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En la actualidad se persigue desarrollar tejidos biomiméticos de cara a su utilizacion en
trasplantes o como modelos experimentales. Una de las dificultades que presenta esta
disciplina es el cultivo celular en tres dimensiones, donde es necesaria una matriz o gel que
mantenga la disposicion espacial de las células sin alterar sus propiedades. Un tipo de matriz
utilizado es la matriz de fibrina a partir de fibrinégeno, obtenido por medio de procedimientos

industriales o directamente de derivados sanguineos, como el plasma fresco o el

crioprecipitado de plasma.

El objetivo de este trabajo es comprobar que el cultivo de fibroblastos de estroma corneal
porcino en matrices de plasma fresco y de crioprecipitado de plasma no afecta a su morfologia
ni a la expresiéon de un marcador especifico (vimentina). También se pretende comparar la
proliferacidn celular en ambos tipos de matriz. Para el analisis morfoldgico y caracterizacion se
realizaron varias tinciones: tincion nuclear de Hoechst, tincidn de hematoxilina-eosina, e
inmunotinciones de vimentina, Ki67 y e-cadherina. Para comparar la proliferacién en ambas
matrices esta se midid utilizando la prueba del AlamarBlue®, cuyos resultados se compararon

utilizando la prueba de t de Student.

Las comparaciones entre la proliferacién celular en ambas matrices no arrojé diferencias
significativas respecto a ningun parametro estudiado salvo el crecimiento celular neto (p=
0,02). Las tinciones de Hoechst y hematoxilina-eosina mostraron la disposicién tridimensional
de las células y la morfologia fusiforme normal de los fibroblastos. Las inmunotinciones
mostraron positividad para vimentina y Ki67, asi como negatividad para e-cadherina,

descartdndose asi una posible contaminacion epitelial de los cultivos.

Estos resultados hacen pensar que el cultivo de fibroblastos en matrices no induce cambio
en su morfologia ni en la expresion del antigeno vimentina, siendo el crecimiento celular
mayor en las matrices de plasma fresco que en las de crioprecipitado de plasma. Por eso, estas

matrices son adecuadas para el desarrollo de modelos tridimensionales de cérnea porcina.
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1. INTRODUCCION

Cuando hablamos de investigacién en oftalmologia hay que tener en cuenta que estamos

hablando de realizar investigaciones sobre un érgano con bastantes peculiaridades. En lo que a
tejidos se refiere, la superficie ocular es una de las estructuras mas dificil de investigar por dos
razones principales: lo complejo y especializado de su histologia, cuyas estructuras estan todas
relacionadas y condicionadas por la lagrima, y su pequeio tamafo, que limita el material del

que se puede llegar a disponer para investigar (Potop V. y cols., 2009).

En la actualidad la experimentacién biomédica tiene que superar muchos obstaculos para
poder obtener resultados y productos antes de reportar ventajas reales para el paciente
humano. La experimentacién con humanos, aun cuando es bajo la tutela ética del cddigo de
Niremberg y la declaracion de Helsinki, tiene que superar muchas trabas legales y
administrativas para poder realizarse. Y, aunque se lleguen a superar esas trabas, hoy en dia
resulta muy dificil obtener tejidos humanos para las etapas tempranas de la investigacién, ya
gue existe una gran la competencia por el acceso a los tejidos provenientes de donaciones. La
necesidad de respuesta a este problema es una de las razones por las que se esta extendiendo
tanto el desarrollo de alternativas al uso de estos tejidos en la forma de modelos

experimentales desarrollados in vitro.

Una de las disciplinas biotecnoldgicas que mas crecimiento ha experimentado en las
ultimas décadas ha sido la ingenieria de tejidos cuyo objetivo es la creacidon, mediante técnicas
avanzadas de cultivo celular y el uso de biomateriales, tejidos que puedan imitar las
caracteristicas del tejido encontrado in vivo, ya sea para su implante en un organismo o para
su uso en investigacién a modo de modelo experimental (Berthiaume F. y cols., 2011). El
desarrollo de este tipo de modelos es una de las respuestas al problema de la escasez de
tejidos humanos dedicados a investigacién, ya que proporcionan sustitutos validos para
investigaciones preliminares, como la permeabilidad o toxicidad de fdrmacos. Con el valor
afadido de que, al ser confeccionados en el laboratorio, estos modelos presentan unas
caracteristicas mas reproducibles que las que encontramos al experimentar con tejidos ex vivo

(Pauly A. y cols., 2011).

Una de las técnicas basicas de la que se nutre la ingenieria de tejidos es el cultivo celular en
monocapa, que se corresponde con la capacidad de hacer crecer una poblacién de células
procedentes de organismos vivos. Esta técnica permite, entre otras cosas, expandir el material

obtenido de una muestra reduciendo el nimero de sacrificios animales o donaciones humanas
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necesarias, pero una de las limitaciones principales de esta técnica es la restriccion de cultivar
un Unico tipo celular en una distribucidon bidimensional. Con todo y con eso, el uso de estos
cultivos celulares ya ha demostrado su utilidad como modelos experimentales validos que
simulan patologias propias de la superficie ocular (Langford M. y cols., 1980; Garcia-Posadas L.

y cols., 2013).

Un escaldn por encima del cultivo en monocapa en complejidad y en similitud con el tejido
vivo es el cultivo tridimensional, que permite el crecimiento de células en las tres direcciones
del espacio dotando al cultivo de una disposicion mucho mds parecida a la que encontrariamos
in vivo. Uno de los grandes avances que supone esta variante de cultivo es la posibilidad de
combinar varios tipos de células para realizar una construccién histiotipica que emule un tejido
conocido del cuerpo. Un ejemplo claro es la construccidon de modelos que intentan emular una
hemicdrnea a base de realizar un cultivo plano de epitelio corneal sobre un cultivo
tridimensional de queratocitos que haga las veces de estroma. En la literatura encontramos
ejemplos de construcciones de este tipo con utilidad validada como modelos experimentales
(Hahne M. y cols., 2011). Ademas, estudios recientes hacen pensar que cuanto mas similar es
la disposicién del cultivo a la disposicion in vivo, mejores son las propiedades fenotipicas de las
células (Levis HJ. Y cols., 2013). Para el desarrollo de esta modalidad de cultivo es necesaria la
utilizacion de un sistema de andamiaje que sirva de sostén a las células en crecimiento

manteniendo la conformacion espacial deseada.

