesor que se continúa con el estroma corneal [5,17]. Está 

formada principalmente por fibras de colágeno tipos I y III secretado por las células 

estromales y por proteoglicanos 1. Las funciones biológicas originalmente atribuidas a la 

membrana de Bowman se cree que están mediadas por la membrana basal 1. La membrana 

de Bowman no se regenera después de una lesión y puede formar una cicatriz [1,17]. La 



  INTRODUCCIÓN 
 

             35 
 

experiencia clínica con la fotoablación con láser excímer demuestra que el epitelio se forma 

y mantiene incluso en ausencia de la membrana de Bowman [1]. Además, muchos 

mamíferos, como el conejo, no tienen una membrana de Bowman [17] y presentan una 

estructura epitelial bien organizada. Luego, la función fisiológica de la membrana de 

Bowman sigue sin estar del todo clara. 

El estroma corneal representa más del 90 % del espesor de la córnea [2] 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 más anterior del estroma anterior [17]; y 

recientemente, se ha descrito la capa de Dua o estroma pre-Descemet como la parte más 

posterior del estroma posterior, dado que cuando se inyecta una burbuja de aire o de 

viscoelástico en el estroma profundo se crea un plano de corte a este nivel que permite 

separar una fina capa del estroma posterior anatómicamente indistinguible del estroma 

posterior y que se superpone a la membrana de Descemet [18]. Las características de la 

córnea como las propiedades físicas, 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 organización de la matriz extracelular en láminas de colágeno que presenta una 

disposición uniforme y una renovación continua y lenta de las fibrillas de colágeno [4]. La 

matriz extracelular del estroma de la córnea se compone principalmente de colágenos y 

proteoglicanos [4]. El colágeno del estroma constituye más del 70 % de su peso seco, y es 

mayoritariamente tipo I pero tiene en menor proporción los tipos III, V, VI, XII y XIV [19]. 

Las moléculas de procolágeno 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 

colágeno maduras que se ensamblarán en fibrillas y fibras de colágeno. Las fibrillas de 

colágeno están dispuestas en 200-250 láminas orientadas oblicuamente y con fibras 

entrelazadas que conectan las capas entre sí [18]. La disposición anatómica homogénea de 

las fibrillas de colágeno es la responsable de la transparencia corneal y de que la dispersión 

de un rayo de luz incidente en una fibrilla de colágeno se cancela por la interferencia de otros 

rayos dispersos permitiendo que la luz pase a través de la córnea [20]. La córnea pierde su 

transparencia si el diámetro o la distancia entre las fibrillas de colágeno se vuelve 

heterogénea (como ocurre en casos de fibrosis o edema) ya que los rayos incidentes se 

dispersan al azar [20]. Las células estromales o queratocitos están dispersos entre las 
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láminas de colágeno del estroma ocupando el 2-3 % de su volumen y son reemplazados cada 

2-3 años [2]. Los queratocitos son similares a los fibroblastos, tienen forma fusiforme, 

poseen un extenso citoesqueleto intracelular, incluyendo prominentes filamentos de actina, 

y están conectados por sus extremos laterales mediante uniones gap. Los queratocitos son, 

por tanto, quiescentes en la córnea normal, pero se activan fácilmente y se transforman en 

miofibroblastos, que expresan α-actina de músculo liso, cuando se produce una agresión que 

produzca una desepitelización de la córnea dejando el estroma descubierto [1,2,4]. En estos 

casos el estroma se vuelve reactivo, los miofibroblastos producen matriz extracelular, 

enzimas que degradan el colágeno, metaloproteinasas y citoquinas para la reparación del 

tejido estromal, y su capacidad de contracción contribuye al cierre de la herida [1,2,4]. Este 

proceso de regeneración produce colágeno aberrante que acaba formando tejido cicatricial 

opaco. El proceso de regeneración natural del estroma es lento, requiriendo de años para que 

el colágeno regenerado adopte la estructura y orientación adecuada para mantener la 

transparencia de la córnea [21]. Para evitar esto, la córnea se reepiteliza lo antes posible 

para proteger el estroma. Esta reepitelización 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 lámina discreta compuesta por colágeno tipo IV, 

laminina, nidógenos y perlecano [18]. La membrana puede alcanzar hasta 10 µm de espesor 

con la edad repartidos en dos zonas: una anterior que se forma antes del nacimiento a partir 

de la 8 semana de gestación en el útero, y una zona posterior que se forma a partir del 

nacimiento [1,2,4]. La membrana de Descemet ancla las células endoteliales a la córnea y 

permite el paso a través de ella de nutrientes y macromoléculas hacia el estroma corneal. Su 

función es fundamental para la correcta hidratación de la córnea y para mantener la 

transparencia corneal. Tiene potencial regenerativo muy limitado y a expensas de la acción 

de las células endoteliales [22]. 

El endotelio consiste en una monocapa de células poligonales quiescentes que regula el 

equilibrio del contenido hídrico de la córnea bombeando el exceso de líquido fuera del 

estroma [1,2,4]. La densidad celular de un adulto joven es de aproximadamente 3.000 

células/mm2 [1]. El número de células disminuye aproximadamente un 0,6 % al año y las 

células vecinas se hipertrofian para rellenar el espacio [2]. Si la densidad de células 
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disminuye por debajo de 500 células/mm2 se produce un edema corneal y la transparencia 

se ve afectada [2]. 

c) Epitelio corneal 

El epitelio corneal está compuesto por células epiteliales escamosas, estratificadas y no 

queratinizadas. Tiene un grosor variable entre 40-60 µm (5 % del espesor total de la córnea) 

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 

[2,4,10]. Dentro de las capas del epitelio corneal se pueden diferenciar tres tipos de células 

con diferencias morfológicas y funcionales: las células superficiales, las células alares y las 

células basales (Figura 4). 

 
Figura 4. Estratos celulares del epitelio corneal y sus uniones intercelulares. El estrato apical está 

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 [2,4,10]. Forman un estrato de 2-3 capas de células de 4-6 µm de 

espesor en la zona central y 2 µm de espesor en la periferia. Morfológicamente son células 

planas poligonales de 40-60 µm de diámetro, cuyas membranas plasmáticas presentan 

microvellosidades y micropliegues y sin actividad mitótica [2,4]. Funcionalmente, forman 

la primera capa de protección de la córnea caracterizada por una amplia superficie de 
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absorción que permite el intercambio de nutrientes y oxígeno con la capa lacrimal que la 

cubre. 

c2. Células alares o intermedias 

Se localizan en medio del espesor de la córnea, posteriormente a las células apicales y se 

distribuyen formando entre 2-3 capas de células de 15 µm de espesor total. 

Morfológicamente, las células alares son menos planas que las apicales y más alargadas, no 

presentan actividad mitótica y están unidas lateralmente mediante uniones de tipo gap y 

desmosomas [2,4,10].  

c3. Células basales 

Se localiza en el estrato basal del epitelio corneal formando una monocapa de células de 

morfología columnar de 8-10 µm de espesor que están ancladas de por su polo inferior 

mediante hemidesmosomas a una membrana basal sobre la que descansa [2,4,10]. Además, 

estas células también están unidas unas a otras mediante uniones intercelulares laterales de 

tipo gap y desmosomas [10]. La característica fundamental de estas células es que son las 

únicas del epitelio corneal con cierta capacidad proliferativa para formar células alares y 

apicales durante el proceso de descamación y renovación del epitelio corneal [2,4,10]. 

c4. Características del epitelio corneal 

El epitelio corneal es la primera barrera de la córnea con el medio externo, con el cual se 

comunica a través de la película lacrimal. Se trata de una barrera autorrenovable altamente 

especializada que protege a la córnea a la vez que permite su nutrición para mantener su 

principal característica que es la transparencia (Figura 5). Su funcionalidad es posible gracias 

a varias de sus propiedades, descritas a continuación. 

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 [2,4]. Es por ello, por lo que 

una córnea sana no se tiñe con determinados colorantes porque los repele, esto se observa 

en la práctica clínica cuando se usan los colorantes como la fluoresceína o la rosa de Bengala 
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para teñir córneas con epitelios irregulares o células muertas, respectivamente, que 

presentan alterada la impermeabilidad de la barrera [4]. 

Por otro lado, el mantenimiento del balance hídrico y nutricional de la córnea 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 formación de 

microvellosidades y micropliegues que mejoran el intercambio de oxígeno y nutrientes con 

la capa lacrimal [4]. La lágrima es una mezcla compleja de secreciones de varios tejidos que 

proporciona a la córnea factores de crecimiento e inmunológicos que son primordiales para 

la salud, proliferación y reparación del epitelio corneal [1,2,4]. La película lacrimal está 

formada por cuatro capas: la más interna es un glicocálix 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 última la capa lipídica. 

La capa más interna de la lágrima, el glicocálix, está formada por una red de polisacáridos 

que sobresale de la porción apical de las microvellosidades de las células superficiales de la 

córnea y la conjuntiva [23]. La interacción entre la mucina y el glicocálix permite que se 

extienda la capa lacrimal por toda la superficie corneal entre los límites de los párpados 

superior e inferior para nutrir las estructuras que cubre [1,2,4]. En el caso de haber un daño 

en el glicocálix corneal o el estrato epitelial apical debido a una lesión o enfermedad, se 

perdería la estabilidad de la película lacrimal que alteraría la hidratación de la córnea y 

consiguientemente su transparencia y potencial visual [24]. 

Finalmente, la continua renovación celular permite mantener la barrera protectora más 

externa de la córnea, el epitelio corneal, que está expuesta continuamente a todo tipo de 

lesiones y desgastes. La renovación es posible gracias al equilibrio dinámico entre las células 

basales y las células apicales que semanalmente sufren una descamación celular de las capas 

más apicales que son sustituidas por las capas más profundas a su vez reemplazadas por la 

capa basal que está proliferando [1,2,4]. 

c5. Regeneración del epitelio corneal 

La fricción mecánica asociada con el parpadeo, la radiación ultravioleta, la hipoxia y las 

lesiones externas inducen la apoptosis y la descamación de las células superficiales del 
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epitelio corneal [1]. En estos casos, la autorrenovación del epitelio corneal es imperativa 

para mantener la transparencia y funciones de la córnea. 

 
Figura 5. Características fundamentales que mantienen la transparencia de la córnea. (A) 

Autorrenovación: El epitelio está en continua descamación y renovación 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 protección impermeable que evita el paso de colorantes, tóxicos 

y microorganismos a través de los espacios intercelulares. Balance hídrico: se mantiene por la capa lacrimal 

que cubre todo el epitelio corneal y el endotelio que expulsa el exceso de H2O. Balance nutricional: los 

nutrientes y oxígeno llegan a las células epiteliales desde la capa lacrimal y el humor acuoso. (B) 

Características especiales del epitelio apical. A.: arteria. LSC: células madre del limbo.  

El proceso de renovación celular es llevado a cabo por las células columnares de la capa basal 

del epitelio corneal. Las células basales son las únicas 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 córnea desplazando a las células precedentes que se 

desprenden produciendo el proceso de descamación celular del epitelio corneal [1,2]. Este 

proceso se produce a lo largo de 7-10 días, después del cual las células superficiales se 

descaman dentro de la película lacrimal [1]. 



  INTRODUCCIÓN 
 

             41 
 

Las LSC participan junto con las células basales en el proceso de renovación celular del 

epitelio de la córnea reponiendo las células pérdidas durante la descamación normal o 

después de un daño tisular. La división 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 centrípeta 

desde la periferia donde nacen, en las empalizadas de Vogt del limbo, hacia la córnea central 

donde se diferencia [1,2] (Figura 6). 

 
Figura 6. Estirpes celulares que participan en el proceso de renovación del epitelio corneal: LSC, 

TAC y células diferenciadas (basal, alar y apical). El epitelio corneal está en continua descamación y 

autorrenovación de sus células, las células más apicales se descaman a la vez que son renovadas por la 

proliferación de las células basales. En el caso de un traumatismo ocular por un agente externo, se estimula 

el proceso de renovación 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) Anatomía y fisiología 

El limbo esclerocorneal es la zona de transición entre el epitelio corneal y la conjuntiva 

bulbar. Está delimitado por su borde inferior con una línea 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 córnea [1]. 

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

sobre la córnea [2,25]. 

b) Histología 

El limbo está compuesto de un epitelio y un estroma [2]. El epitelio del limbo al ser una 

zona de transición presenta una morfología 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 [1,10]. Las células epiteliales superficiales 

del limbo son histológicamente similares a las del epitelio corneal, con la exclusividad que 

presentan células dendríticas, linfocitos T, melanocitos con un alto contenido de melanina y 

pequeños capilares subyacentes [1]. Además, 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 más pequeñas, menos columnares y tiene menos organelos 

citoplasmáticos [1]. 

Las LSC se han localizado en las criptas del epitelio límbico dentro de unas papilas 

subepiteliales conocidas como palizadas de Vogt [2]. Los procesos de división, 

diferenciación y el estadio indiferenciado de las LSC están regulados por el microambiente 

llamado nicho limbal [1]. Estos nichos están 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. Además, las células mesenquimales 

localizadas en el estroma del nicho limbal secretan proteínas ácidas y ricas en cisteína que 

contribuyen a la adhesión de las LSC [1]. La insuficiencia límbica o deficiencia de células 

madre epiteliales del limbo (LSCD) puede dar lugar a defectos epiteliales crónicos y la 

conjuntivalización de la córnea (inestabilidad epitelial, vascularización y aparición de células 

caliciformes) [2,25]. 

3.1.3. Conjuntiva bulbar 

a) Anatomía y fisiología 

La conjuntiva es una membrana mucosa transparente que se extiende desde los márgenes de 

los párpados superior e inferior hasta el limbo esclerocorneal, recubriendo la cara interna de 

los párpados y la superficie anterior de la esclera del globo ocular [26]. Anatómicamente se 

pueden distinguir tres partes: 
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1. La conjuntiva tarsal o palpebral que empieza en la unión mucocutánea del margen de 

los párpados y se extiende unida firmemente a su cara posterior de los párpados [2,26]. 

2. La conjuntiva bulbar que cubre la superficie anterior de la esclera y se continúa con el 

epitelio corneal a través del limbo esclerocorneal, donde, además, se inserta mezclándose 

con la cápsula de Tenon y la epiesclera subyacentes [2,26]. 

3. La transición entre la conjuntiva tarsal y bulbar deja tres fórnices o fondos de saco que 

son el superior, el inferior y el temporal y un pliegue medialmente que sólo crea un 

verdadero fórnix durante la aducción del ojo. La función de los fórnices es permitir el 

movimiento independiente del ojo y de los párpados [2,26]. 

La conjuntiva se encuentra altamente vascularizada por la arteria ciliar anterior y la arteria 

palpebral, ambas ramas de la arteria oftálmica, y drena a los nódulos preauricular y 

submandibular a nivel de los párpados. Presenta función protectora del globo ocular de 

agentes externos, protección inmunológica mediando la inmunidad pasiva y activa, y 

participa en la formación de la lágrima modulando su volumen, osmolaridad y concentración 

electrolítica para mantener el ojo lubricado [1,2]. 

b) Histología 

Histológicamente podemos distinguir tres partes en la conjuntiva bulbar que son el epitelio, 

el estroma y el tejido linfoide asociado a la conjuntiva. 

El epitelio [10] está formado por aproximadamente 5 capas de células que forman un 

epitelio no queratinizado estratificado excretor que interacciona con la membrana basal de 

colágeno tipo IV y la sustancia propia para cubrir todo el globo ocular. En el epitelio hay 

mayoritariamente células epiteliales de tipo cuboidal acompañadas por células caliciformes, 

células de Langerhans, melanocitos y linfocitos [1,10]. Las células apicales forman una capa 

de permeabilidad selectiva e hidrofóbica que favorece la adherencia de la película 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 glicocálix [1,10]. Éste 

último es rico en una serie de glicoproteínas de transmembrana altamente glicosiladas 

denominadas mucinas (MUC), principalmente MUC1, MUC4, MUC16, que son secretadas 

mediante vesículas y que lubrican la superficie apical de los epitelios y proporcionan una 

barrera frente a patógenos [27,28]. Entre las células del epitelio conjuntival se localizan las 

células caliciformes, son células secretoras de MUC por activación parasimpática, 
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representan el 5-10 % de las células basales del epitelio conjuntival y su distribución 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 composición de la lágrima [1]. La MUC5AC actúa como un surfactante 

para la superficie ocular, lo que permite que la capa lacrimal cubra uniformemente el epitelio 

hidrofóbico de la córnea para humedecerlo [28]. 

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 está 

altamente vascularizada y contiene las glándulas lacrimales accesorias de Krause y Wolfring 

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

El tejido linfoide asociado a la conjuntiva [1,10] está formado por linfocitos intercalados 

entre las capas de células epiteliales, asociados a vasos linfáticos y sanguíneos, con un 

componente estromal de células plasmáticas y linfocitos incluyendo agregados foliculares. 

Su función es crítica para el desencadenamiento y regulación de la respuesta inmune de la 

superficie ocular.  
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3.2.  TRAUMATISMO OCULAR Y DEFICIENCIA DE 
CÉLULAS 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 mecánicas o no 

mecánicas [29]. Entre las causas mecánicas podemos encontrar las contusiones, heridas y 

cuerpos extraños. Mientras que las causas no mecánicas se pueden clasificar según el agente 

nocivo como traumatismo por químicos, calor, radiación o electricidad. Otra distinción 

importante es que los traumatismos pueden ser clasificados como abiertos o cerrados en 

función de si hay o no perforación [30]. Esto es común en traumatismos por objetos 

punzantes, pero también se puede ver un como complicación de un traumatismo no mecánico 

como una causticación.  

3.2.2. Causticación 

El traumatismo químico, se conoce como causticación, es la causa no mecánica más 

importante, y representa entre el 7,7 y el 18 % de las lesiones oculares por traumatismo 

[31,32]. Suelen ser bilaterales, se dan mayoritariamente en pacientes jóvenes varones, y 

pueden producirse tanto por ácidos (como el sulfúrico, acético y clorhídrico) como por álcalis 

(como la lejía, cal viva, amoniaco y sosa cáustica). Generalmente las causticaciones por ácidos 

son menos graves que las causticaciones por álcalis porque dañan solo las capas superficiales 

de la córnea, a diferencia de los álcalis que precipitan y afectan a capas más profundas [33]. 

3.2.3. Fisiopatología de la causticación alcalina 

La fisiopatología de la causticación ocular por álcali fue descrita por Pfister R y Koski J en 

1978 [34]. Estos autores lo describen de la siguiente manera, el álcali al contactar con el 

epitelio de la córnea produce la saponificación, lisis de las membranas celulares y la 

descamación del epitelio dejando defectos epiteliales que persistirán durante semanas o 

meses. Si la causticación es leve se produce una abrasión corneal, es decir, se desprende el 

epitelio. Pero si la causticación es más grave, el álcali alcanza el estroma causando lisis de 
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los queratocitos, desnaturalización de la matriz de colágeno e incluso daño endotelial que 

acabará produciendo edema corneal. A su vez, se produce una respuesta inflamatoria aguda 

en la córnea manifestada por la infiltración de polimorfonucleares (PMNs) [33]. En 

presencia de defectos epiteliales, los PMNs son activados y liberan enzimas que degradan el 

estroma corneal formando úlceras que pueden complicarse formando un descemetocele y/o 

una perforación corneal. El riesgo de perforación es mayor cuanto mayor sea la severidad de 

la causticación. 

