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Resumen 

 

Todos los seres vivos, desde los organismos unicelulares hasta los complejos animales 

pluricelulares y multisistémicos, incluidos los vertebrados, poseen una variedad de 

barreras físicas y químicas, así como un repertorio de respuestas fisiológicas para 

asegurar la integridad, la supervivencia y la homeostasis, procesos que a menudo se 

agrupan como sistema inmunitario o de defensa del huésped. Un tema persistente en la 

evolución de los animales ha sido la prevención tanto de la pérdida de líquidos como de 

la invasión de patógenos a consecuencia de la alteración de las barreras anatómicas, 

físicas y químicas inducida por un traumatismo o una infección. Para hacer frente a estas 

dos emergencias vitales, se ha desarrollado un vasto repertorio de respuestas inmediatas 

y locales con funciones en la infamación y la coagulación, que consisten en el sellado de 

heridas y la eliminación de patógenos, lo que resulta en la restauración de la homeostasis 

y la curación de heridas.  

La función inmunoreparadora de la inmunotrombosis se basa en biomoléculas que 

incluyen la trombina, el fibrinógeno, los factores de crecimiento, las citocinas y las 

micropartículas que se originan principalmente en el plasma, las plaquetas activadas y 

los macrófagos residentes en el tejido, todos los cuales son inductores y facilitadores de 

la reparación tisular. Varias proteínas multidominio intravasculares de los sistemas de 

coagulación y fibrinolítico, incluyendo la trombina, la fibrina(fibrinógeno), la 

plasmina(plasminógeno), el FXII y otras serinas proteasas filogenéticamente y 

estructuralmente están relacionadas, y con funciones importantes en la reparación de 

heridas. Además, el contenido de los gránulos de las plaquetas que incluyen factores de 

crecimiento y citoquinas son necesarios para la reconstrucción del tejido después de la 

lesión. De hecho, las proteínas del sistema de coagulación son proteínas con acción 

pleiotrópica con funciones que abarcan la coagulación, inflamación y la reparación de 
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lesiones. Así, el desarrollo de los concentrados plaquetarios se puede entender como una 

herramienta para beneficiarse de estos mecanismos de reparación. 

La historia reciente del plasma rico en factores de crecimiento comenzó a principios del 

siglo XX con el uso de la fibrina y sus derivados como agentes hemostáticos en cirugía. 

Más recientemente, Tayapongsak et al. utilizaron clínicamente la fibrina autóloga como 

adyuvante en la cirugía maxilofacial. Estos primeros conceptos de combinar las 

propiedades de dos productos, los selladores de fibrina y los factores de crecimiento 

plaquetario, condujeron al desarrollo de las tecnologías de la matriz autóloga de fibrina. 

Siguiendo estos principios, Marx desarrolló en 1998 un método para producir plasma 

rico en plaquetas (PRP) a partir de un separador de gradiente de densidad y lo aplicó con 

éxito en la cirugía maxilofacial, aunque el gran inconveniente de esta técnica era la gran 

cantidad de sangre del paciente (400-450 mL) que se requería. Anitua dio un paso 

gigante al describir un método de preparación de plasma rico en plaquetas libre de 

leucocitos que requería de volumen pequeño de sangre y solo utilizó iones de calcio para 

la activación de las plaquetas. Este PRP, conocido hoy en día como el plasma rico en 

factores de crecimiento (PRGF), ha sido aplicado con éxito en el primer ensayo clínico 

del uso de concentrados plaquetarios en la preservación del reborde alveolar.  La 

tecnología del PRGF se está utilizando actualmente para el tratamiento de diversas 

patologías de diferentes áreas de la medicina como la odontología e implantología oral, 

ortopedia, medicina del deporte y dermatología, entre otros, para promover la curación 

de heridas y la regeneración de tejidos. La aplicación de las diferentes formulaciones que 

se obtienen mediante la tecnología del PRGF es directa por parte del especialista en la 

zona a tratar del paciente. Dicho tratamiento puede ser ambulatorio o quirúrgico 

dependiendo de la patología a tratar. Sin embargo, en el caso del tratamiento de 

patologías oftálmicas, la mayoría de los trastornos de la superficie ocular son 

enfermedades crónicas que deben tratarse durante mucho tiempo para lograr resultados 

satisfactorios. Asimismo, es el propio paciente quien diariamente tiene que aplicarse el 
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tratamiento ya que es necesaria su aplicación en forma de colirio entre 2 y 8 veces al día. 

Por lo tanto, las terapias utilizadas para el manejo de estas enfermedades deben 

mantener su funcionalidad y estabilidad durante varios meses para ser utilizadas 

diariamente a lo largo de este tiempo.  

Así, esta Tesis Doctoral fue desarrollada para dar respuesta a esta necesidad clínica de 

aplicar el potencial regenerativo del plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) en 

una formulación segura y eficaz que se podría aplicar por el paciente en su casa. Para ello 

fue necesario desarrollar 5 trabajos de investigación que resultaron en 5 publicación 

científicas que forman esta Tesis. 

El primer trabajo fue necesario para diseccionar el origen de la inmunotrombosis que 

articula los primeros instantes de la reparación tisular. Fruto de esta revisión, se ha 

descrito que el elemento tractor de la evolución fue la supervivencia mediante la 

restauración de la homeostasis y la reconstitución de los tejidos. Esta revisión también 

contextualizó tanto los aspectos universales de la reparación tisular como el uso 

terapéutico del plasma rico en plaquetas como enfoque de la biología como estrategia 

terapéutica en el contexto de los cambios evolutivos de la coagulación y la hemostasia. 

Así con este trabajo se ha sentado la base para explorar el efecto de la separación de la 

fibrina del PRGF en un formato de sobrenadante que sería apto para su uso como 

suplemento en los cultivos celulares o como colirio oftalmológico.  