A la hora de construir un cultivo celular es muy importante el material sobre el que se van a
cultivar las células ya que este tiene que, como minimo, permitir el crecimiento de las mismas
(Barbaro V. y cols., 2009). Para esto, la ingenieria de tejidos bebe del desarrollo de
biomateriales, que segun sus propiedades van a permitir una gran variabilidad de usos y
condiciones diferentes que proporcionarle al cultivo; este gran abanico de opciones puede
abarcar desde condicionar la permeabilidad a sustancias durante el cultivo a permitir después
el uso del material como medio de administracién de las células para terapia (Dutta RC. Y cols.,
2009). Existen soportes de muchos tipos y muchos ejemplos de su uso en el ambito de los
tejidos de la superficie ocular. La primera gran distincién es entre soportes de biomateriales
sintéticos disefiados en el laboratorio, ya sea en cultivo plano (Martinez-Osorio H. y cols, 2009)
o tridimensional (Hahne M. y cols., 2011) o las matrices de biomateriales naturales como son
los xenoinjertos decelularizados (Gonzalez-Andrades M. y cols., 2011) o de biopolimeros
gelificables in vitro como el colageno (Auxenfans C. y cols., 2009) o la fibrina (Garzén 1. y cols.,

2014).
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Partiendo de la base de que los materiales naturales son, normalmente, mas accesibles y
baratos que aquellos sintetizados en el laboratorio, la decision en este ultimo caso se reduce
actualmente a elegir entre colageno o fibrina. Aunque, segun la literatura actual, la fibrina
tiene propiedades tan provechosas para el cultivo como las que ofrece el coldgeno (Grassl ED.
y cols., 2002). Ademas, la fibrina presenta otras muchas propiedades que la hacen
especialmente adecuada para el desarrollo de modelos experimentales que emulen los tejidos
de la superficie ocular; ejemplo de esto son sus propiedades de plasticidad y elasticidad
(Rajangam T. y cols., 2013). Ademas investigadores del Establecimiento de Tejidos Fundacidn
Clinica San Francisco de Ledn han desarrollado un método para utilizar como fuente de fibrina,
y de los factores de coagulacidn necesarios para que gelifique, derivados de la sangre fresca

como son el plasma fresco y el crioprecipitado de plasma (Vuelta E., 2009).

La otra decisidn necesaria a la hora de plantearse la realizacidn de un cultivo tridimensional
con finalidades organotipicas es el origen de las células que también pueden ser provenientes
de lineas inmortalizadas (Hahne M. y cols., 2012) o de obtencidn primaria directamente de

tejido fresco.

Como se comentaba al principio de esta introduccién, el acceso a tejidos humanos es algo
costoso y muy restringido lo cual obliga a buscar alternativas en lineas celulares inmortalizadas
o en el uso de tejidos provenientes de animales con caracteristicas analogas a los tejidos
humanos. Como ejemplos de esta variante encontramos modelos corneales hechos a base de
tejidos procedentes de conejo (Alaminos M. y cols., 2006), de perro (Werner A. y cols., 2008), y

de cerdo.

Desde hace anos, el uso del tejido porcino como material de investigacién analogo al
humano ha ido aumentando. La legislacion espafiola sobre el uso de animales en
experimentacién, cuya ultima actualizacién fue el Real Decreto 53/2013 de 1 de Febrero,
contempla como método para la reduccién del uso de animales destinados a la investigacion el
uso de tejidos provenientes de animales de matadero destinados a la alimentacion. Por esto,
tejidos como el bovino o el porcino se han vuelto mas accesibles, despuntandose este segundo
por diversas circunstancias como pudo haber sido la restriccién del primero cuando aumenté
la incidencia de la enfermedad pridnica de Creutzfeld-Jakob. Las propiedades del ojo porcino
estan altamente estudiadas y documentadas (Sanchez I. y cols., 2011). El uso del tejido porcino
como prueba para metodologias destinadas a ser implementadas con material humano
también es una practica bien documentada en la literatura actual (Reichl S. y cols., 2003;

Hernandez-Verdejo JL. y cols., 2007). Por esto mismo, para la realizacién de este trabajo, que
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pretende servir como validacidon del protocolo para el cultivo fibroblastos en matrices de
fibrina procedentes de derivados sanguineos, se optd por utilizar células procedentes de

tejidos oculares porcinos.

El cultivo de los queratocitos y fibroblastos corneales en el seno de una matriz esta
mostrando ser factible para la construccién de modelos que impliquen varios tipos celulares
(Levis HJ. y cols., 2013; Diebold Y. y cols., 2014). Sin embargo, los fibroblastos son un tipo
celular que aunque presentan cierta facilidad para ser cultivados también se caracterizan por
cambiar facilmente su fenotipo por motivos fisioldgicos (Dupps WJ Jr. y cols., 2006) o por
influencia del sustrato de cultivo (Dreier B. y cols., 2013). Esto hace importante conocer el
efecto de la técnica de cultivo y el tipo de matriz utilizado sobre los fibroblastos si se quieren

utilizar para el desarrollo de un modelo experimental valido.

En el Grupo de Superficie Ocular del I0BA, el equipo de la Dra. Diebold investiga el
desarrollo de modelos de experimentacion, fisioldgicos y patoldgicos, que emulen la superficie
ocular. Mientras que modelos de conjuntiva utilizando matrices de fibrina procedentes de
derivados sanguineos ya se encuentran en estados mds avanzados de desarrollo, habiendo
pasado ya al trabajo con células de origen humano (Diebold Y. y cols., 2014); el desarrollo de
modelos corneales aln se encuentra en fases preliminares, estudiando por separado el cultivo
del epitelio corneal y de los fibroblastos del estroma. En esta linea de trabajo se encuadra este
estudio, que pretende validar el cultivo de fibroblastos corneales en matrices de fibrina de cara
a que sea utilizado como sustrato para el cultivo de epitelio y, en el futuro, la construccion de

modelos histiotipicos de cdrnea.
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2. JUSTIFICACION

La ingenieria de tejidos es una de las disciplinas que mds crecimiento ha experimentado en

las ultimas décadas, auspiciada por los avances en el desarrollo de tejidos biomiméticos. Estas
construcciones biotecnoldgicas permiten la sustitucién temporal, parcial o total, del empleo de
tejidos de origen animal o humano, ya sean en medicina aplicada o en investigacion. Dos de las
metas mas ambiciosas de esta prdctica concreta son el desarrollo de tejidos sintéticos
aplicables en el campo de los trasplantes y el desarrollo de modelos in vitro vélidos que
permitan la reduccion de la experimentacién en seres vivos.

Un paso intermedio entre el cultivo celular y el desarrollo de verdaderos sustituyentes
tisulares son las técnicas de cultivo en tres dimensiones, las cuales dan a los cultivos
caracteristicas de disposicion espacial, interacciones intercelulares y condiciones
microambientales mas parecidas a las que se encontrarian en el individuo vivo que en placas
de cultivo tradicionales. Para conseguir este efecto se utilizan andamiajes y construcciones de
materiales compatibles con la actividad celular, ya sean naturales o de origen industrial.

Siguiendo la linea de trabajos anteriores, en el IOBA se aboga por el desarrollo de técnicas
que impliquen materiales de origen natural, buscando siempre las alternativas que conlleven
una mejor accesibilidad y un menor coste. Todo esto persiguiendo el objetivo de que lo
importante es trasladar el conocimiento adquirido a la practica clinica, de un modo eficiente
para el sistema y econdmico para el paciente.

El Grupo de Superficie Ocular tiene experiencia en el uso de andamiajes de fibrina como
sustento para cultivos celulares que se acerquen a emular los tejidos nativos del globo ocular.
Este uso de la fibrina estd altamente documentado por grupos externos al IOBA cuando se
refiere a fibrina de origen industrial, pero no tanto para la fibrina de origen natural. En
concreto, investigadores de este grupo se dedican al desarrollo de modelos experimentales,
normales y patoldgicos, siendo pioneros en el uso de matrices de fibrina natural (proveniente
de plasma fresco y crioprecipitado de plasma) para este fin.