En cuanto al pronóstico, mediante numerosos trabajos se describieron los distintos 

pronósticos de los traumatismos oculares [2,3,10,35,36]. En casos leves, el epitelio corneal 

es regenerado correctamente por la proliferación y diferenciación de las células del epitelio 

basal y las LSC. No obstante, en casos de causticaciones más severas y/o extensas se colapsan 

los sistemas de renovación 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 patológico caracterizado por un 

número anormal de capas celulares con morfología patológica y depósitos de colágeno 

cicatricial. Además, cuando el traumatismo afecta al limbo, las LSC pueden estar 

comprometidas, lo cual lleva a dos puntos importantes: (1) la renovación del epitelio corneal 

que solo puede ser llevada a cabo por las células del epitelio basal y del limbo remanente, si 

las hubiera, que resultaría en una capacidad de proliferación limitada e insuficiente para 

restaurar toda la superficie corneal; (2) la pérdida de la barrera que frena la invasión de la 

córnea por parte del epitelio conjuntival de la conjuntiva bulbar, el cual avanza arrastrando 

consigo vasos sanguíneos de la propia conjuntiva en un proceso que se conoce como 

conjuntivalización y que se ha descrito como signo patognomónico de LSCD (Figura 7). 
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Figura 7. Hallazgos clínicos característicos de la LSCD. (A) Imagen de lámpara de hendidura de una 

córnea con conjuntivalización supero-temporal, neovascularización y penachos fibrovasculares importantes 

(◄) sin alcanzar el eje visual. (B) Imagen de lámpara de hendidura de una córnea que muestra 

conjuntivalización corneal total/completa con queratinización central. Imagen cortesía del Dr. Luis 

Fernández-Vega Cueto-Felgueroso. 

3.2.4. Deficiencia de células madre limbares 

La insuficiencia límbica o LSCD es una entidad clínica producida como consecuencia de la 

destrucción de las LSC que se produce generalmente por agresiones externas y con menor 

frecuencia se asocia a enfermedades congénitas o presenta un carácter idiopático [37]. Las 

causas más frecuentes de LSCD adquirida son resultado de agresiones extrínsecas que 

producen una destrucción aguda o crónica de las LSC [10,37]. Como causas de LSCD 

adquirida se incluyen las quemaduras químicas y térmicas, radiación ultravioleta e ionizante, 

desórdenes crónicos inflamatorios, condiciones de cicatrización progresiva (Síndrome de 

Steven Johnson y penfigoide ocular cicatricial), uso de lentes de contacto, iatrogénica 

(crioterapia o cirugía), infecciones microbianas crónicas como el tracoma, y menos común la 

queratitis asociada con deficiencia endocrina múltiple, la queratopatía neurotrófica (neural o 

isquémica), y la limbitis crónica [10]. El signo clínico particular de la LSCD es la 

conjuntivalización de la córnea, pero la manifestación clínica más relevante es el defecto 

epitelial corneal [10]. Además, dentro de la clínica acompañante se podrían incluir una 

disminución la visión, fotofobia, lagrimeo, blefarospasmo y episodios recurrentes de dolor si 

hay desgarro epitelial, así como historia de inflamación crónica con enrojecimiento [2]. 

3.2.5. Epidemiología 

a) Traumatismo ocular 

Las características epidemiológicas de los traumatismos oculares no están claras y solo están 

descritas en algunas poblaciones [38] de Estados Unidos [39–42] , Australia [43] , Asia 
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[44–47] y Europa [48–52] . Sin embargo, la Organización Mundial de la Salud (OMS) sitúa 

a los traumatismos como una de las tres causas más frecuentes de opacidad corneal que han 

causado a 4,2 millones de personas un deterioro visual significativo [53]. 

En nuestro país, el traumatismo ocular es la tercera causa de ceguera o secuelas importantes, 

después del glaucoma y de la retinopatía diabética que ocupan el primer y segundo lugar 

respectivamente [54]. La incidencia anual del traumatismo ocular se ha descrito en torno a 

1,45 casos por 100.000 habitantes [49] en una población urbana madrileña y de más de 6,76 

casos por 100.000 habitantes en población más rural almeriense [48]. 

b) Traumatismo ocular y deficiencia de células madre limbares 

Parece existir relación entre los traumatismos oculares por causticación y el desarrollo de 

LSCD posteriormente al trauma. Vazirani J et al. [40] han relacionado la lesión por agente 

químico con el desarrollo de LSCD en un estudio multicéntrico retrospectivo en muestras 

de poblaciones americanas e indias. Según estos autores la quemadura química 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 

socioeconómico y el estilo de vida [38]. Hay varias actividades que se relacionan con mayor 

frecuencia con los traumatismos oculares: laborales, domésticas, accidentes de tráfico, 

agresiones y práctica deportiva. A nivel global, los accidentes laborales y domésticos 

presentan la mayor frecuencia [29]. En nuestro medio, las causas principales de trauma 

ocular en poblaciones urbanas y/o con alto nivel socioeconómico son los accidentes 

domésticos (44,6 %), seguidos de las agresiones (22,80 %) y los accidentes laborales (17,4 %) 

[49]. Mientras que los accidentes laborales son la causa más común en poblaciones de menor 

nivel socioeconómico y/o rurales [48]. El perfil de paciente más típico es un adulto joven 

en edad laboral, es decir entre 20 y 40 años [32,38].  

3.2.7. Diagnóstico 

Ante córneas lesionadas por agentes externos se realiza un diagnóstico esencialmente clínico 

mediante examen con lámpara de hendidura, tinción de fluoresceína y asociado a una 
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citología de impresión de la superficie corneal [2,3,10,35]. En casos de sospecha de LSCD, 

hay que tener en cuenta que dependiendo de la extensión 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). 

 
Figura 8. Tipos de insuficiencias límbicas. En función de si está afectada uno (unilateral) o los dos ojos 

(bilateral) y de la extensión de limbo afectado (parcial o total), la insuficiencia límbica se denomina 

comúnmente como: unilateral parcial o total y bilateral parcial o total. 

Las causticaciones oculares se clasifican en grados de acuerdo a su pronóstico, la clasificación 

que más se ha empleado es la clasificación de Hughes [55] modificada por Roper-Hall [56] 

(Tabla 1) que distingue cuatro grados pronósticos según la apariencia inicial de la córnea y 

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

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

correspondiente de lesión conjuntiva, y su mayor precisión. 
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Tabla 1. Clasificación de Hughes modificada por Roper-Hall. 

Pronóstico Grado Claridad corneal 
Severidad de la isquemia 

limbal 

Muy bueno I 
Totalmente clara  
(no daño epitelial) 

Sin isquemia limbal 

Bueno II 
Opalescencia corneal, detalles de iris 

visibles 
Isquemia limbal <1/3 

Reservado III 
Pérdida total del epitelio, opacidad 
estromal, detalles de iris borrosos 

Isquemia limbal 1/3-1/2 

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

 

Tabla 2. Clasificación de Dua. 

Pronóstico Grado 

Limbo 
afectado en 

horas de 
reloj 

Afectación 
conjuntival 

Escala analógica * 

Muy bueno I 0 0 % 0 / 0 % 

Bueno II ≤ 3 < 30 % 0.1–3 / 1–29.9 % 

Bueno III > 3 a 6 > 30 a 50 % 3.1–6 / 31– 50 % 

Bueno-
Reservado 

IV > 6 a 9 > 50 a 75 % 
6.1–9 / 51–75 % 

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

Malo VI 12 100 % 12 / 100 % 

* La escala analógica registra con precisión la afectación limbal en horas de reloj de limbo 

afectado/porcentaje de afectación conjuntival. Al calcular el porcentaje de afectación conjuntival, sólo 

se tiene en cuenta la afectación de la conjuntiva bulbar, incluidos los fórnices conjuntivales. 

3.2.8. Abordajes terapéuticos 

Ante una causticación, la primera actuación (o tratamiento inmediato) es: lavado prolongado 

con suero, eliminación de residuos sólidos, analgesia sistémica, y derivar al paciente al 

oftalmólogo. Posteriormente, no hay consenso sobre el régimen de tratamiento más 

adecuado, consistiendo los principales tratamientos en: 

1. Tratamiento médico. 

2. Favorecer la reepitelización. 

3. Tratamiento quirúrgico: 

o Trasplante autólogo o alogénico de una biopsia de limbo. 

o Trasplante autólogo de LSC expandidas in vitro. 
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El objetivo del tratamiento médico es mejorar o mantener la visión, reduciendo o evitando 

la progresión de la opacificación corneal y la neovascularización. Se recomienda el 

tratamiento médico ante cualquier tipo de lesión corneal para controlar la infección y la 

inflamación mediante el uso de agentes antimicrobianos tan pronto como sea posible, y 

esteroides tópicos cuando sea preciso [2]. 

En casos más grave, se recomienda favorecer la reepitelización protegiendo y cubriendo el 

epitelio corneal, reduciendo factores que reduzca la reepitelización o aplicando tratamiento 

que la mejoren. Son habituales los siguientes métodos: uso de lentes de contacto blandas con 

vendas como protección, tarsorrafia temporal, flap conjuntival, parches de membrana 

amniótica, adhesivos tisulares de fibrina, la reducción de la exposición a tóxicos, reducir el 

consumo de tabaco, lubricación con lágrima artificial y aplicación de colirios de suero 

autólogo [1,2,10]. 

En corneas que pese a las medidas terapéuticas anteriores no mejoran la visión o existe una 

sospecha sólida de riesgo de LSCD, se recomiendan un tratamiento quirúrgico [2,10] con el 

objetivo de repoblar la superficie corneal con LSC (Figura 9). Éstos han demostrado ser 

efectivos tanto en casos de LSCD ya establecidas como en ojos lesionados por causticación 

para prevenir su empeoramiento hacia una LSCD [58]. Actualmente, existen varias opciones 

de trasplante [59], pero, el trasplante de una biopsia de tejido limbal autólogo 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 autólogo 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 % [60–62]. Este tipo de 

trasplante se ha descrito mediante las siguientes técnicas quirúrgicas: trasplante epitelial 

limbal simple (SLET) [63] y el autoinjerto conjuntival-limbal (CLAU) [64] que emplea 

biopsias más grandes. Sin embargo, el obtener suficiente tejido limbal puede comprometer 

el ojo donante y dar lugar a la aparición de una LSCD de novo en el ojo sano o empeorar la 

patología preexistente si el ojo donante está 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 sí 
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solo no sería suficiente para frenar la conjuntivalización después del trasplante [59]. En 

ambos casos, se recurre al aloinjerto de tejido conjuntival-limbal de donante vivo 

emparentado (preferiblemente) (lr-CLAL) [65], al SLET alogénico y al aloinjerto 

queratolimbal cadavérico (KLAL) [66], combinado con un CLAU en el primer caso [59]. 

No obstante, realizar un trasplante alogénico supone una serie de riesgos para el paciente: 

rechazo del aloinjerto donado y transmisión de infecciones. 

 

Figura 9. Tipos de trasplante de limbo. Autoinjertos de limbo: SLET, CLAU, CLET. Aloinjertos de 

limbo: lr-CLAL, KLAL, SLET alogénico. SLET y CLAU: Una pequeña biopsia del limbo de 2x2 mm 

(SLET) o un injerto conjuntival-limbal grande libre de 90-300º (CLAU) del ojo sano se distribuye sobre la 

córnea del ojo afectado utilizando un andamio de membrana amniótica. KLAL: Se utilizan dos bordes 

corneoesclerales de donantes para restaurar un limbo de 360º. lr-CLAL: Los tejidos limbares y 

conjuntivales se obtienen de familiares vivos HLA compatibles. CLET: Se cultivan láminas 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: antígeno leucocitario humano. KLAL: 

Keratolimbal allografts. lr-CLAL: Living- related conjunctival allograft. SLET: Simple limbal epithelial 

transplantation. 

Además, como el limbo esclerocorneal del receptor está muy vascularizado y el tejido limbal 

donante está cargado de antígenos, influirían el grupo sanguíneo y el antígeno leucocitario 
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humano (HLA) [67,68], y es necesaria una inmunosupresión sistémica perioperatoria para 

evitar el rechazo inmunológico del aloinjerto [69]. La inmunosupresión 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 [67,68]. Como consecuencia, para prevenir el rechazo del aloinjerto 

está indicado el uso prolongado de regímenes inmunosupresores que combinan distintos 

agentes sistémicos, además de fármacos tópicos (principalmente corticoides) [68,69], que 

pueden mantenerse durante años tras el trasplante. Normalmente, los efectos adversos de la 

inmunosupresión sistémica no son serios en pacientes jóvenes sin comorbilidades, algunos 

de los más comunes son la anemia, la hiperglucemia, el aumento de la creatinina y el aumento 

de la función hepática [70]. Sin embargo, en pacientes de edad avanzada y con 

comorbilidades (como hipertensión arterial, hiperlipidemia, diabetes, asma, hipotiroidismo, 

hepatopatía o insuficiencia renal, entre otros), la inmunosupresión sistémica conlleva efectos 

adversos más graves [70], pudiendo estar contraindicada. 

El trasplante de epitelio limbal cultivado (CLET) autólogo está 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 legislación europea como un Medicamento de Terapias 

Avanzadas (MTA). El Holoclar® es el primer MTA que consigue la autorización de 

comercialización por parte de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) 

(EMA/68652015, EMEA/H/C/002450) [71]. El producto Holoclar® consiste en obtener 

una biopsia de 2 mm2 de limbo autólogo 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 [72]. Estas células se cultivan y expanden empleando 

dos componentes de origen animal, el suero bovino fetal (SBF) y los fibroblastos de ratón 

3T3 letalmente irradiados. Una vez expandidas, las células epiteliales, se siembran sobre una 

membrana de fibrina que sirve de soporte para realizar el implante quirúrgico. Esta técnica, 

aunque es una terapia innovadora, no previne los riesgos del trasplante autólogo y alogénico, 

ya que suma el riesgo que supone tener que biopsiar aunque sea mínimamente el limbo y el 

riesgo inmunogénico debido a las condiciones xenogénicas del cultivo celular. 
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 Una alternativa para prevenir los riesgos descritos de los trasplantes autólogos y alogénicos 

convencionales es recurrir a otras fuentes tisulares de células madre adultas que sean 

autólogas, 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 clínicos. 

Las MSC obtenidas a partir de diferentes orígenes (médula ósea, tejido graso, pulpa dentaria, 

útero…) han demostrado un gran potencial para su uso en la Medicina Regenerativa, 

habiendo sido empleadas en diferentes patologías humanas como isquemia periférica, 

regeneración miocárdica o accidentes cerebrovasculares [73]. En Oftalmología, se ha 

descrito recientemente la reconstrucción de la superficie ocular en un ensayo clínico en fase 

I-II con MSC derivadas de médula ósea y membrana amniótica para tratar pacientes con 

LSCD establecida [74]. Por otro lado, entre los epitelios candidatos para el tratamiento de 

la LSCD está 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) 3, marcador típico de células epiteliales corneales diferenciadas, así 

como la CK5 son también positivas en las células de mucosa oral [10,75,76]. Posiblemente, 

las OMESC sean las células más estudiadas para regenerar lesiones en la superficie ocular, 

y cuenta con numerosos estudios clínicos de reconstrucción de tejido corneal lesionado 

mediante distintos tipos de trasplante de OMESC [75,77,78]. Estas terapias han 

demostrado ser eficaces clínicamente a corto y largo plazo.  

El principal inconveniente de las Terapias Avanzadas basadas en MSC y OMESC para uso 

oftalmológico es que mantienen el uso de componentes xenogénicos y alogénicos para 

realizar el cultivo de las células madre y su trasplante, además, de contar en algunos casos 

con metodologías de preparación complejas y numerosas que reducen su rentabilidad. 

Recientemente, Riestra AC et al. [79] han descrito un método de cultivo sin suplementos 

xenogénicos, basado en el empleo de hemoderivados preparados con el kit comercial 

Endoret®(PRGF®) desarrollado por la empresa Biotechnology Institute (BTI, Vitoria, 

España) para el empleo de Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) en el campo de 

la Oftalmología [58,79]. Además, este método emplea como soporte de las células para su 

posterior trasplante una membrana de fibrina de PRGF que reemplazaría a la membrana 



  INTRODUCCIÓN 
 

             55 
 

amniótica 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 plástico de cultivo 

a partir de una pequeña porción del tejido y sin ningún procesamiento previo [80,81]. 
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4. JUSTIFICACIÓN
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Cuando se produce una lesión ocular grave, los pacientes pueden desarrollar una opacidad 

corneal permanente o incluso la lesión puede evolucionar hacia una LSCD porque el daño es 

tan severo o extenso que los mecanismos de reparación de la córnea no son suficientes. 

El trasplante limbal autólogo ha mostrado una gran efectividad, mientras que el ratio de 

éxito del trasplante limbal alogénico está limitado por el riesgo de rechazo, transmisión de 

infecciones y puede requerir de una inmunosupresión sistémica. Sin embargo, tanto el 

autoinjerto limbal, como el aloinjerto limbal y el MTA de LSC autólogas suponen un riesgo 

iatrogénico importante para la visión y la salud del paciente debido a sus procedimientos de 

obtención de tejido, trasplante y preparación, que incluyen técnicas de disección invasivas y 

el uso de componentes inmunogénicos de origen xenogénicos y alogénicos. 

Estos inconvenientes junto con la necesidad de inmunosupresión sistémica han llevado al 

desarrollo de MTA alternativos a los trasplantes convencionales de LSC. Existen terapias 

alternativas que emplean células madre expandidas in vitro a partir de tejidos adultos no 

limbares. Entre las Terapias Avanzadas más destacadas en Oftalmología están las MSC y 

las OMESC, pero el principal inconveniente es que aún mantienen el uso de factores 

xenogénicos para la expansión celular y el uso de soportes celulares alogénicos o 

heterólogos. 

Sin embargo, las terapias celulares tienen la categoría de MTA de acuerdo con la legislación 

vigente (Real Decreto 477/2014) y deben cumplir al igual que los medicamentos de síntesis 

química, 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 práctica clínica es el 

empleo de factores xenogénicos en la metodología de cultivo y trasplante. Aunque no están 

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 transmisión de enfermedades, el desarrollo de efectos tumorigénicos y 

reacciones inmunes. 

Disponer de un sistema de cultivo autólogo, un sistema de trasplante autólogo y una fuente 

de células madre adultas alternativa también autóloga con capacidad regenerativa de la 

córnea: 

1. Prevendría los riesgos biológicos del empleo de material biológico no autólogo. 
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2. Prevendría la progresión de los traumatismos oculares moderados-graves y/o extensos 

hacia una ceguera por LSCD. 

3. Reduciría la aplicación de los trasplantes convencional de LSC, previniendo sus riesgos. 

 



 

 

5. HIPÓTESIS
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El propósito de este trabajo es estudiar si: 

Las MSC obtenidas de la grasa subcutánea y las OMESC, cultivadas y trasplantadas con 

componentes derivados del plasma sanguíneo y en ausencia de componentes xenogénicos, 

podrían componer dos MTA potencialmente autólogos, viables, seguros y eficaces en la 

regeneración del epitelio corneal lesionado y prevención del desarrollo de ceguera por 

LSCD. 
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6. OBJETIVOS
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Objetivo 1. Desarrollo de un MTA de MSC: 

1.1. Cultivo de explantes de grasa subcutánea en un medio de cultivo suplementado con 

PRGF como fuente de factores de crecimiento y en condiciones libres de factores 

xenogénicos. 

1.2. Caracterización de las células expandidas como MSC. 

1.3. Preparación 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. 

1.4. Estudio de viabilidad y respuesta en un modelo animal de ratón atímico. 

Objetivo 2. Desarrollo de un MTA de OMESC: 

2.1. 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. 

2.2. Caracterización de las células expandidas como OMESC. 

2.3. Preparación 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. 

2.4. Estudio de viabilidad y respuesta en un modelo animal de ratón atímico. 

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

3.1. Preparación de los MTA empleando tejidos de conejo. 

3.2. Ensayo preclínico en cuatro grupos de conejos tratados con: tratamiento médico 

exclusivo, membrana de fibrina de PRGF, MSC y OMESC. 

3.3. Análisis clínico, morfológico y fenotípico de las córneas antes de la lesión, después 

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

.



 

68              
 



 

 

7. MATERIAL Y MÉTODO 
 

  



 

 

 



  MATERIAL Y MÉTODO 
 

             71 
 

7.1. MEDICAMENTOS DE TERAPIAS AVANZADAS HUMANOS 
LIBRES DE FACTORES XENOGÉNICOS 

7.1.1. Preparación del PRGF humano para cultivo celular 

a) Obtención de sangre completa 

La sangre se obtuvo de voluntarios (de edad entre 23-64 años) sanos y altruistas en el 

Instituto Oftalmológico Fernández-Vega (Asturias, España) y su Fundación de 

Investigación Oftalmológica (Asturias, España), 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 venopunción. 

b) Preparación del plasma sanguíneo 

Se empleó el sistema de Endoret®(PRGF®) de BTI siguiendo las indicaciones de uso del 

fabricante modificadas como se describe a continuación (Figura 10), para adaptar dicha 

tecnología al sistema de cultivo autólogo de tejidos humanos [79]. 