Por otro lado, la utilizacién de células de origen porcino, de facil obtencidn y caracteristicas
bioldgicas similares a las humanas, puede ayudar al desarrollo de modelos in vitro complejos.
La facilidad con la que se pueden cultivar células de diferentes tejidos oculares que muestra la
literatura, las ventajas que presentan estos cocultivos a la hora de emular las condiciones
encontradas in vivo y la versatilidad de los diferentes biomateriales usados como sustrato para
el cultivo apoyan la necesidad de estudios sobre la propia metodologia del cultivo en si.

En conclusion, un mejor conocimiento del comportamiento de este tipo de andamiaje en
condiciones de cultivo y de su interaccién con las células como poblacién en crecimiento,
permitiria desarrollar aun mas la técnica de cultivos tridimensionales utilizada en el Grupo de
Superficie Ocular mediante la toma de mejores decisiones técnicas que se ajusten en mayor
medida a los requisitos de cada proyecto. Todo esto permitiria alcanzar avances mas
significativos, en este caso, en el desarrollo de modelos para la investigacion.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

El cultivo de fibroblastos porcinos en matrices de fibrina derivadas de plasma fresco o de
crioprecipitado de plasma no induce cambios en su fenotipo ni altera la proliferacién de los

mismos.

OBJETIVOS GENERALES

1. Comprobar el efecto del cultivo en matrices de fibrina derivadas de plasma fresco y
crioprecipitado de plasma sobre fibroblastos de estroma corneal porcino aislados por
digestion enzimdtica.

2. Comparar la proliferacion de dichos cultivos celulares en ambos tipos de matrices.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Visualizar la disposicidn tridimensional de los fibroblastos de cdrnea porcinos en
cultivo en las matrices.

B. Comparar la morfologia de los fibroblastos en el cultivo tridimensional con aquella de
los fibroblastos cultivados en soporte de plastico.

C. Analizar la capacidad proliferativa de los fibroblastos cultivados en las matrices
durante 10 dias.

D. Comparar las tasas de proliferacion de los fibroblastos en las matrices, de plasma
fresco y crioprecipitado de plasma, con aquellas de un cultivo similar en plastico y
entre ellas.

E. Comprobar si se producen alteraciones en el fenotipo especifico de fibroblastos tras 10

dias de cultivo en las matrices en estudio.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. REACTIVOS Y EQUIPOS

Para la realizacion de este proyecto se utilizaron el medio de cultivo DMEM+Glutamax®, la
solucion salina tamponada con fosfato (PBS), la penicilina, la estreptomicina, el suero fetal

bovino (FBS) y la tripsina de Invitrogen-GIBCO (Inchinnigan, Reino Unido).

El azul Tripan, el reactivo de Hoechst, el tritén X100 y el suero de burro utilizado fueron de
la casa Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). Se utilizé el acido tranexamico de Rottapharm
Madaus (Moza, ltalia). El reactivo AlamarBlue® fue el distribuido por AbD Serotec (Oxford,

Reino Unido).

Los preparados iniciales de plasma fresco y crioprecipitado de plasma fueron cedidos en
virtud de un convenio de colaboraciéon con el Centro de Hemoterapia y Hemodonacién de
Castilla y Ledn (CHEMCYL), cuyos técnicos se encargaron de su obtencién y preparacion.
Posteriormente, investigadores del Establecimiento de Tejidos Fundacidn Clinica San Francisco

de Ledn, prepararon las matrices.

El anticuerpo primario anti-Ki67 (Ab16667) fue de Abcam (Cambridge, Reino Unido), el
anticuerpo primario anti-E-Cadherina (#610181) fue de BD-Biosciences (San Jose, CA, EE.UU.) y
el anticuerpo primario anti-Vimentina fue de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
EE.UU.). Los anticuerpos secundarios anti-rabbit A31573 y anti-mouse A11001 fueron de

Invitrogen-Molecular Probes (Eugene, OR, EE.UU.).

Los equipos utilizados para los cultivos fueron de la campana de flujo laminar vertical de
seguridad tipo Il Gelaire BSB 42 de ICN Biomedicals, Flow Laboratories (Sidney, Australia) y el
incubador de CO, Touch 190S de LEEC (Nottingham, Reino Unido).

El espectrofotometro empleado para las lecturas de proliferacion fue el SpectraMax® M5

de Molecular Devices Corporation (Sunnyvale, CA, EE.UU.).

El procesador de tejidos Leica ASP300, el microscopio invertido de fluorescencia Leica
CTR600 y el microscopio éptico de contraste de fases Leica DM4000 fueron todos de Leica

Microsystems (Wetzlar, Alemania).
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4.2. SINTESIS DE LAS MATRICES DE FIBRINA

Para la sintesis de las matrices de fibrina se utilizd un protocolo puesto a punto
anteriormente por los investigadores del Establecimiento de Tejidos Fundacion Clinica San
Francisco de Ledn, colaboradores en el proyecto coordinado del MINECO que ha financiado
este trabajo. Ellos habian comprobado que la concentracidon éptima de fibrindgeno en la
matriz es de 1,5 mg/ml. Se emplearon sendos preparados de fibrindgeno en las formas de
plasma fresco, con una concentracion inicial de fibrindgeno de 3’75 mg/ml, y crioprecipitado
de plasma, con una concentracion inicial de fibrindgeno de 4’50 mg/ml. A estos preparados se
les afiadié medio de cultivo, con o sin células en suspensidn, acido tranexamico y, por ultimo,
cloruro de calcio (Tabla 1). La concentracién final de fibrindgeno en las matrices ya preparadas

con las suspensiones celulares o con el medio sin células fue la éptima (1,5 mg/ml).

Tabla 1. Composicidn de las matrices de fibrina.

A) Composicién de la matriz de plasma (1 ml): B) Composicién de la matriz de crioprecipitado(1 ml):
- 400 pl de preparado de plasma - 333 ul de crioprecipitado de plasma
- 520 pl de suspension celular - 587 ul de suspension celular
- 40 pl de 4cido tranexamico - 40 pl de 4cido tranexamico
- 40 pl de cloruro de calcio - 40 pl de cloruro de calcio

4.3. PROCESAMIENTO DE TEJIDOS Y OBTENCION DE FIBROBLASTOS PRIMARIOS

Para la realizacion de este proyecto se obtuvieron fibroblastos de cdrnea porcinos
directamente de ojos porcinos frescos. Para el aislamiento de los fibroblastos se realizaron
explantes corneales, carentes de epitelio, que posteriormente se someterian a digestion

enzimatica para obtener células en suspension.

Los globos oculares porcinos se obtuvieron del matadero local Justino Gutiérrez S. L. El
transporte de los ojos se realizé hasta el laboratorio de cultivos en un medio de cultivo
preparado para tal fin (Tabla 2.A). Una vez en el laboratorio, los ojos se limpiaron vy
desinfectaron. Para esto primero se retiraron con tijeras todos los restos de parpado que
quedaban en los globos. Después se lavaron con Betadine® disuelto al 2% en PBS durante 5
minutos, para después dar dos lavados mds de 5 minutos en una solucion de antibidtico-

antimicotico al 1% en PBS.
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Con los ojos limpios y desinfectados se [Tabla 2. Medios de cultivo utilizados.

paso a trabajar en condiciones de esterilidad A) Composicion del medio para transporte:

en campana de flujo laminar y se procedié a - Medio DMEM+Glutamax®
- 1’5 % penicilina (5000 1U/ml)
/estreptomicina (5000 ug/ml)

la extraccidon de un trozo de tejido estromal

corneal (explante) a partir del cual poder - 1% fungizona

aislar los fibroblastos. La retirada del epitelio - 5% de sacarosa

corneal se realizé antes que el explante. Para

ello se colocé cada ojo en uno de los 24 | B) Composicion del medio de cultivo para
fibroblastos:

- Medio DMEM+Glutamax®
inmovilizarlo y se bafié la cérnea con alcohol - 10 % suero fetal bovino

pocillos de una placa de cultivo para

etilico absoluto, se utilizé un trépano de latex - 1% penicilina (5000 1U/ml)

para mantener el alcohol sobre la cdérnea. /estreptomicina (5000 pg/ml)

Tras 30 segundos se retiraba el trépano de A) Medio utilizado para el transporte de ojos frescos. B) Medio
utilizado para el cultivo de fibroblastos.

modo que el alcohol caia al pocillo y se
procedia a retirar el epitelio raspando con un

escarificador.

No fue necesario ningun procedimiento para retirar el endotelio ya que en trabajos
anteriores realizados en el laboratorio se observd que el medio de cultivo utilizado para el

cultivo de fibroblastos no permite el crecimiento de células endoteliales (Tabla 2.B).

Posteriormente se prepararon explantes a base de recortar con tijeras la parte central de la
cornea. Estos explantes fueron lavados nuevamente en la solucién de antibidtico-antimicético

usada anteriormente durante 5 minutos.

Para el aislamiento de los fibroblastos, los explantes desepitelizados se colocaron en tubos
de centrifuga con una disolucién de colagenasa | 2 mg/ml en medio de cultivo para fibroblastos

y se incubaron a 372C durante 24 horas.

Tras la incubacion los tubos fueron centrifugados a 1.200 revoluciones por minuto durante
5 minutos. Con los precipitados celulares formados se retiré el medio con colagenasa | y se
cambié por medio de cultivo de fibroblastos, en el que se disgregaron los precipitados

celulares para obtener los fibroblastos en suspensién.

Una vez obtenida la suspensién de células se procedié a la cuantificacion de las células
viables obtenidas. Para esto se prepard una disolucién de azul Tripan con suspensién de

células a una concentracion de 4:1. Se colocaron 10 ul de la suspensién en una camara de
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Neubauer y se procedid a contar el nimero de células en 5 campos distintos. Las células
viables se presentaban de un color pdlido brillante mientras que las células con defectos en la
membrana habian captado parte del colorante y se presentaban de un color azul oscuro. Cada

célula contada al microscopio corresponde a 10* células/ml de suspension.

Con esta suspensidn de células ya se puede iniciar el proceso de cultivo, colocdndola en un
frasco o pocillo de plastico y dejando que las células se adhieran o ultilizdndola para afiadir

células a una matriz tridimensional.

De los 15 explantes procesados 6 presentaron una concentracion de células viables
insuficiente para realizar el estudio. Y de los 9 restantes 4 de los cultivos establecidos sufrieron
contaminacién bacteriana en los primeros dias de cultivo, por lo que el estudio final de
proliferacion se realizd con los fibroblastos obtenidos de 5 ojos. Dos de estos 5 ojos también se

utilizaron para los estudios histoldgicos.

4.4. CULTIVO PRIMARIO DE LOS FIBROBLASTOS CORNEALES

Para la realizacién de todas las tareas relativas al cultivo de células vivas se trabajo en

campana de flujo laminar vertical, utilizando material estéril.

De cada una de las suspensiones validas se sembraron 25.000 células en 6 pocillos de placas
de cultivo de 24 pocillos. De este modo se sembraron células sobre plastico en dos pocillos,
células incluidas en 500 ul de matriz de plasma en otros dos y células incluidas en 500 ul de
matriz de crioprecipitado en otros dos; después de que las matrices gelificaran completamente
se afiadieron 500 pl mas de medio de cultivo a cada una de ellas. Ademas se colocaron

controles sin células de ambos tipos de matrices.

Se utilizaron dos suspensiones celulares para los estudios histolégicos de las que se
sembraron cuatro placas. Las placas de cultivo se mantuvieron en incubador a 372C y 5% de
CO,. El medio de cultivo se cambid cada dia los primeros 3 dias y después cada 2 dias durante

el resto del estudio.

La Figura 1 muestra una de las placas utilizadas para este estudio donde puede apreciarse

el aspecto de las matrices tras la siembra de las suspensiones celulares.
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Figl. Vista lateral de una placa de cultivo con matrices de crioprecipitado.

4.5. CUANTIFICACION DE LA PROLIFERACION DEL CULTIVO CELULAR MEDIANTE
ALAMARBLUE®

De las cuatro placas sembradas de cada uno de los cinco ojos incluidos en el estudio se
eligié una al azar en la que se mediria la proliferacion celular a seis tiempos de la siembra, a

saber: a las 24 horas, a las 48 horas, a las 72 horas, a los 6 dias, a los 8 dias y a los 10 dias.

Para la preparacién de este experimento se debe trabajar en condiciones de luz tenue ya
que la luz ambiente puede afectar a la fluorescencia del reactivo. Se diluyé el reactivo
AlamarBlue® en DMEM+Glutamax® sin suplementar, a una proporcién de 1:9. Se retird el
medio del cultivo y se cambid por 500 pl de esta preparacidn; también se afiadieron 500 ul en
un pocillo vacio para que sirviese de blanco. Se cubrié con papel de aluminio y se incubd
durante 6 horas. Después se colocaron 300 pl de cada pocillo en tres pocillos de una placa de
96 pocillos y se procedié a su lectura en el espectrofotometro (Fig. 2). La fluorescencia del
AlamarBlue® reducido por el metabolismo celular es leido por el espectrofotémetro a una
longitud de onda de excitacién de 560 nm y de emision de 590 nm. Tras la lectura, el software
del espectrofotémetro devuelve un valor en unidades arbitrarias de fluorescencia (uaf) que es

proporcional al nUmero de células presentes en el cultivo.
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Fig. 2. Izquierda: Placa de 96 pocillos con AlamarBlue® después de 6 horas de cultivo. Derecha: Espectrofotometro SpectraMax®

M5 con ordenador anexo.

Una vez se ha terminado la lectura, se retira el reactivo del cultivo y se lava varias veces con
PBS antes de afiadir el medio de cultivo a los cultivos y devolverlos al incubador. Al ser las
matrices de fibrina matrices hidratadas siempre queda un poco de reactivo impregnando la
matriz por mucho que se lave con PBS; para que este residuo de reactivo fluorescente no
influyese en las lecturas posteriores se sometia a los cultivos a un periodo de fotoblanqueo de
20 minutos bajo luz fluorescente antes de la siguiente lectura, de este modo se extinguia la

fluorescencia de los residuos de reactivo de la lectura anterior.