Después de cada extracción 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 extracción. Tras la centrifugación, el plasma de cada 

tubo se separó en una fracción superior (F1) y una fracción inferior (F2). La F2 se 

corresponde a los 2 mL de plasma más cercanos a la serie blanca y la F1 al volumen de 

plasma restante por encima de F2. Posteriormente, se recogieron sin provocar turbulencias 

las F1 y después las F2, ambas fracciones se separaron en dos tubos estériles de 50 mL 

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

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

Las F1 se dividieron en alícuotas de 5 mL en tubo estériles y se incubaron con 100 µL de 

cloruro de calcio a 100 mg/mL (B Braun, Melsungen, Alemania) a 37 ºC durante 1 h. Los 

sueros liberados se recogieron por aspiración, para posteriormente, hacer un pool que se 

conservó en alícuotas de 5 mL a -20 ºC 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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Figura 10. Preparación del PRGF humano para el cultivo y trasplante celular. (1) Obtención de sangre 

completa. (2) Preparación del plasma sanguíneo. (3) Preparación de PRGF como suplemento para el medio 

de cultivo. (4) Preparación del PRGF como soporte celular para el trasplante. F: fracción de plasma. PRGF: 

plasma rico en factores de crecimiento.  

d) Preparación del PRGF como soporte celular para el trasplante 

Las F2 se dividieron en alícuotas de 5 mL en tubos estériles y se conservaron a -20 ºC hasta 

su uso para preparar las membranas de fibrina de PRGF. Las alícuotas se descongelaron en 

un baño a 37 ºC, y se preparó un gel de fibrina de PRGF mezclando 100 µL de cloruro de 

calcio (100 mg/mL) con la F2 dentro de un pocillo de 9,6 cm2 (35 mm de diámetro) de una 

placa de 6 pocillos (Thermo Fisher Scientific) e incubando a 37 ºC durante 30 min. Una vez 

coagulado el gel, se preparó la membrana de fibrina de PRGF de 500 µm de espesor 

comprimiendo el gel durante 30 s dentro de un conformador (BTI). La membrana de fibrina 

de PRGF se colocó sobre un disco de nitrocelulosa de aproximadamente 25 mm de diámetro 

(Merck Millipore, Munster, Irlanda) para mantenerla extendida y facilitar su manejo hasta 

el trasplante. Seguidamente se colocó sobre un insert Corning® Transwell® de 4,5 cm2 (24 

mm de diámetro) y 0,4 µm de tamaño de poro (Sigma-Aldrich, Missouri, EE. UU.) y se 

introdujo en un pocillo de 9,6 cm2 de una placa de 6 pocillos con 1 mL del medio de cultivo 

correspondiente para mantener la humedad de la membrana y evitar su deshidratación y 

deterioro. La membrana de fibrina de PRGF se empleó inmediatamente como soporte de 

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

Este trabajo se llevó a cabo de acuerdo con las directrices de la Declaración de Helsinki y fue 

aprobada por el Comité de Ética de Investigación del Principado de Asturias (Código 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 

subcutáneo de la almohadilla de grasa infrapatelar y 10 biopsias de entre 4 y 8 mm2 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 órganos y tejidos del 

Hospital Universitario Central de Asturias (Asturias, España), tras la firma del 

consentimiento informado por escrito siguiendo las leyes españolas en materia de donación 

de órganos y tejidos. Las biopsias se obtuvieron y analizaron por el Centro de Sangre y 

Tejidos (Asturias, España) y se recibieron en la Fundación de Investigación Oftalmológica, 

previa firma del acuerdo de colaboración entre ambos centros. Los tejidos se transportaron 

en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Thermo Fisher Scientific) con antibióticos, 

usando un contenedor isotérmico refrigerado con pastillas de frío de forma que el 

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

7.1.3. Cultivo y caracterización de MSC 

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

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

a) Cultivo primario de MSC 

a1. Preparación de la grasa subcutánea 

Tras la recepción del tejido en la Fundación de Investigación Oftalmológica, la biopsia se 

mantuvo 1 día a 4 ºC dentro de medio de conservación fresco compuesto por: DMEM 

suplementado con 40 µg/mL de vancomicina, 40 µg/mL de amikacina (Normon, Madrid, 

España) y 0,5 µg/mL de anfotericina B (Ambisome, Gilead Sciences, Madrid, España). 

Posteriormente, se colocó la biopsia sobre una placa Petri de 100 mm de diámetro con 3 mL 

del medio para evitar que se seque el tejido, se limpió con ayuda de unas tijeras y pinzas 

estériles para retirar los restos de tejido conectivo, y finalmente, se cortó en pequeños 

fragmentos, que llamaremos explantes, de 1-2 mm2 aproximadamente. 
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a2. Expansión de MSC in vitro 

En cada pocillo de 3,8 cm2 de una placa de 12 pocillos (Thermo Fisher Scientific) se añadió 

250 µL de medio de cultivo. Se colocó un explante de grasa en el centro de cada pocillo de 

manera que quedase en contacto con el plástico de cultivo sin flotar para que las células 

pudiesen expandirse sobre el plástico de cultivo. Se cultivaron los explantes a 37 ºC en un 

incubador con 5 % de CO2 y humedad saturada con cambio de medios cada 2-3 días. Se 

empleó el medio de cultivo descrito por Odabas S et al. [82] ligeramente modificado: DMEM 

y Ham’s F12 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 evolución 

de los cultivos celulares se siguió siempre con un microscopio de contraste de fases DMIL 

LED y se registró usando la cámara EC3 acoplada al microscopio (Leica Biosystems, 

Cataluña, España). 

a3. Subcultivo de MSC in vitro 

Las MSC expandidas en tres pocillos de cultivo de 3,8 cm2 cada uno se despegaron con 

TrypLETM Express Enzyme (TrypLE) (Thermo Fisher Scientific) cuando alcanzaron el 80-

90 % de confluencia, y posteriormente, se sembraron en un frasco de cultivo de 75 cm2 

(Thermo Fisher Scientific) con 10 mL de medio de cultivo fresco. Las MSC se mantuvieron 

en el incubador a 37 ºC con cambio de medios cada 2-3 días. 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. Criopreservación y descongelación de MSC 

Las MSC se criopreservaron cuando el cultivo en pase 3 alcanzó el 90 % de confluencia. Para 

ello se levantaron las células con TrypLE, se centrifugaron y resuspendieron en 3 mL de 

medio de congelación. Se congelaron entre 1-1.5 x 106 células por cada criovial (Thermo 

Fisher Scientific). Se mantuvieron a -80 ºC durante 1 día y posteriormente se conservaron 

en nitrógeno líquido hasta su uso. El medio de congelación se preparó con: DMEM 

suplementado con 10 % de PRGF y 10 % de dimetilsulfóxido (DMSO) [82] (Sigma-Aldrich). 

Las MSC se recuperaron descongelando los crioviales en un baño a 37 ºC. El medio de 

congelación se eliminó diluyendo 1:1 con medio de cultivo y centrifugando a 400 g durante 

5 min. Finalmente, el pellet se resuspendió y sembró en un frasco de 75 cm2 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 días. 

 
Figura 11. Cultivo y caracterización de MSC a partir de grasa subcutánea. Obtención y preparación 

de tejidos, expansión in vitro con medio de cultivo de PRGF, subcultivo hasta pase 3, criopreservación hasta 

su uso, descongelación y caracterización de las células expandidas como MSC mediante morfología, 

diferenciación multilinaje in vitro y citometría de flujo laminar. CD: grupo o antígeno de diferenciación. 

p3/4: pase 3/4. ISCT: International Society for Cell & Gene Therapy. MSC: células madre mesenquimales. 

PRGF: plasma rico en factores de crecimiento.  

b) Caracterización de las MSC 

Se caracterizaron las MSC obtenidas a partir de tejido adiposo mediante el estudio de los 

criterios mínimos 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 sembró 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 realizó la adipogénesis, 

osteogénesis y condrogénesis, y con otro frasco se realizó la citometría de flujo laminar. 

b1. Adipogénesis y osteogénesis 

Se sembraron 20.000 células viables/cm2 en 10 pocillos de 1,9 cm2 de una placa de 24 pocillos 

(Thermo Fisher Scientific). Las MSC se cultivaron durante 3 días a 37 ºC en un incubador 

con 5 % de CO2 y humedad saturada con medio de cultivo fresco. Posteriormente, se 

reemplazó el medio de cultivo por los medios de adipogénesis (5 pocillos) y de osteogénesis 

(5 pocillos), cambiando los medios cada 2-3 días durante 21 días. Los cultivos se fijaron con 

metanol absoluto (Sigma-Aldrich) frío a 4 ºC durante 10 min y se tiñeron. Los cultivos con 
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medio adipogénico se lavaron con alcohol isopropílico al 60 % y se tiñeron con Oil Red O 

(Sigma-Aldrich) al 0,3 % para detectar las vacuolas lipídicas intracelulares. Los cultivos con 

medio osteogénico se tiñeron con Alizarin Red S (Sigma-Aldrich) al 2 % en oscuridad para 

marcar los depósitos extracelulares de calcio. Una vez teñidos, los cultivos se lavaron y se 

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

El medio adipogénico se preparó con: DMEM:F12 (2:1), 10 % de PRGF, 1 µM de 

dexametasona, 10 µM de insulina, 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina, 200 µM de 

indometacina, 100 U/mL de penicilina y 0,1 mg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich). El 

medio osteogénico se preparó con: DMEM:F12 (2:1), 10 % de PRGF, 1 µM de 

dexametasona, 50 µM de ácido ascórbico, 10 mM de β-glicofosfato, 100 U/mL de penicilina 

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

b2. Condrogénesis 

Se preparó una suspensión de MSC a 1,6 x 107 células viables/mL y se procedió siguiendo 

las indicaciones del kit de diferenciación condrogénica StemPro® MSC SFM XenoFree 

(Thermo Fisher Scientific). Se pipetearon 5 µL de la suspensión en el centro de 48 pocillos 

de 1,1 cm2 de una placa de 48 pocillos (Thermo Fisher Scientific) y se incubaron 2 h a 37 ºC 

en una atmósfera húmeda para formar micromasas de células adheridas entre ellas y al 

plástico de cultivo. Las micromasas se cultivaron en StemPro® Chondrocyte Differentiation 

Basal Medium suplementado con StemPro® Chondrogenesis Supplement a 37 ºC en un 

incubador con 5 % de CO2 y humedad saturada con cambio de medio todos los días durante 

21 días. Las micromasas se fijaron en glutaraldehído al 2,5 % durante 30 min a temperatura 

ambiente. Se tiñeron con Alcian Blue para detectar glicosoaminoglicanos y 

mucopolisacáridos característicos de la matriz cartilaginosa y se observaron y fotografiaron 

con el microscopio de contraste de fases de Leica Biosystems. 

b3. Citometría de flujo laminar 

Se preparó una suspensión de MSC a 5 x 106 células viables/mL, y se lavaron con tampón 

fosfato salino (PBS) suplementado con 0,5 % de albúmina de suero bovino (Sigma Aldrich). 

Se marcaron las células incubándolas con anticuerpos monoclonales siguiendo las 

instrucciones del kit Mesenchymal Cell (Immunostep, Castilla y León, España): FITC anti-

CD90 y CD44, PE anti-CD105 y CD166, APC anti-CD29 y CD73 y PerCP anti-CD45, 
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CD34, CD4, CD19 y HLA-DR. La viabilidad celular se estudió marcando con ioduro de 

propidio (Becton Dickinson Bioscience, Nueva Jersey, EE. UU.). El inmunofenotipado se 

realizó con un citómetro de flujo FACS Aria IITM (Becton Dickinson Bioscience), y 

posteriormente, se analizaron los datos obtenidos y se representaron gráficamente usando 

el software FlowJo (Trre Star, Oregon, EE. UU.). Se calculó la media (M) del porcentaje de 

expresión de cada marcador y su desviación estándar (SD) utilizando una hoja de cálculo de 

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

7.1.4. Cultivo y caracterización de OMESC 

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

inmunofluorescencia (IF) como se describe a continuación y se representa en la Figura 12. 

 
Figura 12. Cultivo y caracterización de OMESC a partir de mucosa oral. Obtención y preparación de 

tejidos, expansión in vitro con medio de cultivo de PRGF y caracterización mediante estudio de IF. CK: 

citoqueratina. IF: inmunofluorescencia. OMESC: células madre epiteliales de mucosa oral. PRGF: plasma 

rico en factores de crecimiento. P63: proteína tumoral p63. 

a) Cultivo primario de OMESC 

a1. Preparación de la mucosa oral 

Se separaron los 2/3 inferiores de la biopsia con ayuda de un bisturí y unas tijeras estériles 

y se descartó. La porción superior de la biopsia, que incluía el epitelio, se cortó en pequeños 

explantes de hasta 0,5-1 mm2 y se sembraron de forma similar a la descrita para la grasa. 

a2. Expansión de OMESC in vitro 

Se empleó el medio de cultivo descrito [84] modificado: DMEM:F12 (2:1) suplementado 

con 10 % de PRGF humano, 24 µg/L de adenina, 5 µg/mL de insulina, 1,3 ng/mL de 

triiodotironina, 0,4 µg/mL de hidrocortisona, 8,3 ng/mL de toxina colérica (Sigma-Aldrich), 

40 µg/mL de vancomicina, 40 µg/mL de amikacina y 0,5 µg/mL de anfotericina B. A partir 
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del primer cambio el medio de cultivo se añadió factor de crecimiento epitelial (EGF, Austral 

Biologicals, California, EE. UU.) a una concentración a 10 µg/mL. La evolución de los 

cultivos celulares se siguió 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 

TritónTM X-100 (Sigma-Aldrich) diluido en PBS al 0,3 % durante 10 min para permeabilizar 

las células. Posteriormente, se retiró el TritónTM X-100 y se lavó 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 

inespecíficas e incubando a 4 ºC hasta el día siguiente. Los anticuerpos primarios empleados 

y su dilución fueron los siguientes: anti-CK5 (1:100, monoclonal, conejo, clon EP1601Y, 

Abcam, Cambridge, Reino Unido) y anti-proteína tumoral p63 (P63) (1:100, monoclonal, 

conejo, clon EPR5701, Abcam). 

A continuación, se retiró el anticuerpo primario, se lavó 5 min con PBS y se incubaron las 

células con el correspondiente anticuerpo secundario policlonal anti-IgG de conejo o ratón 

(conjugados con Alexa Fluor® 488 o 594) (Sigma-Aldrich) diluido 1:500 en PBS a 

temperatura ambiente y en agitación durante 2 h.  

Finalmente, se lavó 5 min con PBS y se marcaron los núcleos 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 observó 

el marcaje bajo un microscopio de fluorescencia DMI6000B registrándolo fotográficamente 

con una cámara DFC310FX acoplada al microscopio (Leica Biosystems). 

7.1.5. Implantes oculares de células madre humanas 

a) Preparación 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 105 células/cm2 en 300 µL de medio de cultivo sobre una membrana de 

fibrina de PRGF de 4,5 cm2 preparada tal y como se describe en la página 72. Se empleó el 

medio de cultivo correspondiente para cada tipo celular añadiendo 1,5 mg/mL de ácido 

tranexámico (Amchafibrin®, Meda Pharma SL, Madrid, España) a su composición para evitar 
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la fibrinólisis. Las células se cultivaron a 37 ºC en un incubador con 5 % de CO2 y humedad 

saturada con cambio de medios cada día durante 2 días para las MSC y durante 3 días 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. 

 
Figura 13. Preparación y caracterización 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 

caracterización 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 selección de los cultivos celulares para la preparación del implante ocular. 

Cultivos de MSC Cultivos de OMESC 
* Cultivo primario en pase 4. 

* Cultivo homogéneo y confluente. 

* Morfología tipo fibroblástica. 

* Células adheridas al plástico. 

 

* Caracterizadas positivamente mediante 

diferenciación in vitro multilinaje. 

* Cultivo primario en pase 0. 

* Cultivo homogéneo y confluente. 

* Morfología tipo epitelial 

* Ausencia de crecimiento de fibroblastos o 

inferior al 5 % de la superficie total de cultivo. 

* Caracterizadas positivamente para los 

marcadores P63 y CK5. 

CK: citoqueratina. MSC: células madre mesenquimales. OMESC: células madre epiteliales de mucosa oral. 

P63: proteína tumoral p63. 
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b) IF 

Se siguió la metodología previa descrita en la página 78 empleando los anticuerpos primarios 

y su dilución 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, ratón, clon 34βE12, Dako, California, EE. UU.) para las 

OMESC y DAPI para marcar los núcleos. 

7.1.6. Animales 

Todos los animales de este estudio se trataron de acuerdo con The Association 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 Ético de Experimentación Animal de la Universidad de Oviedo, y se autorizaron en 

la resolución PROAE 21/2019 (Anexo II) alzada por la Conserjería de Desarrollo Rural y 

Recursos Naturales. 

Se emplearon ratones atímicos cepa Swiss Nude (Crl:UN(Ico)-Foxn1nu) 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, España). 

Los animales se estabularon dentro de las instalaciones del Bioterio de la Universidad de 

Oviedo (Asturias, España) registrado con el número ES330440003591 en la Conserjería de 

Desarrollo Rural y Recursos Naturales del Principado de Asturias como centro de cría y 

usuario de animales de experimentación en cumplimiento del Real Decreto 53/2013. La 

Unidad de Bioterio de la Universidad de Oviedo permitió estabular y mantener los animales 

en jaulas individuales aisladas bajo las condiciones ambientales constantes y controladas que 

determina la Conserjería de Medio Rural y Pesca del Principado de Asturias. Los ratones 

atímicos se estabularon en condiciones libre de patógenos dentro de jaulas ventiladas para 

biocontención, con ciclos de 12 h de luz/ 12 h de oscuridad, a 22 ± 2 ºC, 55 ± 10 % de 

humedad con comida y agua ad libitum. Durante los procedimientos quirúrgicos fuera de las 

jaulas, los ratones se manipularon dentro de cabinas de seguridad biológica. Los conejos se 

estabularon en salas de estabulación convencionales con ciclos de 12 h de luz/12 h de 

oscuridad, a 18 ± 3 ºC, 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 subcutáneo en ratón atímico 

Los experimentos se llevaron a cabo en 9 ratones atímicos, que se dividieron en tres grupos 

experimentales de 3 animales cada uno según 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 subcutáneo en el dorso del animal previamente 

anestesiado vía inhalatoria con isoflurano al 2 % (Ecuphar® Veterinaria, Barcelona, España). 

Se hicieron tres incisiones formando una ‘U’ en el dorso del ratón y se abrió un bolsillo 

subcutáneo de 5 cm2. A continuación, se colocó el injerto correspondiente sobre la fascia 

toracolumbar posterior con las células en contacto con dicha fascia cuando se incluían en el 

injerto (Figura 14 A). Finalmente, se retiró el disco de nitrocelulosa (Figura 14 B), se cubrió 

el injerto con la piel y se cerró el bolsillo usando sutura de seda 4-0 no reabsorbible 

(CovidienTM Medtronic, Dublín, Irlanda) (Figura 14 C). Se realizó el seguimiento de la 

herida durante 21 días, y posteriormente los ratones se eutanasiaron en una cámara de CO2. 

El tejido injertado se recuperó mediante disección quirúrgica y se fijó en paraformaldehido 

al 4 % para su posterior análisis mediante tinción histológica con hematoxilina y eosina 

(H&E) e inmunohistoquímica (IHQ) 

 
Figura 14. Trasplante de los implantes oculares de células madre en ratones atímicos. (A) Se abre en 

el dorso del ratón un bolsillo subcutáneo, (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) Preparación de secciones histológicas 

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 µm 

de sección 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. 

c) Tinción con hematoxilina-eosina 

Las secciones de las muestras desparafinadas se tiñeron 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 microscopía EntellanTM (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 cámara DFC310FX 

(Leica Biosystems). 

d) Inmunohistoquímica 

d1. Detección ex vivo de MSC trasplantadas en ratón 

Las secciones de las muestras desparafinadas se desenmascararon sumergidas en tampón de 

citrato de sodio calentando a 87 ºC durante 10 min mediante un microondas (LG, Madrid, 

España) a 140 W de potencia. El tampón de citrato de sodio se preparó con 10 mM de citrato 

de sodio, 0,05 % de Tween-20 y el pH ajustado a 6 con HCl 1 M. Las muestras se lavaron 

dos veces con PBS durante 10 min y se incubaron 5 min con peróxido de hidrógeno (Sigma-

Aldrich) al 3 % en metanol absoluto. A continuación, se lavaron 10 min con PBS tres veces 

y se trataron en PBS con TritónTM 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 ºC durante 2 días en cámara húmeda 

con un anticuerpo primario diluido en PBS con TritónTM X-100 al 0,05 % y suero de cabra 

al 10 % para bloquear las reacciones inespecíficas. El anticuerpo primario empleado y su 

dilución fue la siguiente: anti-Vim humana (1:100) para las MSC. 
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Se retiró el anticuerpo primario, se lavó tres veces con PBS durante 10 min y se incubaron 

las muestras en cámara húmeda 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 cámara húmeda y en oscuridad siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Finalmente, las secciones se lavaron 10 min en PBS tres veces y 10 min en tampón 

PBS 0,1 M (pH 7,4) para adecuarlas al medio de revelado. El marcaje se reveló incubando 

las muestras con peróxido de hidrógeno al 0,03 % y 3,3’-diaminobenzidina al 0,1 % en PBS 

0,1 M (pH 7,4) durante 10-20 s o hasta visualizar el precipitado marrón. El tiempo de 

reacción se controló bajo el microscopio óptico de campo claro de Leica Biosystems y se paró 

con PBS 0,1 M (pH 7,4). Posteriormente, se marcaron los núcleos 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 microscopía EntellanTM y un cubreobjetos de vidrio 

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

d2. Detección ex vivo de OMESC trasplantadas en ratón 

Se realizó una IF sobre las secciones de las muestras desparafinadas siguiendo la 

metodología descrita en la página 78 con el anticuerpo primario anti-CKhmw diluido 1:100, 

el marcaje se reveló incubando con el anticuerpo secundario policlonal anti-IgG de ratón, 

los núcleos 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 PRECLÍNICO DE LOS MTA 

7.2.1. Diseño 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 lesión por quemadura con NaOH en el ojo derecho de 18 conejos (el izquierdo 

sirvió de control), inmediatamente después, se lavó, se aplicó un tratamiento médico y se 

favoreció la reepitelización de la córnea cubriéndola con una tarsorrafia. Los ojos se 

examinaron clínicamente y se trataron después de una semana (Figura 15). 

 
Figura 15. Diseño experimental del ensayo preclínico. Obtención de tejidos oral, adiposo y sangre 

completa de conejo. Preparación de medios de cultivo, membranas de fibrina y cultivos de MSC y OMESC. 

Preparación 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, neovascularización corneal, pannus 

fibrovascular y opacidad corneal) tras 42 días de seguimiento clínico. Los conejos fueron 

eutanasiados y sus córneas se sometieron a exámenes histológicos e inmunohistoquímicos. 

7.2.2. Preparación de PRGF de conejo para cultivo celular 

a) Obtención 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 donación no supusiera un riesgo para 

nuestro estudio, tras ser eutanasiados en el Bioterio de la Universidad de Oviedo, respetando 

así la reducción del número de animales de experimentación contemplada en el código ético 

de experimentación animal (Real Decreto 53/2013). Los conejos se anestesiaron (página 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 punción cardíaca. Finalmente, los conejos fueron eutanasiados (página 

91). 

b) Preparación del plasma sanguíneo 

El plasma se preparó a partir de los tubos de sangre dentro de las primeras 4 h desde su 

extracción. Se centrifugaron los tubos a 460 g durante 8 min y a temperatura ambiente. Tras 

la centrifugación, se aisló el plasma, la serie blanca y la serie roja. Se pipeteó cuidadosamente 

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

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

Se realizó un pool de plasma de varios conejos, después se tomaron 20 mL de plasma, se 

dividió en alícuotas de 5 mL en tubos estériles y se procesó como se ha descrito en la página 

71. Es decir, se incubó con cloruro de calcio 100 mg/mL (20 µL/mL de plasma), los 

sobrenadantes se recogieron, mezclaron, alicuotaron y conservaron congelados a -20 ºC 

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) Preparación del PRGF como soporte celular para el trasplante  

Se tomaron 23 mL del pool de plasma y se dividió en alícuotas de 7,5 mL en tubos estériles y 

se conservaron a -20 ºC hasta su uso para preparar las membranas de fibrina de PRGF. Se 

descongeló el plasma en un baño a 37 ºC. Se preparó un gel de fibrina mezclando 7,5 mL de 

plasma de conejo con 150 µL de cloruro de calcio a 100 mg/mL dentro de un pocillo de 9,6 

cm2 de una placa de 6 pocillos e incubando a 37 ºC durante 30-45 min. Una vez formado el 

gel, se preparó la membrana de fibrina de PRGF tal cual se ha descrito para preparar la 

membrana de fibrina de PRGF humano (página 72). Es decir, se comprimió el gel para 

formar la membrana, se montó sobre un disco de nitrocelulosa, se colocó dentro de un insert 

y se pasó a un pocillo de 9,6 cm2 de una placa de 6 pocillos con 1 mL de medio de cultivo. La 

membrana de fibrina de conejo se empleó 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) Obtención de tejidos 

Inmediatamente tras la obtención de sangre completa, se extrajo tejido oral y adiposo de los 

conejos eutanasiados. Se diseccionó la mucosa oral en biopsias de entre 4 y 8 mm2 del piso 

de la boca (no queratinizada) y de las paredes del vestíbulo bucal (queratinizada). 

Posteriormente, se hizo una incisión en el hipogastrio siguiendo la línea medioesternal, se 

diseccionó la dermis hasta alcanzar el tejido adiposo subcutáneo y se extrajeron hasta 5 cm2 

de grasa. Tras la extracción, los tejidos de conejo se manipularon igual que los tejidos 

humanos (página 73). De manera que, las biopsias de conejo se transportaron en frío dentro 

de frascos con medio de transporte suplementado con antimicrobianos y se conservaron 

mantuvieron durante 1 día a 4 ºC. 

b) Cultivo y caracterización de MSC de conejo 

b1. Expansión in vitro de MSC empleando medio de cultivo suplementado con PRGF 

Se realizó siguiendo los métodos descritos para el cultivo de grasa subcutánea humana con 

mínimas variaciones (página 74). Es decir, se prepararon los explantes de grasa y se 

cultivaron en un incubador a 37 ºC con un medio de cultivo compuesto por DMEM:F12 (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 días. Las células fueron subcultivadas hasta 



  MATERIAL Y MÉTODO 
 

             87 
 

alcanzar el pase 3 y criopreservadas hasta su uso. Se caracterizaron las células mediante 

diferenciación multilinaje a adipocitos, osteocitos y condrocitos. Se siguió la misma 

metodología descrita que para diferenciar las MSC humanas (página 75). 

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

Se realizó siguiendo los métodos descritos en el párrafo anterior y utilizando el medio de 

cultivo compuesto por DMEM:F12 (2:1) suplementado con 20 % de SBF [82], 100 U/mL 

de penicilina y 0,1 mg/mL de estreptomicina. Se caracterizaron las células mediante 

diferenciación multilinaje a adipocitos, osteocitos y condrocitos siguiendo el método ya 

descrito (página 75). En este caso, los medios de cultivo de adipogénesis y osteogénesis se 

suplementaron con SBF al 20 % [82]. 

c) Cultivo primario y caracterización de OMESC 

Se realizó 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 ºC con un medio de cultivo compuesto por DMEM:F12 (2:1) suplementado 

con 10 % de PRGF de conejo, 24 µg/L de adenina, 5 µg/mL de insulina, 1,3 ng/mL de 

triiodotironina, 0,4 µg/mL de hidrocortisona, 8,3 ng/mL de toxina colérica (Sigma-Aldrich), 

40 µg/mL de vancomicina, 40 µg/mL de amikacina y 0,5 µg/mL de anfotericina B. Se 

realizaron cambios de medios cada 2-3 días, incorporando 10 µg/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-proteína 

tumoral p63 (1:100), y siguiendo la metodología descrita para las OMESC humanas (página 

78). 

7.2.4. Implantes oculares de células madre de conejo 

a) Preparación del implante ocular 

Se replicaron los implantes oculares siguiendo el mismo método descrito para preparar los 

implantes oculares humanos (página 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 ácido 

tranexámico. 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 105 células/cm2 en 300 µL de medio de cultivo 
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sobre 4,5 cm2 de membrana de fibrina de conejo. Las células se cultivaron a 37 ºC en un 

incubador con 5 % de CO2 y humedad saturada con cambio de medios diarios durante 2 días 

para las MSC y durante 3 días para las OMESC. Los cultivos de MSC y OMESC empleados 

cumplieron los criterios descritos en la Tabla 3 (página 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, ratón, clon V9, Dako) para las MSC y anti-CK5 

(1:100) para las OMESC, siguiendo el método descrito para los implantes oculares humanos 

(página 78). 

7.2.5. Trasplante de los implantes oculares de conejo 

a) Anestesia 

Se colocó un catéter intravenoso en la vena marginal de una de las orejas. A continuación, 

se sedaron y se indujo la anestesia general con 0,01-0,05 mg/kg de buprenorfina (Richter 

Pharma AG, Wels, Austria) por vía subcutánea 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, Finlandia). Se realizó una preoxigenación usando 

la mascarilla con 2-4 L/min de O2 durante 2-3 min, y, se colocó un tubo endotraqueal de 3 

mm de diámetro. Una vez intubado, se conectó al circuito de ventilación mecánica y se 

mantuvo la anestesia general con 400 mL/min·Kg de isoflurano al 1,5-2 % (Zoetis, Madrid, 

Spain) por vía inhalatoria mezclado con O2 puro y óxido nitroso al 50-66 % que aportó una 

analgesia moderada. Durante la cirugía bajo anestesia general se monitorizaron las 

constantes usando un pulsioxímetro y se administró fluidoterapia basada en perfusión de 5-

10 mL/h·Kg de suero fisiológico de NaCl al 0,9 % (B Braun) por vía intravenosa auricular. 

Finalmente, se aplicó anestesia local en el ojo derecho con 2-3 gotas de 1 mg/mL de 

hidrocloruro de tetracaína y 4 mg/mL de hidrocloruro de oxibuprocaína en colirio (Alcon, 

Ginebra, Suiza). 

b) Modelo de conejo con traumatismo por causticación alcalina 

Con el animal anestesiado y estable, se desinfectó la córnea con betadine diluido (1:1) en 

solución salina balanceada (BSS) (Zeiss, Jena, Alemania), se lavó con abundante BSS y se 
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retiró el exceso con una hemosteta triangular (Medical Mix SLU, Barcelona, España). Se 

quemó la córnea aplicando NaOH 1M (Sigma-Aldrich) con una gasa recortada con el tamaño 

de la córnea durante 10 s, e inmediatamente se lavó el exceso de NaOH con 25 mL de BSS 

[58]. Posteriormente, se embebió una hemosteta con NaOH 1M, se aplicó sobre el limbo 

esclerocorneal haciendo una circunferencia de 360º sobre éste, y se lavó con 25 mL de BSS. 

Se hizo una valoración clínica (post-causticación) de la integridad del epitelio y del grado 

de opacidad, neovascularización y penachos fibrovasculares presentes de la córnea. 

Seguidamente, se aplicó 1-2 gotas de fluoresceína (Alcon) sobre la córnea para valorar con 

luz azul (lámpara de hendidura Kowa SL-17, Kowa Company Ltd, Tokio, Japón) el daño 

realizado. Cada uno de estos signos se categorizaron mediante un sistema de valoración 

numérico de 0 a 4 (Tabla 4) [58]. El grado y pronóstico de las causticaciones oculares se 

clasificaron según la apariencia inicial de la córnea y el limbo, siguiendo la clasificación de 

Hughes [55] modificada por Roper-Hall [2,56] (Tabla 1, página 50). 

Tabla 4. Escala de valoración de los signos patológicos de la córnea. 

Signos clínicos 
Valores de la escala 

0 1 2 3 4 

Opacidad Transparente < ¼  ¼ and ½   ½ and ¾  > ¾  

Neovascularización Sin vasos < ¼  ¼ and ½   ½ and ¾  > ¾  

Penachos fibrovasculares 0 1 2 3 ≥ 4 

Defectos epiteliales 
Sin tinción de 
fluoresceína 

< ¼  ¼ and ½   ½ and ¾  > ¾  

Cada ¼ se corresponde con 90º que equivale a un cuadrante de la córnea, la cual está formada por cuatro 

cuadrantes. 

Finalmente, se lavó la fluoresceína con BSS, se aplicó viscoelástico (Medical Mix SLU) y se 

cerró el ojo mediante una tarsorrafia con sutura de seda 4-0 no reabsorbible. Se dejó la 

tarsorrafia durante 7 días y se administró analgesia vía subcutánea cada 24 h con 0,3 mg/Kg 

de meloxicam (Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein, Alemania) durante 7 días y 0,01-

0,05 mg/Kg de buprenorfina durante 4 días y profilaxis antibiótica vía subcutánea cada 24 

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

c) Evaluación clínica y tratamiento del traumatismo por causticación alcalina  

La selección del tratamiento para cada ojo se realizó bajo un sistema aleatorizado, en el cual 

el anestesista seleccionó el animal que se iba a operar sin conocimiento previo del tratamiento 
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que iba a recibir, y posteriormente el cirujano seleccionó uno de los tratamientos sin saber 

con qué ojo/animal lo iba a recibir.  Siete días después del traumatismo corneal, se realizó la 

anestesia general y local del ojo derecho como se ha descrito previamente. Se abrió la 

tarsorrafia, se lavó el ojo con BSS y se hizo una valoración clínica (pre-trasplante) siguiendo 

los criterios de la Tabla 4 (página 88). Tras finalizar la valoración, se limpió la superficie de 

la córnea mediante debridación con bisturí. A continuación, 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 colocó con la superficie de la membrana hacia abajo en 

contacto con la córnea y la membrana de nitrocelulosa hacia arriba. Posteriormente, se retiró 

el disco de nitrocelulosa, se recortó el exceso de membrana para adaptarla al tamaño de la 

córnea y se suturó a la conjuntiva usando una sutura reabsorbible vicrylTM de 6-0 (Ethicon, 

Nueva Jersey, EE. UU.) (Figura 16). Finalmente, se aplicó 0,1 mL de 3 mg/mL de fosfato 

sódico de betametasona y de acetato de betametasona (Schering-Plough, Nueva Jersey, EE. 

UU.) subconjuntival, y se hizo una tarsorrafia. Se dejó la tarsorrafia durante 7 días y se 

administró analgesia vía subcutánea con 0,3 mg/kg de meloxicam (7 días) cada 24 h, 0,01-

0,05 mg/kg buprenorfina (3-4 días) cada 24 h y profilaxis antibiótica 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 

córnea sana de conejo antes de la lesión. 

 

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

corneal. 

Siete días después del tratamiento, se realizó la anestesia general y local del ojo derecho 

como se ha descrito previamente (página 88). Se abrió la tarsorrafia, se retiraron los restos 

del injerto y de la sutura, y se lavó el ojo con BSS. En los días siguientes a la revisión 

posquirúrgica se cambió la analgesia y profilaxis antimicrobiana sistémicas vía subcutánea 
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por analgesia y profilaxis vía oftálmica usando colirios. Se administró 1-2 gotas de fosfato de 

dexametasona 1 mg/mL (Laboratorios Théa, Barcelona, España) y 1-2 gotas de hidrocloruro 

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

d) Análisis de los resultados clínicos 

Los ojos de los conejos se siguieron clínicamente mediante examen con lámpara de 

hendidura, tinción con fluoresceína y fotografía una vez a la semana durante los 42 días del 

periodo de seguimiento. La integridad epitelial, la neovascularización corneal, el pannus 

fibrovascular y la opacidad corneal fueron evaluados al final del periodo de seguimiento 

(evaluación 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 (día 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 vía intravenosa a través de un catéter en la vena marginal, y 

posterior infusión lenta de una dosis letal de pentobarbital sódico (133 mg/kg) (Vetoquinol, 

Madrid, España). Se enuclearon los ojos, se diseccionaron las córneas, se fijaron en 

paraformaldehido al 4 %. 

7.2.6. Histología 

a) Tinción de hematoxilina-eosina 

Se prepararon las secciones histológicas de las córneas (página 82) y se realizaron las 

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

b) Técnica de Schiff 

También denominada tinción del ácido periódico-Schiff (PAS). Las secciones de las muestras 

desparafinadas se oxidaron incubando 5 min con ácido periódico al 0,5 % (Sigma-Aldrich) a 

temperatura ambiente, y posteriormente, se tiñeron las células caliciformes incubando 15 

min con el reactivo de Schiff (Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente y los núcleos 

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 

microscopía EntellanTM y un cubreobjetos de vidrio y se observaron bajo un microscopio de 

campo claro Leica. 

7.2.7. Inmunohistoquímica  

Las secciones de las muestras desparafinadas se desenmascararon sumergidas en tampón de 

citrato de sodio calentando a 87 ºC durante 10 min mediante un microondas a 140 W de 

potencia. El tampón de citrato de sodio se preparó con 10 mM de citrato de sodio, 0,05 % de 

Tween-20 y el pH ajustado a 6,0 con HCl. Las muestras se lavaron 5 min con PBS tres veces 

y se trataron con TritónTM 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 

incubándolas durante 1 h a 37 ºC con un anticuerpo primario diluido en PBS con 10 % de 

suero de cabra para bloquear las reacciones inespecíficas. Los anticuerpos primarios 

(monoclonales y de origen murino) y sus diluciones fueron los siguientes: anti-CK3 (1:50, 

monoclonal, ratón, clon AE5, Abcam), anti-CK13 (1:500, monoclonal, ratón, clon AE8, 

Abcam), anti-MUC5AC (1:500, monoclonal, ratón, clon 45M1, Abcam) y anti-CK10 (1:500, 

monoclonal, ratón, clon EP1607IHCY, Abcam). Posteriormente, se retiró el anticuerpo 

primario, se lavó tres veces con PBS durante 5 min y se incubaron las muestras con el 

anticuerpo secundario policlonal anti-IgG de ratón diluido 1:500 en PBS durante 1 h a 37 

ºC. Finalmente, se marcaron los núcleos con DAPI y se montaron las muestras usando medio 

de montaje para fluorescencia y un cubreobjetos. Se observó el marcaje bajo un microscopio 

de fluorescencia de Leica Biosystems. 

7.2.8. Análisis estadístico 

Se estudiaron las puntuaciones de las valoraciones clínicas post-causticación, pre-trasplante 

y post-trasplante. La distribución normal de los datos se evaluó mediante el método de 

Shapiro-Wilk. Para el estudio comparativo de las medias se utilizaron las prueba de 

comparación múltiple Kruskal-Wallis y la prueba U de Mann-Whitney para dos muestras 

independientes. El nivel de significancia se fijó a p-valor<0,05 para todos los casos. Todos 

los test estadísticos se realizaron en el programa IBM SPSS Statistics versión 22 (IBM Corp, 

Nueva York, EE. UU.). Las M, sus SD y las significancias estadísticas con respecto al GCTM 

(†) y al GCM (‡) cuando las hubo, se representaron gráficamente usando Excel
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8.1. MEDICAMENTOS DE TERAPIAS AVANZADAS HUMANOS 
LIBRES DE FACTORES XENOGÉNICOS 

8.1.1. Plasma rico en factores de crecimiento humano 

Con un kit de Endoret®(PRGF®) se obtuvieron aproximadamente 20 mL de F1 y 16 mL de 

F2 a partir de una extracción individual de sangre humana (de 72 mL) cuando el hematocrito 

fue entorno al 45 % (Figura 17). Posteriormente, de la F1 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 F2 se prepararon hasta 3 membranas de fibrina de PRGF de 5 mL de 

plasma y 500 µm cada una (Figura 18). Con un kit de Endoret®(PRGF®) fue suficiente para 

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

que para el de MSC fueron necesarios hasta 3 kits. 