Conociendo los valores de fluorescencia de las diferentes lecturas a lo largo del tiempo, y
sabiendo que las lecturas se corresponden de manera lineal con el nimero de células
presentes en el cultivo, se pudo construir una curva de crecimiento de los diferentes cultivos,
de los cuales se tomaron tres pardmetros para comparar entre los dos tipos de matrices. Estos
tres parametros fueron: la cantidad de células de cada matriz con respecto al cultivo en
pldstico expresada en porcentaje, el area bajo la curva de crecimiento y la pendiente de la

curva de crecimiento entre cada dos momentos de lectura.

4.6. VISUALIZACION DE CELULAS VIVAS EN LAS MATRICES

Para comprobar la distribucién tridimensional de las células dentro de la matriz durante el
cultivo se realizd una tincién de nucleos con el reactivo de Hoechst, que no es citotdxico,
permitiendo la continuacidn del cultivo posteriormente. Para la tincién se utilizd una
disolucién 1:1.000 de reactivo de Hoechst en PBS, se colocaron 200 pl de dicha solucién en
cada pocillo y se incubd a 372C durante 30 minutos. Después se realizaron tres lavados de 5

minutos con PBS y se procedid a su visualizacién.
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Para la visualizacion de las células tefiidas se utilizd un microscopio invertido de
fluorescencia con filtro azul cuyo software permite una reconstruccion en 3D del tejido
estudiado, mostrando la disposicidn en varias capas de las células incluidas en la matriz. Para
realizar esta reconstruccion el software realiza varias capturas de imagenes mientras mueve la
muestra a estudio en el eje vertical, cambiando la altura del foco en la muestra.
Posteriormente utiliza una serie de algoritmos matematicos para interpolar la intensidad
luminosa que corresponderia al espacio entre las diferentes imagenes tomadas de forma que

se crea una imagen tridimensional.

4.7. PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

Para la visualizacién y la caracterizacidn de las construcciones preparadas con las matrices y
los fibroblastos porcinos, se fijo una placa de cada ojo en 4 momentos distintos: a las 24 horas
de la siembra, a las 72 horas, a los 6 dias y a los 10 dias. Para fijar los cultivos se afiadié a los
mismos paraformaldehido al 4% y se dejo reposar a 42C durante 72 horas. Posteriormente las
matrices fueron manipuladas y extraidas de la placa de cultivo y vueltas a colocar en una placa

de Petri inmersas en paraformaldehido al 4% a 42C durante 24 horas mas (Fig. 3).

Una vez fijadas, las matrices en forma de disco se cortaron por la mitad y se colocaron
ambas mitades en un casete de histologia para su inclusidn en parafina. Para ello se utilizd un
procesador de tejidos (Fig. 3) con un programa que consta de: un lavado de 20 minutos con
etanol de 609, un lavado de 20 minutos con etanol de 709, dos lavados de 20 minutos con
etanol de 959, dos lavados de 20 minutos con etanol de 1002, dos lavados de 20 minutos con
etanol de 10092 y xileno, dos lavados de 20 minutos con xileno y cuatro bafos de 15 minutos

con parafina.

Una vez incluidas las muestras en parafina, se montaron en bloques que posteriormente
fueron tallados y cortados al microtomo. La disposicion de las medias matrices en los bloques
se procuro que fuera perpendicular al plano de corte, de modo que en cada corte individual de
pudiese apreciar el espesor de la matriz (Fig. 4). De cada combinacion de ojo, tipo de matriz y
momento de fijacidon se obtuvieron cuatro cortes de 5 micras de espesor. Estos cuatro cortes
se utilizaron para tincidén convencional con hematoxilina-eosina e inmunotinciones con
anticuerpos frente a vimentina (marcador especifico de fibroblastos), e-cadherina (marcador

especifico de célula epitelial) y Ki67 (marcador especifico de proliferacion).
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Fig. 3. Izquierda: Matrices de crioprecipitado inmersas en paraformaldehido. Derecha: Procesador de tejidos Leica ASP 300.

Una vez colocados los cortes en portaobjetos se procedid a desparafinarlos e hidratarlos
antes de realizar las tinciones. Para ello se utilizé una bateria de alcoholes de concentracién
decreciente. El protocolo seguido consta de: desparafindo con tres banos de 5 minutos en
xileno; hidratacidon con un bafio de 5 minutos en etanol de 1009, un bafo de 5 minutos en
etanol de 962, un bafio de 5 minutos en etanol de 802 y dos bafios de 5 minutos en agua

destilada.

i
Blogue de Parafina

=l

Microtomo

-b

Fig. 4. Esquema de la colocacién de las muestras en los bloques de parafina y los cortes obtenidos de los
mismos.
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4.8. VISUALIZACION Y MORFOLOGIA GENERAL DE LAS CONSTRUCCIONES

Para la visualizacién de la morfologia de los fibroblastos y el estado de la matriz se utilizé la
tincion de hematoxilina-eosina. El protocolo seguido consta de los siguientes pasos: con la
muestra ya desparafinada, se tifié con un bafio de 5 minutos en preparado comercial de
hematoxilina de Mayer, un lavado de 5 minutos en agua corriente, un lavado de 5 minutos en
agua en cubeta, un bafio de 2 minutos en etanol de 802, un baifo de 5 minutos en preparado
de eosina Y de trabajo, deshidratacién con dos bafios de 2 minutos en etanol de 969, dos

bafios de 2 minutos en etanol de 1002 y tres bafios de 5 minutos en xileno.

Una vez tefida la muestra se cubrié con medio de montaje de base alcohdlica y un

cubreobjetos y se visualizd bajo microscopio éptico de campo claro.

4.9. TINCIONES INMUNOFLUORESCENTES DE LAS CONSTRUCCIONES

Después de teiiir un corte de cada ojo, tipo de matriz y tiempo de cultivo en la misma con
hematoxilina eosina, los tres restantes de destinaron a la caracterizacion mediante
inmunofluorescencia. Todas las tinciones de este tipo se realizaron en cdmara humeda y se
montaron con medio de montaje de base acuosa antes de colocar el cubreobjetos y proceder a
su visualizacion al microscopio invertido de fluorescencia. Los protocolos utilizados se resumen

en la Tabla 3.

4.9.1. IDENTIFICACION DE FIBROBLASTOS: VIMENTINA

La vimentina es una proteina del citoesqueleto celular utilizada como marcador esencial de
fibroblastos. Se realizé esta tincién porque la pérdida de la expresion de esta proteina

significaria una pérdida de la naturaleza fibroblastica de las células en cultivo.

4.9.2. EXCLUSION DE CELULAS EPITELIALES: E-CADHERINA

La e-cadherina es una proteina de membrana propia de las uniones adherentes de las
células epiteliales. La presencia de esta proteina en los cultivos significaria que hay células de

estirpe no fibrobldstica en el mismo, invalidando los resultados del estudio de proliferacion.
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4.9.2. DEMOSTRACION DE PROLIFERACION EN LAS MATRICES: K167

La Ki67 es una proteina nuclear que se expresa en todas las fases del ciclo celular excepto
en la Gy (no proliferativa), por lo que se considera un buen marcador de la proliferacion.
Observando su expresién en las células del cultivo se puede saber la proporcidn de las células

cultivadas que se encuentran en fase de proliferacion activa.