 
Figura 17. Fracciones del plasma sanguíneo separadas mediante centrifugación. (A) Sangre completa 

citrada en un tubo de 9 mL obtenida por venopunción. (B) Sangre centrifugada y dividida en su fase roja 

inferior, fase leucocitaria intermedia y columna de plasma superior. (C) Identificación de la F1 y la F2 en la 

columna de plasma sanguíneo. F1: fracción superior de la columna de plasma sanguíneo humano. F2: 

fracción inferior de la columna de plasma sanguíneo humano. 
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Figura 18. Membrana de fibrina de PRGF de 500 µm preparada a partir de un gel de fibrina de 

PRGF. (A) Geles de fibrina de PRGF en pocillos de 9,5 cm2 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 µm 

de grosor. (C) Membrana de fibrina de PRGF de 500 µm de grosor. (D) Disco de nitrocelulosa sobre la 

membrana de fibrina de PRGF para mantenerla extendida. (E) Insert de 4,5 cm2 con membrana de fibrina 

de PRGF. (F) Membrana de fibrina de PRGF sobre un insert dentro de un pocillo de 9,5 cm2 con medio de 

cultivo por debajo. F2: fracción inferior de la columna de plasma sanguíneo humano. PRGF: plasma rico 

en factores de crecimiento. 

8.1.2. Cultivo, caracterización e implante ocular de MSC humanas 

a) Cultivo primario de MSC 

Las MSC comenzaron a crecer desde de los explantes de tejido adiposo subcutáneo a partir 

del quinto día empleando el medio de cultivo suplementado con PRGF. Los cultivos en pase 

0 alcanzaron la confluencia aproximadamente a los 13 días de cultivo, obteniendo por cada 

1-2 mm2 de tejido adiposo entre 7-9 x 104 células en 3,8 cm2 de superficie de plástico de 

cultivo (un pocillo de una placa de 12 pocillos). Posteriormente, cada subcultivo realizado 

entre los pases 1 y 4 alcanzó la confluencia a los 5-7 días 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 

fibroblástica (Figura 19 A). Algunas células presentaron morfología redondeada y con 

vacuolas aparentemente lipídicas en su citoplasma (Figura 19 B), que es una característica 

común de célula diferenciada tipo adipocito. Mediante el subcultivo de las MSC expandidas 

de la grasa subcutánea, se obtuvieron cultivos homogéneos de MSC de tipo fibroblásticas en 

pase 4 (Figura 19 C). 

 
Figura 19. Cultivos de células del tejido adiposo subcutáneo. (A, B) Cultivos primarios en pase 0 con 

células de distintas morfologías: estrellada, fusiforme y con vacuolas lipídicas citoplasmáticas. (C) Cultivo 

primario en pase 4 confluente con células fusiformes tipo fibroblásticas. Las barras de escala corresponden 

a 100 µm. 

b) Caracterización de MSC 

Las células expandidas se identificaron como MSC de acuerdo con los criterios de mínimo 

cumplimiento descritos por la ISCT [83]: 

1. Se observaron células adheridas a la superficie de cultivo y con una alta capacidad 

proliferativa evidenciada por su rápida expansión durante los subcultivos realizados. 

2. Se observó la plasticidad celular esperada empleando medios de cultivos específicos: 

− Las células presentaron vacuolas lipídicas intracelulares teñidas en rojo por el 

colorante Oil Red O (Figura 20 A) que confirmaron la adipogénesis.  

− Las células mostraron adherencia al plástico de cultivo y depósitos extracelulares 

ricos en calcio que se tiñeron de rojo-anaranjado por el Alizarin Red S (Figura 20 

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

extracelular rica en glucosaminoglicanos y mucopolisacáridos que se tiñó de azul 

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

 
Figura 20. Caracterización de las MSC mediante diferenciación multilinaje. (A) Adipogénesis: células 

con vacuolas en su citoplasma (A.1) confirmadas por su tinción en rojo por el Oil Red O (A.2). (B) 

Osteogénesis: depósitos extracelulares sobre las células adheridas al plástico inferiormente (B.1) 

confirmados por su tinción en rojo-anaranjado por el Alizarin Red S (B.2). (C) Condrogénesis: células con 

morfología tipo condral (C.1) confirmada por su tinción en azul con el Alcian Blue (C.2). En la primera fila 

se muestran los cultivos in vitro sin teñir, y en la segunda fila se muestran los cultivos fijados y teñidos con 

su correspondiente colorante. Las barras de escala corresponden a 50 µm. MSC: células madre 

mesenquimales. 

3. La citometría de flujo laminar determinó lo siguiente: 

− Los cultivos analizados estaban formados por una población altamente homogénea 

donde el 94,08 ± 3,64 % (M ± SD) mostraron el mismo tamaño celular y patrón de 

antígenos de superficie (Figura 21 A). 

− Tras la criopreservación, la proporción de células muertas fue mínima, con una 

proporción media de células muertas del 2,74 ± 1,27 % (M ± SD, Figura 21 B). 



  RESULTADOS 
 

             99 
 

− Las células mostraron ausencia de expresión de los antígenos típicos 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 más del 95 % de la población celular para 

CD105 (96,19 ± 3,17 %), CD90 (99,66 ± 0,31 %) y CD73 (99,77 ± 0,28 %) que son 

característicos del linaje de las MSC (M ± SD, Figura 21 D-F), así 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-

I). 

 
Figura 21. Caracterización fenotípica de las MSC derivadas de tejido adiposo estudiadas mediante 

citometría de flujo. (A) La población analizada “P1” representa aproximadamente el 94 % de las células. 

(B) Viabilidad celular: entorno al 97 % de las células son viables. (C-I) Determinación 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 antígeno de 

diferenciación. FITC: fluoresceína-5-isotiocianato. FSC: detector de dispersion frontal. HLA-DR: antígeno 

leucocitario humano isotipo DR. MSC: células madre mesenquimales. PE: ficoeritrina. PerCP: complejo 

peridina-clorofila-proteína. P1: población 1. SSC: detector de dispersión lateral. 
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c) Implante ocular de MSC 

Una vez caracterizadas las células expandidas del tejido adiposo como MSC, se preparó 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 retracción de ésta. 

Mediante IF se observaron las MSC confluentes a los 2 días de cultivo sobre la membrana 

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

fibroblástica previa (Figura 22 B). 

 
Figura 22. MSC cultivadas sobre una membrana de fibrina de PRGF. Imagen de microscopía de 

contraste de fases (A) y microscopía de fluorescencia (B) que muestran células con morfología tipo 

fibroblásticas sobre la membrana, con los citoplasma marcados por anti-Vim (B.1, rojo) y con los núcleos 

teñidos con DAPI (B.2, azul). Las barras de escala corresponden a 100 µm. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. 

Merged: composición de las imágenes B.1 y B.2. MSC: células madre mesenquimales. PRGF: plasma rico 

en factores de crecimiento. Vim: vimentina.  

8.1.3. Cultivo, caracterización 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 días de 

cultivo en la cual se vieron células con morfología epitelial creciendo alrededor del explante 

(Figura 23 A), seguida de una fase rápida (Figura 23 B) en la cual las células alcanzaron 

rápidamente la confluencia del 90-95 % en los siguientes 5-8 días aproximadamente. Se 

obtuvieron por cada explante de mucosa oral entre 2-3 x 105 células en 3,8 cm2 de superficie 

de cultivo (un pocillo de una placa de 12 pocillos). Morfológicamente, los cultivos confluentes 

presentaron células de morfología tipo epitelial, es decir, poliédricas, aplanadas y pequeñas 

que crecían estrechamente unidas unas a otros y empaquetadas con forma de adoquín, con 

una proporción núcleo/citoplasma alta (Figura 23 C). 
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Figura 23. Cultivo de explante de mucosa oral. Se muestra un cultivo a los 5 días (A), 10 días (B), y 13 

días con células de morfología tipo epitelial (C). Las barras de escala corresponden a 50 µm. 

b) Caracterización de OMESC 

Previamente a hacer el implante ocular, las OMESC presentaron marcaje positivo para una 

citoqueratina citoplasmática basal, la CK5; y para el marcador de proliferación nuclear P63 

(Figura 24). 

 
Figura 24. Caracterización 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 núcleos marcados con DAPI 

(azul). (B) Marcaje positivo de P63 (verde) en el núcleo. Las barras de escala corresponden a 200 µm. CK: 

citoqueratina. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. IF: inmunofluorescencia. OMESC: células madre 

epiteliales de la mucosa oral. P63: proteína 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 retracción de ésta. Mediante la IF se observaron 
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las OMESC confluentes a los 3 días y manteniendo su crecimiento tipo epitelial con las 

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

 
Figura 25. OMESC cultivadas sobre una membrana de fibrina de PRGF. Imagen de microscopía de 

contraste de fases (A) y microscopía de fluorescencia (B) que muestran células con morfología tipo epitelial 

sobre la membrana, con los citoplasma marcados por anti-CKhmw (B.1, rojo) y con los núcleos teñidos con 

DAPI (B.2, azul). Las barras de escala corresponden a 100 µm. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. CKhmw: 

citoqueratinas de alto peso molecular. Merged: composición de las imágenes 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 quirúrgico, y, además, no se registró ningún caso de fracaso del injerto ni 

mortalidad en los ratones durante el periodo de seguimiento. Los ratones atímicos 

trasplantados no presentaron signos de inflamación (edema subcutáneo, enrojecimiento, 

rechazo del injerto o necrosis) ni infección (pus e hipertermia) posoperatorios en ningún caso. 

Además, las incisiones de la zona trasplantada siguieron un proceso de cicatrización y 

reparación normal (Figura 26). 

 
Figura 26. Trasplante subcutáneo de los implantes oculares humanos en ratones atímicos. Se 

observó una cicatriz posoperatoria de 21 días (◄). Se muestra un caso representativo de las cirugías 

realizadas. 

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

células humanas dentro de las dermis murinas. Se observaron células adheridas unas a otras 
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con morfología fusiforme, marcadas con anti-Vim humana y núcleos normales teñidos por la 

hematoxilina en el caso los ratones que recibieron el implante ocular de MSC (Figura 27 A); 

y con morfología epitelial, con las citoqueratinas plasmáticas marcadas por el anti-CKhmw 

humanas y núcleos normales teñidos por DAPI en el caso de los ratones que recibieron el 

implante ocular de OMESC (Figura 27 B). Además, no se observaron infiltrados de células 

inmunes, alteraciones aberrantes del tejido circundante o signos anatomopatológicos de 

malignidad (tales como la hipervascularización, migración celular e hiperplasias irregulares) 

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

 
Figura 27. Identificación de las células trasplantadas en la dermis murina 21 días después del 

trasplante. (A) IHQ del implante ocular de MSC revelada con inmuno-peroxidasas: células fibroblásticas 

humanas marcadas por el anticuerpo anti-Vim humana en marrón. (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 µm respectivamente. CKhmw: citoqueratinas de alto peso molecular. 

DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. IHQ: inmunohistoquímica. MSC: células madre mesenquimales. 

OMESC: células madre epiteliales de la mucosa oral.  

 
Figura 28. H&E de las dermis murinas trasplantadas a los 21 días. (A) Implante ocular de MSC. (B) 

Implante ocular de OMESC. Las barras de escala corresponden a 50 µm. ◄: señalan los injertos.  
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8.2. ENSAYO PRECLÍNICO DE LOS MTA 

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

a) Cultivo primario y caracterización de MSC 

Las células cultivadas a partir de la grasa subcutánea de conejo empleando el medio de 

cultivo suplementado con PRGF de conejo no cumplieron los Criterios Mínimos exigidos 

por la ISCT [83]. Las células expandidas en pase 4 presentaron adherencia al plástico de 

cultivo y morfología tipo fibroblástica (Figura 29 A), pero no presentaron capacidad de 

diferenciación multilinaje (Figura 29 B-D). 

 
Figura 29. Cultivo de explantes de grasa subcutánea 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 tinción Oil Red O negativa y ausencia de vacuolas lipídicas. (C) Células incubadas 

con medio osteogénico con ausencia de tinción Alizarin Red S y depósitos de calcio extracelular. (D) Células 

incubadas con medio condrogénico con ausencia de tinción Alcian Blue y matriz tipo condral. Las barras de 

escala corresponden a 100 µm. PRGF: plasma rico en factores de crecimiento. 

No obstante, las célas cultivadas de la grasa subcutánea de conejo con medio de cultivo 

suplementado con SBF al 20 %, sí cumplieron los Criterios Mínimos exigidos por la ISCT 

[83]. Estos cultivos alcanzaron el pase 4 presentando células adheridas al plástico de cultivo 

con morfología tipo fibroblástica (Figura 30 A), alta capacidad proliferativa porque 

alcanzaron la confluencia en pocos días (4-5 días) y capaces de diferenciarse en adipocitos, 

osteocitos y condrocitos utilizando medios de cultivo de inducción. Los adipocitos 

presentaron vacuolas lipídicas con tinción positiva en rojo con Oil Red O (Figura 30 B), los 

osteocitos presentaron depósitos extracelulares de calcio con tinción 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 mucopolisacáridos con tinción 

positiva en azul con Alcian Blue (Figura 30 D). 
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Figura 30. Cultivo de MSC a partir de grasa subcutánea de conejo con SBF. (A) Células en pase 4 

cultivadas con medio de cultivo suplementado con 20 % de SBF. (B) Diferenciación adipogénica: células 

diferenciadas a adipocitos con vacuolas adiposas teñida en rojo con Oil Red O. (C) Diferenciación 

osteogénica: células diferenciadas a osteocitos con depósitos extracelulares de calcio teñidos en rojo-

anaranjado con Alizarin Red S. (D) Diferenciación condrogénica: células tipo condrocitos con la matriz 

teñida por el Alcian Blue. Las barras de escala corresponden a 100 µm. 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 

morfología fibroblástica y a los 2 días se mostraron confluentes como se pudo ver mediante 

fluorescencia (Figura 31). No se observó fibrinolisis de la membrana, pero sí retracción de 

ésta. 

 
Figura 31. MSC de conejo cultivadas sobre una membrana de fibrina de conejo. Las células muestran 

morfología fibroblástica, con expresión de Vim (A, rojo) citoplasmática. Los núcleos se marcaron con DAPI 

(B, azul). La barra de escala corresponde a 200 µm. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. Merged: composición 

de las imágenes A y B. MSC: células madre mesenquimales Vim: vimentina. 
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8.2.2. Cultivo, caracterización e implante ocular de OMESC de conejo 

a) Cultivo primario y caracterización 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 morfología epitelial como las OMESC humanas (Figura 32 A) y expresó 

CK5 (Figura 32 B) y P63 (Figura 32 C). 

 
Figura 32. Cultivo primario y caracterización de OMESC de conejo. (A) Cultivo de OMESC confluente 

en pase 0 sobre plástico de cultivo. (B) Células con expresión positiva de CK5 (verde) con los núcleo 

marcados con DAPI (azul) (C) Expresión positiva de P63 (verde). Las barras de escala corresponden a 100 

µm. CK: citoqueratina. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. OMESC: células madre epiteliales de mucosa oral. 

P63: proteína 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 días de cultivo. Según el estudio de IF (Figura 33), 

las OMESC mantuvieron su morfología epitelial y expresión de CK5 sobre la membrana. No 

se observó degradación ni retracción de la membrana de fibrina de conejo. 
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Figura 33. Implante ocular de OMESC de conejo. Muestra células de morfología epitelial y expresión 

de CK5 (verde) confluentes y con núcleos teñidos con DAPI (azul). La barra de escala corresponde a 100 

µm. CK: citoqueratina. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. 

8.2.3. Traumatismos ocular por causticación alcalina 

No se registraron bajas experimentales y no se apreció alteración relevante del bienestar y 

comportamiento animal tras la causticación alcalina. 

La córnea del conejo antes de la lesión se observó transparente, sin presencia de úlceras o 

leucomas y ausencia de vasos, penachos fibrovasculares (Figura 34 A) y defectos epiteliales. 

Su tinción de fluoresceína fue negativa, viéndose la córnea teñida de azul (Figura 34 B). 

 
Figura 34. Aspecto clínico de la córnea y su prueba de fluoresceína antes y después de la lesión. (A, 

B) Pre-causticación: antes de aplicar el cáustico, la córnea se observó trasparente con ausencia de tinción 

de fluoresceína. (C, D) Pot-causticación: inmediatamente después del aplicar el cáustico, se observó 

opacificación corneal y tinción en verde con fluoresceína. (E, F) Pre-trasplante: previamente al trasplante, 

se observaron las cuatro variables clínicas estudiadas en la Tabla 4 y tinción en verde con fluoresceína. Se 

muestra un caso representativo en cada momento. 

Inmediatamente tras la lesión con NaOH (post-causticación), se produjo una alteración de la 

fisiología sana de la córnea, se observó un epitelio irregular, opacificación corneal grave de 

360º (3.94 ± 0.24), hiperemia conjuntival (Figura 34 C) y tinción corneal extensa en verde 

por la fluoresceína (3.67 ± 0.59) que confirmó la ausencia de células epiteliales de la córnea 
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(Figura 34 D). No se observaron neovasos ni penachos fibrovasculares. Las lesiones se 

valoraron en grado IV (mal pronóstico) en la clasificación de Hughes modificada por Roper-

Hall. 

Después de 7 días 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 córnea (Figura 

34  E) con defectos epiteliales evidenciables teñidos en verde por la fluoresceína (2.39 ± 1.29) 

(Figura 34  F). La neovascularización (2.89 ± 0.76) y los penachos fibrovasculares (1.28 ± 

1.07) empeoraron dejando vasos sanguíneos finos de hasta 4 mm que entraban en la córnea 

afectando de 180º a 360º, una hiperemia conjuntival alrededor del limbo y hasta 2 penachos 

fibrovasculares en algunas córneas. Las lesiones se valoraron en grado III-IV (pronóstico 

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

La evaluación clínica de las cuatro variables estudiadas (opacificación, neovascularización, 

penachos fibrovasculares y defectos epiteliales) permitió comparar las lesiones de todos los 

conejos siguiendo la Tabla 4. Antes de aplicar los tratamientos (post-causticación y pre-

trasplante), todos los conejos mostraron valoraciones muy similares para las cuatro variables 

clínicas estudiadas, y no se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p-valores 

> 0,05) entre los conejos que finalmente pertenecieron a cada grupo (GCTM: conejos del 

número uno al cinco, GCM: conejos del número seis al diez, GMSC: conejos del número once 

al catorce, y GOMESC: conejos del número quince al dieciocho) (Tabla 5). Todas los valores 

se expresan como M ± SD. 

  



  RESULTADOS 
 

             109 
 

Tabla 5. Evaluación clínica de los conejos antes del tratamiento. P0-P4: puntuaciones definidas en la Tabla 4. 
  Opacidad Neovascularización Penachos fibrovasculares Defectos epiteliales 

G Co P0 P1 P2 P3 P4 P0 P1 P2 P3 P4 P0 P1 P2 P3 P4 P0 P1 P2 P3 P4 

1 

1     ❖/● ❖  ●   ❖/●        ● ❖ 

2     ❖/● ❖  ●   ❖ ●      ●  ❖ 

3   ●  ❖ ❖  ●   ❖/●       ❖/●   

4  ●   ❖ ❖   ●  ❖/●     ●   ❖  

5    ● ❖ ❖   ●  ❖  ●       ❖/● 

2 

6     ❖/● ❖    ● ❖/●        ❖/●  

7    ● ❖ ❖   ●  ❖  ●    ●   ❖ 

8    ● ❖ ❖  ●   ❖ ●     ●  ❖  

9   ●  ❖ ❖  ●   ❖  ●    ●   ❖ 

10    ● ❖ ❖    ● ❖  ●       ❖/● 

3 

11    ● ❖ ❖   ●  ❖  ●      ● ❖ 
12    ● ❖ ❖   ●  ❖  ●      ● ❖ 

13    ❖ ● ❖   ●  ❖   ●     ❖ ● 

14    ● ❖ ❖  ●   ❖/●        ● ❖ 

4 

15    ● ❖ ❖    ● ❖ ●     ●   ❖ 

16    ● ❖ ❖   ●  ❖   ●     ● ❖ 

17     ❖/● ❖   ●  ❖/●      ●   ❖ 

18    ● ❖ ❖    ● ❖  ●       ❖/● 

p1  0,312 1,00 1,00 0.522 

p2  0.924 0.185 0.390 0,543 

No hubo diferencias estadísticamente significativas (p-valores > 0,05). ❖: post-causticación. ●: 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: puntuación de 0 a 4. p1: p-valor 

para las puntuaciones en ❖. p2: p-valor para las puntuaciones en ●. 

8.2.4. Análisis clínico 

Todos los conejos de los grupos controles superaron los procedimientos quirúrgicos 

correspondientes sin registrar bajas experimentales por mortalidad o alteración del 

bienestar del animal al final del periodo de seguimiento (42 días) (post-trasplante). Todos 

los ojos se presentaron tranquilos y sin signos de irritación o infección en los anexos del ojo, 

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

Los conejos tratados con tratamiento médico exclusivo (GCTM, del conejo [Co] 1 al Co5) 

y con membrana de fibrina de PRGF humano (GCM, del Co6 al Co10) mantuvieron o 

empeoraron el diagnóstico clínico pre-trasplante sin diferencias estadísticamente 

significativas entre ambos grupos (p-valores > 0,05) para las variables clínicas estudiadas de 

la Tabla 4. Los resultados clínicos post-trasplante más relevantes observados fueron: 

pérdida total o parcial de la transparencia corneal, epitelios con erosiones punteadas 

epiteliales (PEE), leucomas que afectaron ≥90º incluyendo el eje visual en muchos casos 

(Figura 35 A, C, E) evidenciados por la tinción de fluoresceína (Figura 35 B, D, F), y vasos 

profundos y/o superficiales formando uno o más penachos fibrovasculares de ≥90º que 

alcanzaron el eje visual (Figura 35 A, C, E). Además, se observó enfermedad corneal severa 
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en el Co1 del GCTM (Figura 36 A, B) y el Co7 del GCM (Figura 36 C, D) ya que mostraron 

hallazgos clínicos compatibles con la conjuntivalización y queratinización de 360º afectando 

al eje visual (puntuaciones ≥ 2 en todas las variables clínicas de estudio). 

 
Figura 35. Evaluación clínica final de los ojos del GCTM y GCM. (A, C, E) Aspecto clínico de la córnea 

caracterizada por la presencia de PEE, leucomas, neovasos y penachos fibrovasculares. (B, D, F) Pruebas 

de fluoresceína positivas que muestran los defectos epiteliales remanentes teñidos en verde. Se muestran 

tres casos (Cos 3, 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. 

 
Figura 36. Casos graves de GCTM y GCM. Se observó epitelio conjuntival, neovascularización y 

queratinización central cubriendo la superficie corneal del Co1 del GCTM (A, B) y del Co7 del GCM (C, 

D). Se observó tinción verde en las pruebas de fluoresceína. 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 demás grupos de tratamiento (Figura 37) mejoraron el 

diagnóstico clínico pre-trasplante sin diferencias estadísticamente significativas entre los 

grupos (p-valores > 0,05) para las variables clínicas estudiadas de la Tabla 4. Los conejos 

mostraron una córnea totalmente clara (puntuaciones ≤1) en ausencia o presencia mínima 

de PEE. Del mismo modo, los conejos trasplantados no mostraron defectos epiteliales, 

pannus fibrovascular y neovascularización (puntuaciones 0) o se vieron afectados 

mínimamente (puntuaciones 1) en el Co13 del GMSC y los Cos 17 y 18 del GOMESC.  
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Figura 37. Evaluación final del GMSC y el GOMESC. (A, C) Aspecto clínico de la córnea caracterizada 

por su trasparencia. (B, D) Prueba de fluoresceína. 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 presentó hallazgos compatibles con la conjuntivalización corneal parcial de 90-180º 

y con vasos sanguíneos superficiales y profundos formando un penacho fibrovascular que 

alcanzó el eje visual (Figura 38 A, B). En el Co17 (Figura 38 C, D) se observaron 3-4 vasos 

gruesos y superficiales afectando <90º que alcanzaron el eje visual, y en el Co18 (Figura 38 

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

 
Figura 38. Secuelas posteriores al tratamiento del GMSC y el GOMESC. (A, B) Penacho fibrovascular 

sobre la córnea del Co13 del GMSC y su prueba de fluoresceína. (C, D) Neovascularización <90º y leucoma 

pequeño sobre el eje visual en la córnea del Co17 y su prueba de fluoresceína. (E, F) Presencia de 2 vasos 

aislados y finos en la córnea del Co18 y su prueba de fluoresceína. 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 clínicas entre los cuatro tratamientos se observaron en el grado 

de opacificación (p-valor = 0,009), de neovascularización (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 

más bajas de opacificación (GMSC, GOMESC: 0,25 ± 0,50), neovascularización (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; neovascularización: 2,80 ± 

1,30; defectos epiteliales: 2,20 ± 0,84) y del GCM (opacidad: 2,60 ± 1,52; neovascularización: 



RESULTADOS   
 

112              
 

3,00 ± 0,71; defectos epiteliales: 1,16 ± 1,14) con diferencias estadísticamente significativas 

(p-valores < 0,05) (Figura 39). Todas los valores se expresan como M ± SD. 

Tabla 6. Evaluación clínica de los conejos antes y después del periodo de seguimiento clínico. P0-P4: puntuaciones 
definidas en la Tabla 4. 
  Opacidad Neovascularización Penachos fibrovasculares Defectos epiteliales 

G Co P0 P1 P2 P3 P4 P0 P1 P2 P3 P4 P0 P1 P2 P3 P4 P0 P1 P2 P3 P4 

1 

1    ◊ ●   ●  ◊ ●   ◊    ◊ ●  

2   ◊  ●  ◊ ●   ◊ ●     ◊ ●   

3   ●  ◊   ●  ◊ ●/◊       ● ◊  

4  ●/◊      ◊ ●  ●  ◊   ●  ◊   

5    ●/◊     ●/◊    ●/◊      ◊ ● 

2 

6     ●/◊   ◊  ● ● ◊     ◊  ●  

7    ● ◊    ● ◊   ●  ◊  ● ◊   

8    ●/◊    ● ◊   ●/◊     ●  ◊  

9  ◊ ●     ● ◊    ●/◊    ● ◊   

10  ◊  ●     ◊ ●  ◊ ●   ◊    ● 

3 

11 ◊   ●  ◊   ●  ◊  ●    ◊  ●  

12 ◊   ●  ◊   ●  ◊  ●   ◊   ●  

13  ◊   ●  ◊  ●   ◊  ●   ◊   ● 

14 ◊   ●  ◊  ●   ●/◊     ◊   ●  

4 

15 ◊   ●  ◊    ● ◊ ●    ◊ ●    

16 ◊   ●  ◊   ●  ◊   ●  ◊   ●  

17  ◊   ●  ◊  ●  ● ◊     ●/◊    

18 ◊   ●   ◊   ● ◊  ●   ◊    ● 
p  0,009* 0,006* 0,076 0,026* 

* Diferencias estadísticamente significativas (p-valores < 0,05). ●: pre-trasplante. ◊: 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: puntuación de 0 a 4. p: p-valor. 

 

Figura 39. Evaluación clínica al inicio (A, pre-trasplante) y al final (B, post-trasplante) del periodo 

de seguimiento. Opacificación: se encontraron diferencias estadísticas 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). Neovascularización: se encontraron diferencias estadísticas 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 estadísticas 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. ‡: se refiere al GCM. 

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. MSC: células madre mesenquimales. OMESC: células madre epiteliales de la mucosa oral. 
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8.2.5. Análisis histológico 

Antes de la lesión (pre-causticación), las córneas 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 observó continuo con ausencia de úlceras o tejido cicatricial. Por encima del epitelio se 

observó un marcaje PAS intenso correspondiente a la capa del glicocálix, y por debajo del 

epitelio, en contacto con las células basales, se observó una membrana basal bien definida, 

lineal y continua con tinción PAS fuerte. Además, no se observaron células caliciformes 

teñidas de morado intenso con PAS en el epitelio corneal, cuya presencia se vio 

exclusivamente en el epitelio conjuntival. A nivel estromal, se observó una matriz 

extracelular avascular formada por fibras muy compactas con aspecto eosinofílico uniforme 

en toda su extensión. Además, se observó una pequeña 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 mostró su morfología característica, es decir, un 

epitelio no queratinizado estratificado con células caliciformes teñidas por morado intenso 

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

 
Figura 40. Morfología del epitelio y el estroma de la superficie ocular previamente a la lesión. 

Tinción de H&E de la conjuntiva bulbar (A), la córnea periférica (B) y central (C). Tinción de PAS de la 
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conjuntiva bulbar (D), la córnea 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 µm (blancas) y 25 µm 

(negras). CC: córnea central. CONJ: conjuntiva. CP: córnea periférica. H&E: hematoxilina y eosina. PAS: 

ácido periódico-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 

morfológicas del epitelio y estroma corneal. Se observaron epitelios corneales reorganizados, 

con menos capas celulares (Figura 41 A, B); la membrana basal se observó en algunos casos 

adelgazada o ausente, con o sin pérdida de su linealidad horizontal y con tinción PAS suave 

o negativa (Figura 41 C, D); el glicocálix presentó una tinción PAS suave o negativa en 

algunas zonas de la córnea (Figura 41 E, F); y se observaron úlceras epiteliales abiertas 

interrumpiendo la continuidad del epitelio (Figura 41 G, H). A nivel estromal, se observó 

edema separando las fibras de colágeno de la matriz estromal, infiltración de células 

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

 
Figura 41. Estudio morfológico del epitelio corneal en el GCTM y el GCM. (A, B) Alteración del 

número de capas celulares y su morfología en la tinción de H&E. (C, D) Alteración de la membrana basal 

que mostró una tinción PAS leve o ausente. (E, F) Alteración del glicocálix en la tinción PAS. (G, H) 

Presencia de úlceras abiertas observadas en la tinción de H&E. Se muestran casos representativos de cada 

grupo. Las barras de escala corresponden a 50 µm. ◄: señala 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: ácido periódico-Schiff. PRGF: plasma 

rico en factores de crecimiento. 
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Figura 42. Estudio morfológico del estroma corneal en el GCTM y el GCM. Se observaron 

alteraciones del estroma corneal: presencia de edema (◄), infiltración de células inmunes (◄) y 

vascularización (◄) en la tinción 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 µm. 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 más relevantes se observaron en el Co3 (Figura 43 A, B) y en el Co9 (Figura 

43 C, D) que presentaron células caliciformes teñidas por PAS en el epitelio de la CP; y en 

el Co1 (Figura 44 A, B) y el Co7 (Figura 44 C, D), que presentaron queratinización del 

epitelio apical y zonas con necrosis en la capa basal asociada a una membrana basal patológica 

con tinción PAS suave. 

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

conjuntiva bulbar con respecto a su morfología previa a la lesión. 

 

Figura 43. Células caliciformes en la córnea del Co3 del GCTM y del Co9 del GCM. (A, C) Tinción 

de H&E: células caliciformes (◄) en CP. (B, D) Tinción de PAS: células caliciformes teñidas en morado 

intenso (◄). Las barras de escala corresponden a 50 µm. Co: conejo. CP: córnea 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: ácido periódico-Schiff. PRGF: plasma 

rico en factores de crecimiento. 
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Figura 44. Epitelio queratinizado en la córnea del Co1 del GCTM y del Co7 del GCM. (A, C) Tinción 

de H&E: capa apical formada por células sin núcleo (◄), que sugiere queratinización del epitelio corneal, 

sobre 1-2 capas de células aplanadas con núcleo. (B, D) Tinción de PAS: capa apical formada por células sin 

núcleo (◄) sobre una capa basal con signos de necrosis (◄) y membrana basal con tinción PAS negativa 

(◄). Las barras de escala corresponden a 50 µm. CC: córnea central. Co: conejo. CP: córnea 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: ácido periódico-Schiff. 

PRGF: plasma rico en factores de crecimiento. 

En cambio, los ojos tratados como MSC y OMESC presentaron una morfología corneal 

normal con mínimas alteraciones cuando se vieron. Se observaron epitelios y estromas 

normales en toda su continuidad (Figura 45 A, C). Se observó tinción PAS normal en el 

glicocálix y la membrana basal, y no se encontraron células caliciformes en la córnea teñidas 

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

 
Figura 45. Morfología del epitelio y estroma corneal del GMSC y GOMESC. Epitelio y estroma con 

morfología normal en la tinción de H&E del GMSC (A) y del GOMESC (C). La membrana basal y el 

glicocálix mostraron morfología normal y tinción 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 

µm. 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: ácido 

periódico-Schiff.  

Las alteraciones más relevantes se encontraron en el Co13 del GMSC, en el cual se observó 

alteración del número de capas del epitelio corneal periférico y central, presencia de células 

caliciformes en el epitelio de la CP teñidas por PAS, edema estromal y vasos (Figura 46). 
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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 consistió en unos pocos vasos de 

pequeño calibre aislados y profundos en el estroma de la CP que se acompañaron de edema 

estromal leve en algunos casos. 

 
Figura 46. Morfología del epitelio y el estroma del Co13 del GMSC. Se muestra la histología del 

penacho fibrovascular mediante tinción con H&E (A-C) y PAS (D). Se ven alteraciones morfológicas del 

epitelio (◄) y del estroma que incluyen células caliciformes (◄) en el espesor del epitelio corneal que se 

tiñeron de morado intenso con PAS, edema estromal (◄) y vascularización (◄) superficial y profunda del 

estroma. Las barras de escalas corresponden a 50 µm. CC: córnea central. Co: conejo. CP: córnea periférica. 

GMSC: grupo tratado con MSC. H&E: hematoxilina y eosina. MSC: células madre mesenquimales. PAS: 

ácido periódico-Schiff’. 

 
Figura 47. Morfología de las secuelas del GMSC y GOMESC. En las tinciones de H&E se ve mínima 

vascularización (◄) del estroma corneal. Se muestra un caso representativo para el GOMESC. Las barras 

de escalas corresponden a 50 µm. Co: conejo. CP: córnea 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. Análisis fenotípico 

Previamente a la lesión (pre-causticación), se observó el siguiente patrón de expresión 

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 – c.2, a.3 – c.3). Mientras que en el epitelio de la CONJ bulbar se observó: expresión 
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CK13 positiva, MUC5C positiva y CK3 negativa (Figura 48 a.1 – c.1). No se observó 

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

 
Figura 48. Fenotipo del epitelio de la superficie ocular previamente a la lesión (pre-causticación). 

(A) CK3 (rojo) negativa en la CONJ (a.1) y positiva en CP (a.2) y CC (a.3). (B) CK13 (verde) positiva en la 

CONJ (b.1) y negativa en CP (b.2) y CC (b.3). (C) MUC5AC (rojo) positiva la CONJ (c.1) y negativa en CP 

(c.2) y CC (c.3). Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). Las barras de escala corresponden a 50 µm. CC: 

córnea central. CK: citoqueratina. CONJ: conjuntiva. CP: córnea periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-

fenilindol. MUC5AC: proteína mucina 5AC.  
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Figura 49. Ausencia de CK10 en la superficie ocular previamente a la lesión. La CK10 (roja) fue 

negativa en la CONJ (a.1), la CP (a.2) y la CC (a.3). Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). Las barras 

de escala corresponden a 50 µm. CC: córnea central. CK: citoqueratina. CONJ: conjuntiva. CP: córnea 

periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. 

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

  CP CC 

G Co MUC5AC CK13 CK3 CK10 MUC5AC CK13 CK3 CK10 

1 

1         

2         

3         

4         

5         

          

2 

6         

7         

8         

9         

10         

          

3 

11         

12         

13         

14         

          

4 

15         

16         

17         

18         

Se marca en negro cuando se vio expresión del marcador distinta a la normal. CC: córnea central. CK: citoqueratina. Co: 
conejo. CP: córnea 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 fenotípicas del epitelio de la CP y CC similares, siendo el GCTM en el que 

mostró peores resultados (Tabla 7). La CK3 se observó en 3/5 de los casos (Cos 1, 2 y 4 del 

GCTM y Cos 6, 7 y 8 del GCM), pero su ausencia se encontró en las CPs y CCs (total) de 
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2/5 de los casos (Cos 3 y 5 del GCTM y Cos 9 y 10 del GCM) (Figura 50). La expresión de 

CK13 se observó 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 expresión de CK13 en sus CCs (total) (Figura 51). La expresión 

de MUC5AC sólo se observó en el Co3 del GCTM (Figura 52) confirmando la presencia de 

células caliciformes teñidas con PAS. Y la expresión de CK10 se observó en 1/5 de los casos 

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

 
Figura 50. Estudio de CK3 en el GCTM y el GCM. (A) Expresión normal: CK3 (rojo) negativa en la 

CONJ (a.1) y positiva en CP (a.2) y CC (a.3). (B) Pérdida total: CK3 (rojo) negativa en la CONJ (b.1), CP 

(b.2) y CC (b.3). Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). Se muestran casos representativos para ambos 

grupos. Las barras de escala corresponden a 50 µm. CC: córnea central. CK: citoqueratina. CP: córnea 

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. 
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Figura 51. Estudio de CK13 en el GCTM y el GCM. (A) Expresión parcial: CK13 (verde) positiva en la 

CONJ (b.1) y CP (b.2), y negativa en la CC (b.3) (B) Expresión total: CK13 (verde) positiva en la CONJ 

(a.1), CP (a.2) y CC (a.3). Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). Se muestran casos representativos para 

ambos grupos. Las barras de escala corresponden a 50 µm. CC: córnea central. CK: citoqueratina. CP: 

córnea 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) MUC5AC (rojo) positiva en CP. (B) CK3 (rojo) negativa 

en CP y CC. (C) CK13 (verde) positiva en CP cerca del limbo esclerocorneal. (D) CK10 (rojo) negativa en 

CP y CC. Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). Las barras de escala corresponden a 50 µm. CC: córnea 

central. CK: citoqueratina. Co: conejo. CP: córnea periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GCTM: 

grupo control tratado con tratamiento médico exclusivo. MUC5AC: proteína mucina 5AC. 
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Figura 53. Fenotipo del Co1 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 

núcleos 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 µm. CC: córnea central. CK: citoqueratina. Co: conejo. 

CP: córnea periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GCTM: grupo control tratado con tratamiento 

médico exclusivo. MUC5AC: proteína mucina 5AC. 

 

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 núcleos se 

marcaron con DAPI (azul). Las barras de escala corresponden a 50 µm. CC: córnea central. CK: 

citoqueratina. Co: conejo. CP: córnea periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GCM: grupo control 

tratado con una membrana de fibrina de PRGF humano. MUC5AC: proteína mucina 5AC. PRGF: plasma 

rico en factores de crecimiento. 

En cambio, los conejos trasplantados con MSC y OMESC mostraron un fenotipo corneal 

normal con alteraciones mínimas, mostrando el GOMESC los mejores resultados (Tabla 7). 

La CK3 fue normal, se observó en todo el epitelio de las CPs y CCs de todos los conejos 

(Figura 55 A). La expresión de CK13 fue negativa en la mayoría de los conejos (Figura 55 

B), sin embargo, se encontró expresión 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 expresión de MUC5AC fue negativa en todos los 

conejos (Figura 55 C), a excepción del Co13 del GMSC (Figura 57). Y la expresión de CK10 

fue negativa en las CPs y CCs de todos los conejos del GMSC y GOMESC. 



  RESULTADOS 
 

             123 
 

 
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 

en la CONJ (b.1) y negativa en CP (b.2) y CC (b.3). (C) MUC5AC (rojo) positiva en la CONJ (c.1) y negativa 

en CP (c.2) y CC (c.3). Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). Se muestra un caso representativo para 

ambos grupos. Las barras de escala corresponden a 50 µm. CC: córnea central. CONJ: conjuntiva. CP: 

córnea periférica. CK: citoqueratina. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol GMSC: grupo tratado con MSC. 