Tabla 3. Protocolos de tincidn inmunohistoquimica.

A) Vimentinay e-cadherina:

Desenmascarar con tripsina al 0’'05% en PBS. 10
minutos a 372C.

Bloquear con suero de burro al 5% en PBS. 1 hora a T2
ambiente.

Aplicar el anticuerpo primario, a concentracion 1:100
en bloqueo para mouse anti-e-cadherina y 1:150 en
bloqueo para mouse anti-vimentina. Toda la noche a
49C.

Realizar tres lavados de 5 minutos con PBS.

Aplicar anticuerpo secundario donkey antimouse, a
concentracion 1:200 para e-cadherina y 1:150 para
vimentina. 1 hora a T2 ambiente.

Realizar tres lavados de 5 minutos con PBS.

Contrateiiir los nucleos con Hoechst a concentracion
1:1000 en PBS. 10 minutos a T2 ambiente.

Lavar con PBS 5 minutos, montar y fotografiar.

B) Ki67:

Desenmascarar con tripsina al 0'05% en PBS. 10 minutos
a 37°C.

Lavar con PBS. 5 minutos a T2 ambiente

Permeabilizar con triton X100 al 0’5%. 10 minutos a T2
ambiente.

Bloquear con suero de burro al 4% en PBS. 1 hora a T2
ambiente.

Aplicar el anticuerpo primario rabbit anti-Ki67, diluido a
concentracion 1:50 en bloqueo. 1 hora y 30 minutos a
372%c.

Realizar tres lavados de 5 minutos con PBS.

Aplicar el anticuerpo secundario donkey anti-rabbit,
diluido a concentracion 1:150 en PBS. 1 hora a T2
ambiente.

Realizar tres lavados de 5 minutos con PBS.
Contrateiiir los nucleos con Hoechst a concentracion

1:1000 en PBS. 10 minutos a T2 ambiente.
- Lavar con PBS 5 minutos, montar y fotografiar.

A) Protocolo para vimentina y e-cadherina, B) Protocolo para Ki67.

4.10 ESTADISTICA

Para el analisis estadistico de los datos y la confeccion de tablas y gréficas se utilizaron los
programas SPSS Statistics 17.0, R i386 3.1.1 y GraphPad Prism 6. Los datos se calcularon como

media + desviacion estandar.

Para la comparacién de las poblaciones celulares en cada tipo de matriz en cada momento
de lectura, expresadas en porcentaje de la poblacion cultivada en la matriz con respecto a la
poblacién cultivada en plastico procedente del mismo ojo, para la comparacién del drea bajo la
curva de crecimiento de observada en cada tipo de matriz y para la comparacion de la
pendiente de crecimiento entre cada momento de lectura se utilizé el test t de Student. La

igualdad en las varianzas de las muestras se comprobd mediante el test de Levene.

Se consideraron diferencias significativas cuando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. ESTUDIO DE PROLIFERACION

Las lecturas de fluorescencia obtenidas de la prueba del AlamarBlue® aparecen
representadas en la Figura 4. Como podemos ver, a las 24 horas de la siembra las lecturas
obtenidas de las células cultivadas en pldstico eran significativamente mayores que aquellas
obtenidas de los cultivos en matrices, posteriormente esta diferencia desaparece para

reaparecer a las 192 horas (8 dias).

Proliferacion celular
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-3000-
Fig 5. Lecturas de fluorescencia de la prueba de AlamarBlue® en relacién al tiempo de cultivo
diferenciados segun el tipo de soporte de cultivo (n=5).

Se calcularon tres parametros: poblacion celular del cultivo (expresado como % con
respecto al control en plastico en cada momento puntual de lectura), velocidad de crecimiento
(expresado como la pendiente de la curva de crecimiento entre dos lecturas) y crecimiento
neto de la poblacién durante el estudio (expresado como area bajo la curva de crecimiento).
Los valores medios de estos tres parametros junto con sus desviaciones estandar estan

recogidos en la Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados de los parametros relacionados con la proliferacion de los fibroblastos en las matrices de fibrina
Parametro medido Matriz Media * DE Valor de p
% de células con respecto a plastico a las 24 Plasma 29,91 *6,52 o
reres Crioprecipitado 12,32 +£4,48 0,018
% de células con respecto a plastico a las 48 Plasma 204,98 £110,98
OIS Crioprecipitado 132,33 £89,03 0,426
% de células con respecto a plastico a las 72 Plasma 326,59 *180,44
e Crioprecipitado 286,75 +197,32 0,809
% de células con respecto a plastico a los 6 dias Plasma 93,55 +21,71
Crioprecipitado 108,27 27,64 0,508
% de células con respecto a plastico a los 8 dias Plasma 55,52 *9,30
Crioprecipitado 58,61 *7,08 0,637
% de células con respecto a plastico a los 10 dias | Plasma 56,32 +7,38
Crioprecipitado 59,83 *3,28 0,426
Pendiente de la curva de crecimiento entre las Plasma 35,28 +24,63
Y EBASIIEEE Crioprecipitado 20,10 +17,89 0318
Pendiente de la curva de crecimiento entre las Plasma 91,73 +37,30
s les vl Crioprecipitado 92,54 +42,75 0,210
Pendiente de la curva de crecimiento entre las Plasma 43,66 =* 25,50
v2y s AT Crioprecipitado 64,87 20,72 0,444
Pendiente de la curva de crecimiento entre las Plasma 34,79 *23,42
144y las 192 Crioprecipitado 23,75 +17,57 0,977
Pendiente de la curva de crecimiento entre las Plasma -11,17 £23,19
TeB Y ES 2kl Crioprecipitado 4,74 +21,37 0,679
Area bajo la curva de crecimiento Plasma 9,75 +2,36 o
Crioprecipitado 15,00 +2,76 0,020
DE = desviacidn estandar.

Una vez obtenidas las medias y las desviaciones estandar de cada uno de los pardmetros se
procedié a la comparacién de medias mediante la t de Student. Al tratarse de medias se
distribuciones de medias muestrales asumimos la normalidad de todas las distribuciones.
También realizamos el test de Levene para la comparacion de varianzas, el cual no resultd

significativo para ninguno de los pardmetros estudiados.

Los resultados del test t de Student mostraron que no existen diferencias significativas
entre los dos tipos de matrices para ninguno de los pardmetros estudiados salvo dos: la
poblacién celular a las 24 horas (p = 0,018) y el crecimiento neto durante el tiempo de estudio
(p = 0,020), que en ambos casos fueron mayores para los cultivos en las matrices de plasma. Es
decir, los fibroblastos cultivados en las matrices de plasma crecieron mas en el primer dia de

cultivo y a lo largo de los diez dias de cultivo observados conjuntamente.
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5.2. VISUALIZACION DE FIBROBLASTOS

Diariamente durante los diez dias de cultivo de las matrices se realizaron observaciones
mediante microscopio de contraste de fases de campo claro para controlar la evolucion de los
cultivos. Durante estas comprobaciones no se percibié ninguna diferencia destacable entre la
evolucion de los fibroblastos en los dos tipos de matrices. Por otro lado, cabe destacar que las
matrices procedentes de crioprecipitado de plasma presentaban una apariencia notablemente

mas turbia ademas de numerosos grumos en su estructura.

Al visualizar la tincién con Hoechst (Fig. 6) se puso claramente de manifiesto la disposicién
en varios niveles de las células suspendidas en la matriz. También se puede ver una mayor

fluorescencia en zonas cercanas a la superficie superior del cultivo.

Fig. 6. lzquierda: Reconstruccién en el eje Z de un cultivo en matriz de plasma fresco a las 240h de cultivo. Derecha: Reconstruccién en el eje Z de un
cultivo en matriz de crioprecipitado a los 10 dias de cultivo.

Tanto la morfologia fusiforme y rica en prolongaciones caracteristica de los fibroblastos
(Fig. 7. A) como la disposicion tridimensional dentro de la matriz se pudieron corroborar tras
realizarse la tincion de hematoxilina-eosina en los cortes de los tejidos una vez procesados
(Fig. 7. B-D). Asimismo también se pudieron observar los grumos presentes en las matrices de

crioprecipitado anteriormente descritos (Fig. 7. D).
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Fibroblastos

Fig. 7. A) Representacién esquemdtica de la morfologia de un fibroblasto (Origen: http://www.infoescola.com/histologia/tecido-conjuntivo-denso/).
B-D) Tinciones con hematoxilina-eosina de: B) Cultivo de fibroblastos de cérnea porcinos sobre vidrio en estado de preconfluencia. Aumento: 100x.
C) Corte histoldgico de un cultivo de fibroblastos en matriz de plasma a los 10 dias de la siembra. Aumento: 40x. D) Corte histoldgico de un cultivo

de fibroblastos en matriz de crioprecipitado a los 10 dias de la siembra. Aumento: 40x. Flecha: grumo precipitado propio de las matrices de
crioprecipitado.

5.3. CARACTERIZACION DE LOS FIBROBLASTOS

Al observar la tincion de vimentina al microscopio de fluorescencia se comprobé que las
células presentes en las matrices, identificadas por la imagen azul correspondiente al nucleo
siempre iba acompafiada de marcaje especifico de vimentina en verde, confirmandonos que la

célula en cuestion era un fibroblasto.

También se observé que la densidad de la poblacion celular aumentaba a tiempos mayores
de cultivo, indicando que los fibroblastos cultivados dentro de las matrices estaban
proliferando. No obstante, este crecimiento poblacional parecia mdas acentuado en las

matrices de plasma que en las de crioprecipitado (Fig. 8).
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Fig. 8. Tincidn de vimentina. Superposicidon de imagenes: tincidén nuclear de Hoechst (en azul) y tincién de vimentina (en verde)
A) Matriz de crioprecipitado a las 24h (1), 72h (2), 6 dias (3) y 10 dias (4) de la siembra.
B) Matriz de plasma a las 24h (1), las 72h (2), 6 dias (3) y 10 dias (4) de la siembra.
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Al visualizar la tincién de e-cadherina se observd el azul de los nudcleos pero no se

identificaron células positivas para esta molécula (Fig. 9), descartandose por lo tanto la

presencia de células epiteliales en el cultivo.

Fig. 9. Fibroblastos en matrices de fibrina a 10 dias de la siembra. Superposicion de imagenes: contraste de fases (en gris), tincion nuclear de Hoechst
(en azul), y tincién de e-cadherina (en verde). Izquierda: Matriz de plasma. Derecha: Matriz de crioprecipitado.

Por ultimo, en lo referente a la tincidn de Ki67, llama la atencién que todas las células
presentes en las preparaciones presentasen positividad para esta molécula. Esta correlacion
fue comprobada en 7 campos de cada una de las preparaciones. Esto indicaria el estado
proliferativo de la préctica totalidad de los fibroblastos cultivados dentro de las matrices.
Ademas, se observé mayor positividad en el caso de las matrices de plasma, lo que reforzaria

lo observado en la inmunotincién para vimentina.

] e
40.0 pm 40.0 pm

Fig. 10. Tincidn de Ki67. Superposicion de imagenes: tincidon nuclear de Hoechst (en azul) y tincion de Ki67 (en rojo). Izquierda: Matriz de plasma a 6
dias de la siembra. Derecha: Matriz de crioprecipitado a 10 dias de la siembra.
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6. DISCUSION

La ausencia de bibliografia especifica sobre estudios similares a éste hace dificil la

contrastaciéon de los resultados obtenidos. Los resultados observados en el estudio de
proliferacidon hacen pensar que, aunque no existan diferencias significativas entre el ritmo al
que crecen ambas poblaciones celulares incluidas en los dos tipos de matrices a estudio, el
crecimiento neto de los fibroblastos de cérnea porcinos durante los 10 dias que duré el
estudio es significativamente mayor en las matrices derivadas de preparados de plasma fresco.
Ademas no sélo muestran las matrices de plasma una diferencia significativa en la
proliferacion de las células incluidas sino que también se muestran mas uniformes a la
visualizacidn al microscopio Optico. Esta diferencia hace pensar que, aunque ambas matrices
se hayan desarrollado a partir de fibrinégeno sanguineo, las diferencias en el proceso de
sintesis de la matriz pueden afectar a la disposicién de las fibras y a las interacciones de las
mismas con las células en crecimiento, haciendo interesante el estudio de esta situacién por

microscopia electrdnica de barrido.

Por otra parte, los estudios de caracterizacion de las células cultivadas en el seno de las
matrices nos muestran poca diferencia entre el fenotipo que encontramos en las células en
cultivo y aquel que cabria esperar de células similares en condiciones de cultivo sobre plastico,
o incluso en organismos vivos. La presencia del antigeno vimentina en todos nuestros
fibroblastos nos asegura la naturaleza de los mismos, y la positividad para Ki67 nos confirma su
estado de activacion; estos dos factores nos permiten asegurar que el protocolo utilizado es
valido como método de cultivo. También podemos destacar que tanto esto, como el hecho de
gue no encontrasemos presencia de epitelio en ninguno de los cultivos nos permite validar
asimismo el protocolo de aislamiento del epitelio y digestion de los explantes corneales,
protocolo que tampoco se encuentra contemplado en la literatura actual. De todas formas,
seria util realizar estudios similares a este, de proliferacidon y caracterizacion, referentes al
cultivo de células epiteliales corneales sobre este tipo de matrices de cara a la futura
construccion de cocultivos histiotipicos de cdrnea. De hecho, otros investigadores del Grupo
de Superficie Ocular estan trabajando en ese aspecto. Y, teniendo en cuenta que en este
estudio se ha comprobado el estado proliferativo de los fibroblastos, seria bueno plantear
estudios futuros en los que se comprobase el estado funcional de los mismos, por ejemplo
comprobando si tienen actividad formadora de matriz extracelular propia. Esto dltimo podria

resultar especialmente interesante a la hora de plantear cultivos de mas larga duracién en la
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que los mismos fibroblastos pudiesen verse suspendidos en una matriz segregada por ellos

mismos, aumentando asi su similitud con el tejido vivo.