GOMESC: grupo tratado con OMESC. MUC5AC: proteína mucina 5AC. 
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Figura 56. Alteraciones fenotípicas 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 núcleos se marcaron con DAPI (azul). Las barras de escala 

corresponden a 50 µm. CC: córnea central. CK: citoqueratina. Co: conejo. CONJ: conjuntiva. CP: córnea 

periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GMSC: grupo tratado con MSC. GOMESC: grupo tratado 

con OMESC. 

 
Figura 57. Fenotipo de la córnea 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 núcleos se marcaron con DAPI (azul). Las barras de escala corresponden a 50 µm. CC: córnea central. 

CK: citoqueratina. Co: conejo. CP: córnea periférica. DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol. GMSC: grupo 

tratado con MSC. MUC5AC: proteína mucina 5AC. 

Finalmente, el epitelio de la conjuntiva bulbar mostró su fenotipo característico sin 

alteraciones: MUC5AC positiva marcando la mucina de las células caliciformes, CK3 

negativa, CK13 positiva y CK10 negativa (Figura 58). 
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Figura 58. Estudio fenotípico del epitelio de la conjuntiva bulbar. (A) MUC5AC (rojo) positiva. (B) 

CK3 (rojo) negativa. (C) CK13 (verde) positiva. (D) CK10 (rojo) negativa. Los núcleos se marcaron con 

DAPI (azul). Las barras de escala corresponden a 50 µm. Se muestra el Co1 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: proteína mucina 5AC. 
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La córnea está formada por tres tejidos (epitelio, estroma y endotelio) cuya principal función 

es permitir la visión dejando pasar las imágenes hacia la retina. La transparencia corneal es 

aportada principalmente por el estroma gracias a su alta especialización estructural. A su 

vez, el epitelio protege el estroma del medio externo para que conserve su transparencia 

formando una barrera celular que se mantiene íntegra gracias a su continua autorrenovación 

a expensas de las células basales del propio epitelio y de las LSC localizadas en el limbo 

esclerocorneal. Cuando se produce una agresión del epitelio que daña las LSC, la renovación 

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 morfología y adquiriendo 

un aspecto opaco. Además, las lesiones desepitelizantes se asocian a dolores intensos ya que 

el estroma corneal es uno de los tejidos más inervados y sensibles del cuerpo [9]. De manera 

que, ante un traumatismo ocular, favorecer la reepitelización de la córnea lo antes posible es 

uno de los abordajes prioritarios.  

Los tratamientos quirúrgicos van desde la aplicación de varias membranas para promover la 

reepitelización y reducir la inflamación, la cicatrización y neovascularización, o el trasplante 

de tejido limbar, de queratoplastias lamelar y penetrante, y hasta el uso de queratoprótesis 

como último recurso en pacientes recidivantes. Disponer de alternativas que favorezcan la 

reepitelización 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 autólogo, a alta demanda que existe de córneas de donante y a los riesgos que supone 

un trasplante autólogo y alogénico [67,68]. 

En el presente trabajo, se presentan dos MTA potencialmente autólogos basados en el 

cultivo de células madre no limbares a partir de biopsias mínimas de tejido y empleando un 

sistema de cultivo sencillo y libre de factores xenogénicos con la finalidad de restaurar el 

epitelio de córneas con el limbo gravemente dañado, para prevenir la ceguera por opacidad 

corneal o la LSCD. Las células madre se expandieron in vitro usando el PRGF como única 

fuente de factores de crecimiento, y posteriormente, se trasplantaron usando la membrana 

de fibrina de PRGF como soporte y vehículo celular. La viabilidad y respuesta de los MTA 

se evaluó in vivo en un modelo de ratón atímico, mientras que la eficacia de las MSC y de las 

OMESC regenerando el epitelio corneal se evaluaron in vivo en conejos con traumatismo 

ocular. El modelo de traumatismo ocular elegido para estudiar la eficacia fue la quemadura 
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química por álcali. Las quemaduras oculares suponen hasta el 18 % de los traumatismos 

oculares [31,32], y se ha visto que la intervención quirúrgica temprana disminuye el riesgo 

de complicaciones que acaban progresando hacia una lesión severa relacionada con la 

quemadura ocular [85]. 

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 mínimamente invasivos, la grasa subcutánea y 

la mucosa oral respectivamente; además, estas fuentes de tejidos están ampliamente 

disponibles en adulto permitiendo terapias autólogas que no dependen de donaciones de 

donantes vivos emparentados o cadavéricos (alogénicas). 

Las MSC han sido utilizadas en una gran variedad de aplicaciones clínicas gracias a su 

plasticidad, actividad paracrina, inmunomodulación y actividad quimiotáctica [86]. Estudios 

previos han descrito la seguridad y eficacia del uso clínico de MSC en trastornos 

inflamatorios y defectos epiteliales oculares [74], ya que estas células contribuyen a mejorar 

la regeneración de la superficie ocular modulando tanto la inflamación como la angiogénesis 

[87,88] y potenciando la proliferación de células madre locales para reconstruir el tejido 

dañado [89,90]. Sin embargo, los mecanismos subyacentes responsables de tales efectos se 

han dilucidado recientemente [89], cuando se describieron que los efectos de las MSC 

podrían estar mediados por la acción de la IL-10, el TGF-β, la IL-6 y la TSP-1 secretados 

por las propias MSC. En los últimos años, el potencial terapéutico de las MSC para el 

tratamiento de la superficie ocular está ganando interés [74,88,91,92]. Para el uso oftálmico, 

la médula ósea y el tejido adiposo [90] son las fuentes más comunes para obtener MSC, 

aunque aún se desconoce cuál es más efectiva y adecuada para la terapia celular [93]. Estas 

fuentes comparten características similares, morfología y fenotipo inmunológico [94,95], y 

diferentes estudios han descrito a ambas como adecuadas para una potencial aplicación 

clínica [96,97]. 

Por otra parte, la mucosa oral de la cavidad bucal es una fuente de células madre adultas con 

una extracción más accesible y menos invasiva que la grasa subcutánea, de la cual es posible 

realizar múltiples extracciones, con escasas complicaciones asociadas, y que se emplea como 

autoinjerto en muchas especialidades clínicas para evitar los riesgos de los injertos 

alogénicos [59]. El uso de injertos de mucosa oral en Oftalmología se ha descrito en 



  DISCUSIÓN 
 

             131 
 

numerosas publicaciones para la reconstrucción de la córnea [75,98], la conjuntiva bulbar 

[99], o los párpados [100], como tratamiento del simbléfaron después de un traumatismo 

ocular  [101], en enfermedad crónica ocular [102], o como soporte en queratoprótesis 

[103]. Además, las OMESC comparten el marcador molecular CK3 con el epitelio corneal 

[104,105], y son el tipo celular no limbal más comúnmente 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 córnea [75]. Se ha demostrado que las OMESC pueden reconstruir la 

superficie corneal actuando como un andamio para la proliferación de las células epiteliales 

con la ventaja de que no contiene las células caliciformes que están presentes en la conjuntiva 

bulbar [106]. Además, las OMESC podrían proporcionar un microambiente con los factores 

de crecimientos y estímulos quimiotácticos necesarios para la revitalización y proliferación 

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

 

Cultivo celular y trasplante libre de factores xenogénicos 

Las terapias celulares empleadas en la regeneración del epitelio corneal utilizan en su 

preparación y trasplante componentes tanto xenogénicos como alogénicos, que, aunque no 

están prohibidos, deben evitarse. Evitar el uso de componentes derivados de animales (como 

el SBF, los fibroblastos murinos 3T3 o la tripsina gástrica porcina) es importante en un 

contexto clínico porque se ha demostrado que pueden aumentar la producción 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 transmisión de 

patógenos como los priones [108]. Por esta misma razón, es preferible el uso de 

soportes/productos de origen humano para el trasplante de las células, siendo la membrana 

amniótica humana el gold standard actual en cirugía corneal. Sin embargo, la membrana 

amniótica tiene algunas desventajas como son la dependencia de un banco de tejidos para su 

producción, su disponibilidad limitada por la donación altruista, la necesidad de 

almacenamiento, conservación y transporte, y siempre resultará en un tratamiento 

alogénico, lo que significa que la transmisión de enfermedades y la respuesta inmune en el 

receptor siguen siendo un riesgo importante [74,88,90]. 



DISCUSIÓN   
 

132              
 

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 amniótica. Éstos cambios consistieron en (1) utilizar de una técnica de cultivo 

sencilla, conocida como ‘cultivo por explantes’, que ha demostrado previamente [80,81] una 

buena capacidad de expansión de células madre; (2) se ha sustituido el SBF por factores de 

crecimiento de origen plasmático humano [79]; (3) se ha reemplazado la tripsina gástrica 

porcina por una tripsina de origen recombinante (la TrypLETM Express Enzyme); (4) se ha 

eliminado la capa alimentadoras de fibroblastos murinos 3T3 del cultivo de mucosa oral; y 

(5) se ha sustituido la membrana amniótica por la membrana de fibrina de PRGF humano 

[58,79]. 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 oftalmológico 

Endoret®(PRGF®) de BTI. Se trata de un kit que permite preparar derivados hemáticos para 

uso humano aprobado (PS/2015/1276) por la Agencia Española de Medicamentos y 

Productos Sanitarios (AEMPS) y que combinándolo con tejido autólogo permitiría preparar 

terapias celulares completamente autólogas donde todos los componentes son obtenidos del 

propio paciente [108–111]. El principal beneficio que nos aporta este kit es que nos permite 

obtener el PRGF con un rango de características biológicas 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 hemáticos. Nuestros resultados son consistentes con estudios previos que 

demuestran la efectividad del PRGF en medios de cultivo para crecer tanto MSC [112] 

como OMESC [79], y la efectividad de la membrana de fibrina como soporte y vehículo para 

trasplantar las células madre manteniendo su estadio indiferenciado [58,79]. Empleando 

este sistema, el paciente se beneficiaría no sólo del poder regenerativo de las células madre 

sino también de las propiedades demostradas del suero y la fibrina plasmática tales como los 

factores de crecimiento fundamentales, propiedades antiinfecciosas y proliferativas e 

inhibición de la fibrosis [111,113]. Se ha descrito que el suero autólogo humano promueve 

la regeneración y por tanto el crecimiento epitelial no solo en los cultivos celulares, sino 

también en la clínica, siendo indicado como colirio tópico en la clínica oftalmológica para 

úlceras corneales [114–117] y otras patologías. Así mismo, se ha descrito el uso de la fibrina 
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como injerto o apósito en el tratamiento adyuvante de pacientes sometidos a cirugía filtrante 

de glaucoma [118], en diferentes patologías conjuntivales y corneales como las úlceras en 

la superficie ocular [79,117,119]. Esto es gracias a la compleja composición 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 límbico que 

promueven la proliferación, migración y diferenciación celular del epitelio [114]. 

 

Medicamentos de Terapias Avanzadas libres de factores xenogénicos 

Las MSC de origen adiposo se expandieron in vitro con éxito por el método de explante a 

partir de la biopsia de grasa subcutánea sin ninguna digestión enzimática previa y en 

presencia de un medio suplementado solo con PRGF y antibióticos. Las MSC cultivadas 

cumplieron los criterios mínimos definidos por la ISCT [83]. Las células crecieron adheridas 

al plástico de cultivo con morfología fibroblástica y alta proliferación ya que alcanzaban en 

pocos días la confluencia. Los resultados del fenotipado inmunológico fueron consistentes 

con estudios anteriores [120–122] en los que las MSC de origen adiposo entre el tercer y el 

quinto pase (o subcultivo) fueron positivas para los principales marcadores específicos 

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). 

Además, mediante el método descrito se obtienen poblaciones celulares homogéneas y por 

tanto sería posible la estandarización del método de cultivo. Las MSC demostraron su 

capacidad de diferenciación multilinaje, ya que pudieron diferenciarse en adipocitos, 

produciendo vesículas lipídicas intracelulares; osteocitos, produciendo depósitos de calcio 

extracelulares; y condrocitos, produciendo glicosaminoglicanos y mucopolisacáridos. 

Por otra parte, las OMESC se expandieron in 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 

mínima o ninguna contaminación de fibroblastos. Las células expandidas in vitro presentaron 

la morfología epitelial esperada (poliédricas, aplanadas, pequeñas y empaquetadas con forma 
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de adoquín), y fenotípicamente se caracterizaron como células madre epiteliales por la 

presencia del marcador nuclear P63 que es característico de célula indiferenciada [123] y la 

expresión de la CK5 característica del epitelio basal de la mucosa oral en el cual se alojan las 

células más indiferenciadas [124]. Además, las OMESC obtenidas mediante el método 

descrito, han mostrado similitud fenotípica con las LSC, pues se ha descrito la expresión 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 metodología 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 morfología (tipo fibroblástica). Estos 

resultados están 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 [125]. 

Con composición similar a la del implante ocular de MSC, el implante ocular de OMESC se 

pudo preparar con la metodología descrita. Los resultados de IF sobre el implante ocular de 

OMESC muestran que las OMESC se adhirieron a la superficie de las membranas de fibrina 

de PRGF, manteniendo la morfología epitelial en monocapa. Estos resultados están en 

consonancia con otros autores [79,126,127], que demostraron que las células madre 

epiteliales conservan sus características morfológicas, el marcador P63 y las CKs del epitelio, 

cuando se cultivan sobre fibrina. 

Las MSC cuentan en su superficie con receptores del activador del plasminógeno tipo 

uroquinasa (uPA) que en su forma activa provoca proteólisis pericelular al convertir el 

plasminógeno en plasmina [128]. En el caso de las OMESC, su actividad fibrinolítica no 

parece ser tan relevante dada la escasez de estudios acerca de ésta. No obstante, en los 

trabajos precedentes de Ingeniería Tisular de OMESC cultivada sobre fibrina destaca el 

empleo de antifibrinolíticos para evitar la degradación de la fibrina [127]. Y según un 

estudio publicado [129], el activador del plasminógeno tipo tisular (tPA) ha sido detectado 

en saliva por lo que las células de la mucosa oral podrían contar con un sistema proteolítico 

que convierte el plasminógeno en plasmina. La plasmina es una proteasa fibrinolítica capaz 

de digerir la fibrina de la membrana de PRGF que usamos para trasplantar las células. La 

incorporación del ácido tranexámico en los medios de cultivo inhibe el uPA y tPA para evitar 
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la digestión de la fibrina que compone las membranas, así como la pérdida de las células que 

soporta dado que pierden el sustrato al que se adhieren. Gracias al uso de este 

antifibrinolítico, se prepararon implantes oculares de MSC y de OMESC sobre membranas 

de fibrina de PRGF íntegras, que se pudieron manipular fácilmente 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 ratón atímico durante 21 

días sin provocar respuestas inflamatorias, migración e hiperplasias, como lo demuestra la 

tinción de H&E y los estudios de IHQ con anti-Vim y anti-CKhmw. Este hallazgo sugiere 

que durante 21 días 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 subcutáneo, sobreviven hasta 12 semanas en la dermis de ratones 

atímicos y mejoran la regeneración del tejido en comparación 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 comúnmente empleados en la reconstrucción 

diversos epitelios [131], por su gran capacidad de reepitelización sin procesos inflamatorios 

o neoplásicos relevantes reportados, y dando procesos de curación con mínimas cicatrices y 

caracterizados por la escasa presencia de macrófagos, mastocitos y TGF-β [132]. 

 

Eficacia en la regeneración del epitelio corneal 

Las MSC y las OMESC trasplantadas sobre membrana amniótica permiten restaurar el 

epitelio de la córnea mejorando la transparencia en pacientes con LSCD ya instaurada por 

distintas etiologías y recidivantes con fracaso de los tratamientos y cirugías previas 

[74,75,77,78]. 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 síntomas y signos de una patología ocular aguda (en caso de traumatismo 

reciente) o crónica en su fase temprana. En estos casos, la primera intención del oftalmólogo 

es estudiar los síntomas, realizar un diagnóstico diferencial, emitir un diagnóstico principal, 

tratar la causa y los síntomas aplicando los tratamientos y medios pertinentes para evitar 
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que el cuadro clínico empeore causando la ceguera del paciente. Es por ello por lo que, en 

este trabajo, se estudia el tratamiento temprano de las quemaduras químicas alcalinas para 

evitar la evolución 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 características y 

ventajas que ofrece. La córnea del conejo es similar a la córnea humana en cuanto a 

dimensiones [133] (diámetro en torno a 15 mm horizontalmente y 14 mm verticalmente), 

morfología histológica [134] (epitelio, membrana basal, estroma, membrana Descemet y 

endotelio) y fenotipo (expresión del CK3 en córnea). Además, gracias al tamaño del animal, 

la estabulación y el mantenimiento de los conejos son más sencillas que en otros modelos 

animales (como, por ejemplo, el cerdo), convirtiéndolo en una de las especies de 

experimentación animal más comunes en los animalarios de investigación clínica. El 

inconveniente de usar un modelo animal inmunocompetente para estudiar terapias celulares 

de origen humano es la incompatibilidad inmunológica entre donante y receptor. Además, 

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 podría 

quedar atrapado el implante ocular [3]. Esto explicaría 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 días tras recibir el 

trasplante una LSCD total con conjuntivalización de 360º alcanzando el eje visual y 

produciendo ceguera en el animal, todo esto a pesar de las características 

inmunoprivilegiadas de las MSC. Las MSC expandidas in vitro se han descrito como 

hipoinmunogénicas o células supresoras inmunogénicas porque no expresan el HLA de clase 

II 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 lesión que puede ser mediante una limbectomía (escisión quirúrgica del limbo) o 

quemadura química. Durante este tiempo se permite que los procesos inflamatorios y de 

regeneración del ojo actúen y se estabilicen. En nuestro estudio, el trasplante se realiza una 

semana después de la lesión, por lo que los ojos estarían en plena fase inflamatoria aguda de 
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la lesión. Para evitar los resultados falsos-negativos debidos a la incompatibilidad 

inmunológica entre donante y receptor, se prepararon los MTA con tejidos de conejo 

(sangre, grasa y oral) para posteriormente tratar los traumatismos corneales por 

causticación y valorar la regeneración del epitelio corneal. 

Durante la preparación de los MTA a partir de tejidos de conejo se sustituyó el tejido de 

grasa subcutánea infrapatelar humana por tejido adiposo subcutáneo 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 [125] y las OMESC [107] de conejo se han 

descrito homólogas a las humanas y con propiedades similares mediante diversos estudios, 

pero la sangre de conejo, aunque tiene la misma composición que la sangre humana, los 

niveles de proteínas y factores son ligeramente diferentes. En especial, los niveles de 

plaquetas y fibrinógeno 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 regeneración tisular, y el fibrinógeno es la fuente de fibrina que soporta el crecimiento 

celular in vitro. El PRGF humano preparado con Endoret®(PRGF®) tiene una concentración 

de plaquetas (entre 481 ± 114 y 663 ± 156 x 106 plaquetas/mL) [111] moderadamente 

superior a la fisiológica (150 – 400 x 106 plaquetas/mL), y éste ha sido relacionado con 

beneficios biológicos muy buenos [136]. El rango normal de plaquetas en la sangre de 

conejo (entre 170 – 1.120 x 106 plaquetas/mL) [137] es superior al humano, pudiendo 

concentrarse desde 372 ± 76 x 106 plaquetas/mL mediante centrifugación a 1.600 rpm 

durante 10 min hasta 1.177 ± 981 x 106 plaquetas/mL mediante doble centrifugación 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 centrífuga de BTI, ya que preparar PRGF de conejo mediante doble 

centrifugación aumentaría excesivamente la concentración de plaquetas respecto al PRGF 

humano. Además, el método de doble centrifugación 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 concentración de fibrinógeno plasmático 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 [138]. Estas concentraciones son 
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inferiores a la concentración de fibrinógeno plasmática 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 in vitro presentando una 

morfología celular y un fenotipo similares a los observados en sus homólogas humanas. Las 

MSC crecieron adheridas al plástico de cultivo con morfología fibroblástica y 

multipotencialidad demostrada a adipocitos, osteocitos y condrocitos. Estos resultados son 

consistentes con otros autores [139] que han caracterizado MSC de conejo y humanas de 

manera similar, con morfología fibroblástica y capacidad de diferenciación multilinaje in 

vitro¸ así mismo, estos autores demuestran que las MSC de conejo además de cumplir estas 

condiciones también expresarían el fenotipo CD105, CD95 y CD73. En este trabajo 

asumimos que las células expandidas de tejido adiposo de conejo son MSC basándonos en 

los resultados de caracterización mediante multidiferenciación, ya que los marcadores de 

superficie celular no han podido ser identificados debido a que los epítopos de las células de 

conejo no fueron reconocidos (resultados no mostrados, incluidos en el Anexo IV) por los 

anticuerpos de citometría de flujo que disponíamos. No obstante, la diferenciación multilinaje 

parece ser el método de caracterización más usado para las MSC de distintos orígenes (tisular 

y especie) en la bibliografía previa. Por otra parte, las OMESC han mostrado morfología tipo 

epitelial (pequeñas, en adoquín y de núcleo grande) y expresión de los marcadores de célula 

epitelial basal e indiferenciada de la mucosa oral, CK5 y P63, de manera similar a otros 

trabajos [107]. 