Es importante destacar que el hecho de que todas las células observadas fuesen positivas
para Ki67, indica que el cultivo en matrices no altera la actividad proliferativa de los
fibroblastos en cultivo. Sin embargo, un detalle que hay que tener en cuenta a la hora de
valorar la utilizacidn de este protocolo de cultivo es que el uso de suero en el medio de cultivo
utilizado para el cultivo de las células y la sintesis de la matriz, induce la activacién de los
fibroblastos. Este hecho es deseable de cara al cultivo de las células ya que hace mas estable
su crecimiento y facilita el mantenimiento del cultivo; sin embargo, este no es el estado basal
en el que encontramos las células en la cdrnea in vivo (Dupps WJ Jr., 2006), de modo que seria
bueno también estudiar las diferencias entre los fibroblastos corneales cultivados en matrices
con medio con suero y sin él. Esta diferencia de consideraciéon entre el fibroblasto en su estado
activado, el queratocito, o incluso la célula madre del estroma corneal, a la hora de utilizarlos
en el desarrollo de modelos experimentales ya se tiene en cuenta en la literatura (Wu J., 2014),
aunque no cultivandolos en matrices naturales como son las que se han utilizado en este

estudio.

No obstante todo lo anterior, los resultados de este trabajo deben ser interpretados con

cautela teniendo en cuenta las limitaciones del mismo.

El primer ejemplo de limitacidn es la visualizacién de células vivas mediante tincién con el
reactivo de Hoechst. En este caso se observd una mayor presencia de fluorescencia cercana a
lo que se corresponderia con la superficie superior de la matriz, disminuyendo esta
fluorescencia conforme se profundiza. Experiencias previas de nuestro grupo han demostrado
gue el comportamiento de algunos colorantes y otros reactivos es diferente cuando se trata de
preparados de tejidos y de las matrices de fibrina. Estas ultimas muestran una tendencia a
retener esos reactivos en su superficie, presentando una permeabilidad limitada a los mismos.
Por esto ultimo si se quisiera que una cantidad considerable de reactivo llegase a las capas mas
profundas de la matriz deberiamos aumentar la concentracién o el tiempo de exposicion a los
mismos, lo que conllevaria la saturacion de las capas mas superficiales dificultando su correcta
visualizacion. Con el Hoechst se han podido visualizar claramente los nucleos celulares y se ha
comprobado que las células se disponen a varios niveles de profundidad; sin embargo, no seria
correcto afirmar que la distribucién de las células es exactamente como la percibimos con esta

técnica ya que el hecho de que no se vean nucleos en las capas mas profundas puede significar
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que realmente no hay células a esa profundidad o, por el contrario, que si las hay pero no han

recibido suficiente tinte como para quedar de manifiesto.

Otro ejemplo estaria relacionado con el estudio de proliferacién mediante AlamarBlue®.
Esta prueba se basa en las caracteristicas del resazurin, una sustancia no citotdxica que se
introduce en las mitocondrias de la célula donde es reducida por accidn del metabolismo
celular, cambiando de color en el proceso y adquiriendo fluorescencia. Midiendo esta
fluorescencia se puede estimar la concentracién de resazurin que ha sido reducido en el
tiempo que ha estado en contacto con el cultivo, y con este dato es posible cuantificar el
metabolismo celular el cual es proporcional al nimero de células. Esta técnica esta altamente
estudiada y ha demostrado gran efectividad frente a otras técnicas de cuantificacion que
ademads requieren la finalizacién del cultivo (Hamid R., 2004). Si bien se estan desarrollando
métodos especificos para el estudio de la presencia y viabilidad celular en el seno de matrices,
estos métodos son aun poco conocidos y requieren unas especificaciones técnicas que
sobrepasan con creces las pretensiones de un trabajo como el que nos ocupa, como es la
disponibilidad de un microscopio confocal o con tecnologia de dos fotones (Dittmar R., 2012).
De acuerdo con el conocimiento actual, la técnica escogida es la mds apropiada para el tipo de
estudio que se queria realizar, aunque haya poco descrito sobre el comportamiento de la
misma en lo que a matrices se refiere. Llama la atencidén observar que las primeras lecturas del
AlamarBlue® en matrices toman valores muy bajos o incluso marginalmente negativos, lo cual
no tendria sentido. Este paraddjico fendmeno podria explicarse por la dindmica de fluidos que
se da en el seno de las matrices de fibrina. Las matrices de fibrina son unas matrices con un
alto grado de hidratacion. Al ainadirle a la matriz una disolucion, en este caso la preparacion
con resazurin, parte de esta disolucion desplaza al agua de la matriz impregnandola; de este
modo la disolucién que se recoge para leer al espectrofotdmetro tiene una concentracién de
reactivo ligeramente menor que la que tiene la disolucion utilizada como blanco. El estudio de

este fendmeno fue dejado fuera de este trabajo por no responder a los objetivos del mismo.

La limitacion mas importante del trabajo esta relacionada con el bajo nimero de ojos que
finalmente se pudieron usar para realizar el estudio, a causa de las contaminaciones
bacterianas. Esto tuvo como consecuencia que se realizaron menos experimentos de los

planeados inicialmente y se estudiaron menos variables.

Teniendo en cuenta estas limitaciones, se puede interpretar de los resultados obtenidos
qgue efectivamente las matrices de fibrina, especialmente las de plasma fresco, suponen un

soporte vdlido para el cultivo tridimensional de los fibroblastos de cérnea porcinos,
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permitiendo el crecimiento poblacional del cultivo sin inducir cambios fenotipicos en los 10
dias que durd el estudio. Ademas, esto concuerda con estudios similares llevados a cabo por
investigadores del Grupo de Superficie Ocular con fibroblastos conjuntivales humanos sobre

los mismos tipos de matrices (Diebold Y., 2014), en los que se llega a la misma conclusién de

que las células de estirpe fibroblastica crecen significativamente mejor en las matrices de

plasma que en las de crioprecipitado si sufrir cambios fenotipicos.

La futura validacidn, mediante experimentos complementarios, de este tipo de cultivos
como una posibilidad para el sustento de células de estroma corneal porcino abre nuevas
posibilidades al desarrollo de construcciones in vitro mas cercanas al tejido humano y que
simulen mejor las diferentes condiciones que encontrariamos en un tejido vivo. Para esto aln
habria que realizar muchos mds experimentos que comparasen el modelo al tejido ex vivo,

experimentos que no se han hecho en este tipo de modelos (Seaman CW., 2010) y que puedan

garantizarnos que nuestros modelos experimentales son analogos al tejido vivo y, por lo tanto,

validos para investigaciones futuras.
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7. CONCLUSIONES

1. Se confirma que es posible cultivar fibroblastos del estroma corneal porcino en

matrices de fibrina derivados de plasma fresco o de crioprecipitado, al menos durante
10 dias, sin que los fibroblastos pierdan su capacidad proliferativa ni se alteren
fenotipicamente.

2. El comportamiento proliferativo de los fibroblastos es significativamente mayor en las
matrices de plasma que en las de crioprecipitado, lo que podria ser interesante para

modular el crecimiento de estas células segun las necesidades experimentales.
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