Los implantes oculares de conejo mostraron resultados similares a los observados en sus 

homólogos de componentes humanos. En consonancia con los estudios previos [58,125], las 

células madre de conejo han mostrado adherencia a la fibrina conservando su morfología 

celular y alcanzando la confluencia sobre ella en el tiempo estimado y sin fibrinolisis en 

presencia del ácido tranexámico 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 continuación. 

Primero, las células expandidas de la grasa usando PRGF de conejo no se diferenciaron a los 

tres linajes empleando los medios de inducción 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 % sí cumplieron el criterio de multipotencialidad 

posteriormente. Se desconoce la razón, pero parece que el efecto del plasma rico en plaquetas 

sobre la proliferación de las MSC es mayor cuando se usa al 5 - 10 % , pero podría ser 

importante en la diferenciación in vitro condrogénica [140] o endotelial [141]. Los autores 

de estos estudios sugieren que la compleja composición 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 diferenciación endotelial, podrían 

ser las responsables de estas diferenciaciones. Segundo, la membrana de fibrina de conejo se 

preparó 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 más pequeñas que las humanas, 

y, además, más frágiles a la manipulación. Para garantizar obtener membranas lo 

suficientemente grandes para cubrir toda la córnea en el trasplante y lo suficientemente 

resistentes, se aumentó un 50 % el volumen de plasma durante su preparación. Creemos que 

esto se debe a la diferencia de concentración de fibrinógeno plasmática entre conejos y 

humanos [138]. Por último, la CKhmw (que marca las CKs 1, 5, 10 y 14) empleada durante 

el estudio de los MTA humanos, no se empleó en el estudio de los MTA de conejo porque 

es un anticuerpo específico contra epítopos humanos de acuerdo con las indicaciones de 

especificidad del fabricante. En su lugar se empleó la CK5 para marcar las OMESC tanto in 

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

A continuación, se valoró la eficacia de los MTA de conejo en el modelo animal de conejo 

con traumatismo ocular no mecánico inducido de manera controlada en el quirófano 

aplicando superficialmente NaOH sobre el epitelio corneal y el limbo, y evitando que el álcali 

alcanzara el endotelio. El primer paso en el tratamiento de las lesiones oculares químicas fue 

lavar con abundante solución salina balanceada la córnea para eliminar el NaOH. Después, 

se aplicó un tratamiento médico con antibióticos, analgésicos y anti-inflamatorios para 

prevenir infecciones y reducir la inflamación durante la fase aguda (7 días). Simultáneamente, 

se realizó una tarsorrafia durante los 7 días para favorecer la reepitelización de la córnea.  

Se han descrito distintos sistemas de clasificación para predecir el pronóstico de las lesiones 

en base a su severidad [56,57,142,143]. En este trabajo se empleó la clasificación de Hughes 

modificada por Roper-Hall [56] (Tabla 1) para clasificar el pronóstico de las lesiones antes 

del tratamiento (post-causticación y pre-trasplante), y cinco parámetros clínicos 
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seleccionados del espectro de manifestaciones clínicas descrito para las lesiones químicas 

[142,144,145] para valorar clínicamente las córneas antes y después (post-trasplante) del 

tratamiento: la integridad epitelial (defectos epiteliales), la neovascularización corneal, el 

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

La evaluación clínica post-causticación de los conejos mostró que todos ellos presentaron 

opacidad corneal de 360º y descamación del epitelio que dejó defectos epiteliales importantes. 

Siete días después de la quemadura química, 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. Además, se observó el desarrollo de 

neovasos cortos que entraban en la córnea y de uno o más penachos fibrovasculares cortos a 

pesar del tratamiento con corticoides y la tarsorrafia. El pronóstico de las lesiones post-

causticación y pre-trasplante fue de grado III-IV en la clasificación de Hughes modificada 

por Roper-Hall que significa mal pronóstico o reservado. No se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre las valoraciones de los conejos de los diferentes grupos 

de tratamiento, lo cual indica que las características de la quemadura química y su evolución 

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

En este estudio, se estudió la eficacia de la membrana de fibrina de PRGF humano sin células 

(GCM) que se emplea en los MTA humanos, ya que según estudios previos reduciría la 

inflamación, vascularización y estimularía la proliferación de las LSC [58,116,118]. 

Paralelamente, se ha estudiado la eficacia de las células madre, MSC (GMSC) y OMESC 

(GOMESC), obtenidas de conejos para evitar reacciones inmunológicas tempranas y el 

rechazo del implante ocular. Estos tres tratamientos se compararon entre ellos y con un 

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

Al final del seguimiento clínico, post-trasplante, se observaron bajo la lámpara de hendidura 

epitelios estables y regulares, trasparentes y con ninguna o mínimas 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 mejoría o empeoramiento de los 

signos clínicos (opacidad, neovascularización, defectos epiteliales y penachos 

fibrovasculares) que evolucionaron hacia una opacidad corneal de moderada a severa y una 

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

sección de su córnea de < 180º, manteniendo la córnea restante clínicamente normal. 

En consonancia con las observaciones clínicas, se observaron las córneas cubiertas por un 

glicocálix normal (teñido por PAS), seguido de un epitelio escamoso estratificado no 

queratinizado que presentó el fenotipo corneal (CK3 positivo), con una membrana basal 

normal (teñida por PAS) y un estroma avascular en el 50 % de los casos de los conejos 

tratados con MSC, pero con mínimas 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 córneas heterogéneas, reteniendo la expresión de CK3 en el 60 

% de los casos, pero con muchas alteraciones que confirmaron sus signos clínicos 

patológicos: alteración del número de capas epiteliales, de la membrana basal, del glicocálix 

y de sus morfologías que afectaron al fenotipo corneal (CK3 negativa y/o CK13 positivo), 

presencia de células caliciformes teñidas por PAS o marcadas por MUC5AC que indican 

conjuntivalización clínica (o subclínica en algunos casos), discontinuidad del epitelio que 

confirma la presencia de úlceras y de los defectos epiteliales teñidos en verde por la 

fluoresceína, presencia de capas apicales de queratina en los conejos con LSCD severa, 

queratinización corneal u opacidad corneal severa que afectaron al fenotipo corneal (CK10 

positiva) [146], vasos estromales superficiales que se correspondieron con la 

neovascularización clínica y los penachos fibrovasculares, vasos estromales profundos, y 

edema e inflamación a nivel del estroma en los ojos más afectados.  

Los resultados del GCTM indicarían que el modelo animal empleado es apropiado para 

nuestro estudio, ya que cumpliría la fisiopatología descrita para lesiones graves [34]. Es 

decir, el daño corneal es lo suficientemente grave y/o extenso como para ser restaurado 

mediante los mecanismos propios de la córnea con ayuda del tratamiento médico, pudiendo 

incluso llegar a estar dañadas las LSC. Esto está en consonancia con estudios previos [147] 

que demuestran que la lesión del limbo altera la capacidad regenerativa normal de la córnea 

que acaba desarrollando opacidades densas, neovascularización y termina con una LSCD 

completa con su correspondiente alteración histológica y de marcadores moleculares. 

Los resultados del GCM parecen indicar que la membrana de fibrina de PRGF humano, pese 

a sus propiedades beneficiosas, no es un tratamiento efectivo para restaura la correcta función 

de una córnea normal por sí 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 [58]. 

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 permitiría 

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 [147], los 

autores estudiaron el trasplante de MSC de médula ósea cultivadas sobre una membrana de 

amniótica en conejos con LSCD parciales y completas inducidas previamente mediante 

extirpación quirúrgica del limbo. Los autores observaron que las MSC consiguieron mejorar 

la neovascularización, la opacidad, los defectos epiteliales y la invasión conjuntival a 

diferencia del grupo control cuyos signos clínicos patológicos se mantuvieron e incluso 

progresaron hacia una LSCD completa. Por otra parte, existen numerosos estudios previos 

[78,105,148] 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 vitro permiten 

restablecer la córnea en casos con LSCD establecida, consiguiendo remisión de la 

vascularización, opacidad y defectos epiteliales. Esto mismo se demostró en tres estudios de 

casos clínicos [75,77,98] en pacientes con quemadura química , térmica y síndrome de 

Stevens–Johnson. Otros autores también demuestran que las córneas tratadas con MSC 

[147] y OMESC [149] mostraron epitelios corneales que conservaron el marcador CK3 

característico, mientras que las córneas no tratadas con LSCD no mostraron expresión de 

CK3 o se observó solo en 1-2 capas del epitelio. Aunque los mecanismos de actuación de las 

MSC y las OMESC en la córnea aún no son claros, estos resultados parecen apoyar las 

características de las células madre previamente descritas, que las MSC actúan reduciendo 

la inflamación y la angiogénesis y potencia la proliferación celular [87–89], mientras que las 

OMESC favorecen más la reepitelización 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 podría presentar una mayor capacidad de reepitelización corneal para evitar la 

conjuntivalización, ya que se observaron más casos de córneas con características fenotípicas 

tanto del epitelio corneal (CK3 positiva) como del epitelio conjuntival (CK13 positiva) en el 

GMSC que en el GOMESC. Además, se observaron células caliciformes en el epitelio 
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periférico y un penacho fibrovascular ocupando < 180º en un caso del GMSC y ninguno en 

el GOMESC. El primer hallazgo sería el más relevante ya que un estudio [150] propone 

que no existen células epiteliales corneales que expresen CK3 y CK13, sino que la CK13 es 

expresada específicamente por las células del epitelio conjuntival. De manera que la presencia 

del marcador CK13 en córnea podría indicar la reepitelización de la córnea a expensas del 

epitelio conjuntival ante la ausencia de suficientes LSC que lo evite. En el caso del MTA de 

MSC, éstas podrían 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 

pequeño calibre asilados y profundos en el estroma de las córneas no visibles mediante 

lámpara de hendidura, pero sí con la H&E. Esto se explicaría por la capacidad de las OMESC 

para disminuir la expresión de factores antiangiogénicos [151,152] que favorecería la 

neovascularización corneal. De hecho, la neovascularización parece ser uno de los signos más 

comprometidos tras el tratamiento con OMESC, puesto que la vascularización periférica 

podría mantenerse [98]. 

Otro punto que destacar es que parece que la mayoría de los autores estudian la población 

del LSC después del tratamiento mediante IF usando el marcador P63. Sin embargo, en este 

trabajo no se contempló porque el mecanismo exacto por el que las MSC y las OMESC 

restablecen el epitelio corneal es incierto. Hay autores que defienden la transdiferenciación 

de las MSC en LSC o células epiteliales [125] y otros que apoyan la actividad 

inmunomoduladora de las MSC para aumentar la población de LSC remanentes tras el daño 

[87–90]. En el caso de OMESC existen las mismas discrepancias [106,107]. Por ello, este 

trabajo se centró en la estudiar la restauración del epitelio corneal y sus características más 

que en estudiar la población de LSC. No obstante, estudiar la población de las LSC tras el 

tratamiento es un estudio interesante que debería plantearse más adelante. Además, también 

sería interesante detectar y seguir la migración de las MSC y las OMESC dentro de la 

superficie ocular tras su trasplante. Para ello sería necesario preparar in vitro MSC y OMESC 

marcadas genéticamente [124,125] para que podamos diferenciarlas de las células del 

receptor aunque se transdiferencien, estudiarlas en un mayor número de animales y realizar 

un estudio fenotípico más amplio que incluyan los marcadores de las LSC (como P63, Vim, 

integrina α9β1, CK 19, 5 y 14, la caderina 342 y el transportador ABC) [10]. 
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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 tecnología de Endoret®(PRGF®) y se trasplantan en 

animal atímico. 

4- Tanto las MSC como las OMESC son capaces de revertir la evolución natural de una 

quemadura alcalina en un modelo animal.  

5- Se pueden producir Medicamentos de Terapias Avanzadas libres de componentes 

xenogénicos y completamente autólogos a partir de pequeñas biopsias de mucosa oral o de 

grasa subcutánea como tratamiento de lesiones de la superficie ocular para prevenir la 

ceguera por insuficiencia límbica.  

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

tratamiento de la insuficiencia limbar bilateral.  
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Desde hace décadas, el plasma sanguíneo ha sido empleado como fuente de factores de 

crecimiento, fibrinógeno/fibrina, proteínas de adhesión como la fibronectina, enzimas 

bioactivas como la trombina, entre otras. Muchos de estos derivados plasmáticos 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 elevación del costo de la terapia y su origen animal o de mezclas masivas de 

plasmas humanos donados. 

Durante el estudio del plasma sanguíneo en esta Tesis Doctoral, se observó la posibilidad de 

desarrollar hidrogeles de fibrina de polimerización rápida, con cierta capacidad adhesiva y 

capaces de albergar células viables en su matriz (Anexo VI). Estos hidrogeles demostraron 

capacidad regenerativa de heridas dérmicas críticas en un modelo de ratón atímico usando 

queratinocitos y fibroblastos dérmicos [153]. Posteriormente, se implementó el hidrogel 

para desarrollar un polímero de fibrina y trombina de origen plasmático, de polimerización 

instantánea y altamente adhesivo (Anexo VII). Este polímero presenta la composición 

característica de un pegamento tisular de fibrina (FG) y demostró buena capacidad de 

adhesión en el autotrasplante de conjuntiva bulbar permitiendo la regeneración de la propia 

conjuntiva con mínimos o ningún 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 cirugía oftalmológica. Además, 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 autólogo, los hace altamente 

costo-efectivos, accesibles y seguros. 

A la luz de los resultados de estos dos estudios, se podría 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 podría 

aplicar individualmente cargados en un hidrogel polimerizable. Los MTA de MSC y 

OMESC desarrollados se podrían trasplantar sobre la córnea reemplazando la sutura por 

FG [155–157]. Y el tejido de mucosa oral o el propio tejido de limbo (autólogo o alogénico) 

se podría trasplantar directamente sobre la superficie de la córnea empleando un FG potente 

en lugar de una membrana y sutura como en la técnica del SLET [158].
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CONSENTIMIENTO INFORMADO EXTRACCIÓN SANGRE 

PARA INVESTIGACIÓN 
 

LEY 41/2002, BÁSICA REGULADORA DE LA AUTONOMÍA DEL PACIENTE Y DE DERECHOS 

Y OBLIGACIONES EN MATERIA DE  INFORMACIÓN Y DOCUMENTACIÓN CLÍNICA (BOE 

15-11-02) 

 

Nombre y apellidos del paciente 
 
 
 
D.N.I.  Nº d     e historia 

Nombre del médico/enfermero que le informa 

          Fecha 

Usted ha sido invitado a participar en extracción de sangre para investigación.  

El fin último de este estudio es poder conocer los efectos del PRGF en diversas patologías. 

Este estudio está promovido por el Instituto Oftalmológico Fernández-Vega y su Fundación 

de Investigación Oftalmológica. Su decisión de participar es totalmente voluntaria y tendrá 

todo el tiempo que necesite para decidir si quiere donar sangre o no. Si decide no participar 

en este estudio esto no influirá negativamente de ningún modo en su futura asistencia 

médica. Si usted accede voluntariamente a donar sangre deberá firmar el formulario de 

Consentimiento Informado. La donación de muestra no implica visitas extraordinarias, ni 

exploraciones complementarias y en ningún caso la recogida de las muestras entrañará 

riesgo alguno para usted ni impedirá el diagnóstico y tratamiento de su enfermedad. 

RIESGOS E INCONVENIENTES 

La participación en este estudio de investigación no supone ningún riesgo para usted.  

 

BENEFICIOS 

Al tratarse de un estudio experimental, no va a obtener un beneficio directo por su 

participación en el estudio más que el que corresponde al avance de la medicina en beneficio 

de la sociedad y el saber que ha colaborado en este proceso. La información obtenida en este 

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

D./Dña. 

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 límbico. 

La participación no tiene ninguna compensación económica y será de forma voluntaria y 

altruista. En ningún caso representará una carga económica para usted. 

REVOCACIÓN DEL CONSENTIMIENTO 

En cualquier momento podrá Vd. revocar el consentimiento. Se romperá irreversiblemente 

todo vínculo que permita relacionar los datos almacenados con Vd. No obstante, los efectos 

de la revocación no se extenderán a los datos resultantes de las investigaciones que se hayan 

llevado a cabo previamente a la misma. 

CONFIDENCIALIDAD 

En ningún caso los datos personales serán dados a conocer ni puestos a disposición 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 Protección de Datos (RGPD), en relación con la finalidad prevista y la legislación 

aplicables en vigor. Dichos datos podrán ser comunicados a investigadores participantes o 

autoridades para fines directamente relacionados con el desarrollo del estudio. Vd. podrá 

ejercer previa acreditación de identidad, sus derechos de información, oposición, acceso, 

rectificación o cancelación de los datos ó dirigiéndose al investigador, el cual lo pondrá en 

conocimiento de responsable del fichero. 

Se le garantiza la absoluta confidencialidad en la información obtenida y manejo de los datos 

a terceros según la Ley 14/2007 de investigación biomédica, reguladora de la autonomía del 

paciente y de derechos y obligaciones en materia de información y documentación clínica. 

Salvo comunicación de lo contrario, se entiende que presta su consentimiento para el 

tratamiento de sus datos aquí vertidos, conforme a la Ley 14/2007 de investigación 

biomédica. Los derechos de acceso, rectificación, cancelación y oposición puede ejercitarlos 

ante el Instituto Oftalmológico Fernández-Vega 

En ……………… a …….. de ……….. 

Firmado: 

 



  ANEXO II 
 

             177 
 

  



ANEXO II   
 

178              
 



  ANEXO II 
 

             179 
 

 
  



ANEXO III   
 

180              
 

Resultados in vivo con el implante ocular de MSC humanas en 3 conejos (Cos 19, 20 y 21) 

con lesión por quemadura alcalina. Se muestra la clínica antes del trasplante (A) y al final del 

periodo de seguimiento de 42 días (C). Se muestra la prueba de fluoresceína antes del 

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

 

 

Co: conejo. MSC: células madre mesenquimales.
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Caracterización mediante citometría de flujo de las MSC de conejo expandidas con 

DMEM:F12, 20 % de SBF y 1 % de antibióticos. Se muestra para una población homogénea 

-P1- y con el 94 % de las células viables, expresión negativa para todos los marcadores de 

superficie estudiados, incluidos los específicos del linaje de las MSC (CD105, CD90 y CD73). 

 

(A) La población analizada “P1” representa aproximadamente el 95 % de las células. (B) Viabilidad 

celular: entorno al 94 % de las células son viables. (C-I) Determinación 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 antígeno de 

diferenciación. FITC: fluoresceína-5-isotiocianato. FSC: detector de dispersion frontal. HLA-DR: 

antígeno leucocitario humano isotipo DR. MSC: células madre mesenquimales. PE: ficoeritrina. 

PerCP: complejo peridina-clorofila-proteína. P1: población 1. SBF: suero bovino fetal. SSC: detector 

de dispersión lateral. 
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