En el segundo trabajo se ha realizado una revisión sistemática para averiguar tanto el 

método de preparación como los resultados del uso el uso de plasma humano rico en 

plaquetas (en formato de sobrenadante) como sustituto de los sueros xenogénicos en las 

terapias celulares. Fruto de esta revisión, se ha demostrado que el uso de plasma rico en 

plaquetas empobrecido en leucocitos (en formato de sobrenadante) es una alternativa 

factible a los sueros xenogénicos. Así, se ha reconfirmado la idoneidad del PRGF (libre de 

leucocitos) para ser la base del desarrollo de un colirio para aplicaciones oftalmológicas. 
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En el tercer trabajo fue importante un estudio comparativo entre el colirio de suero 

autólogo (preparado desde la sangre) y el colirio PRGF para averiguar las diferencias 

entre las dos preparaciones. En este trabajo experimental se han preparado los dos tipos 

de colirio de cada donante y fueron añadido a cultivos celulares de los queratocitos del 

estroma corneal humano (HK). El análisis proteómico se llevó a cabo para analizar y 

caracterizar los perfiles proteicos diferenciales entre el PRGF y el suero autólogo, y las 

proteínas expresadas diferencialmente en las células HK. Los resultados obtenidos 

muestran que el suero autólogo sin diluir induce la activación de diferentes vías 

relacionadas con una respuesta inflamatoria, angiogénica, de estrés oxidativo y de 

cicatrización en las células HK respecto al PRGF. Estos resultados sugieren que el PRGF 

podría ser una mejor alternativa que el suero autólogo para el tratamiento de la 

superficie ocular. 

En los siguientes dos trabajos se ha estudiado experimentalmente los diferentes métodos 

para la conservación del colirio PRGF. Los métodos de conservación ensayados fueron la 

liofilización y/o la conservación en frío. Así, en el cuatro trabajo, el colirio PRGF fue 

liofilizado solo o en combinación con un lioprotector (trehalosa), y luego se almacenaron 

las muestras durante 3 meses a temperatura ambiente o a 4°C. Se analizaron varios 

factores de crecimiento en cada tiempo y condición de almacenamiento. Además, se 

evaluó el potencial proliferativo y migratorio de los colirios liofilizados ricos en factores 

de crecimiento conservados durante 3 meses a diferentes condiciones de temperatura 

en queratocitos humanos primarios. Los resultados indicaron que el colirio liofilizado 

del PRGF ha conservado los principales factores de crecimiento y su actividad biológica 

tras su almacenamiento a temperatura ambiente o a 4°C durante los 3 meses del ensayo. 

Por lo tanto, el colirio liofilizado del PRGF conserva sus características biológicas incluso 

sin el uso de lioprotectores durante al menos 3 meses.  

 



 

 

 5  

 

En el quinto trabajo, el objetivo fue analizar si los colirios del PRGF conservan su 

actividad y sus propiedades biológicas después de su almacenamiento durante 9 y 12 

meses a -20°C, y a 4°C, y a temperatura ambiente (TA) durante 3 y 7 días en comparación 

con las muestras frescas (t0). 

Los resultados indicaron la estabilidad biológica del colirio PRGF en todas las 

condiciones ensayadas. Todos los niveles de los principales factores de crecimiento se 

conservaron en cada tiempo y condición de almacenamiento. No se observaron 

diferencias en la proliferación de queratocitos humanos tras el tratamiento con el colirio 

del PRGF en ninguno de los tiempos o temperaturas estudiados. No se observó 

contaminación microbiana en ninguno de los colirios del PRGF. Así, el colirio del PRGF 

puede almacenarse hasta 12 meses sin que se reduzcan los principales factores de 

crecimiento y proteínas y sin que se produzca ninguna contaminación microbiana. 

Además, la actividad biológica del colirio del PRGF se mantiene después de almacenarlas 

durante 3 y 7 días a 4°C o a temperatura ambiente. 

Estos resultados fueron confirmados en el sexto artículo dónde se ha realizado un 

estudio proteómico para ver el efecto de la liofilización del colirio del PRGF en la 

composición proteica del colirio y en las expresión de proteínas por queratocitos del 

estroma corneal humano (HK). Los resultados mostraron que se han detectado 280 

proteínas, y sólo 8 de ellas alcanzaron diferencias significativas entre las dos 

formulaciones. Además, 101 de las 3213 proteínas detectadas en las células HK 

mostraron una desregulación estadísticamente significativa tras el tratamiento con 

PRGF o PRGF lyo. El análisis de ontología génica mostró que estas proteínas desreguladas 

estaban implicadas en 30 procesos funcionales. Sin embargo, el Ingenuity Pathway 

mostró que no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los procesos 

identificados. Por lo tanto, el presente estudio muestra que no se encontraron diferencias 

significativas en el perfil proteómico o en la activación de vías de señalización en células 

HK entre PRGF y PRGF lyo 
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La presente investigación ha puesto de manifiesto la posibilidad de deferir la 

preparación del PRGF de su aplicación clínica. Ofreciendo la posibilidad de una aplicación 

crónica y repetida del PRGF, que ha sido preparado a partir de una única extracción de 

sangre. El hecho de que el colirio del PRGF no tiene fibrina abre el camino hacía su uso 

en otras áreas de la medicina, como por ejemplo la reproducción asistida dónde el tiempo 

entre la aplicación del PRGF y la transferencia del embrión es inferior al tiempo de la 

degradación de la fibrina. Así el uso del colirio del PRGF podría ser ventajoso para no 

interferir con la implantación del embrión en el endometrio. Esta investigación es una 

prueba como el hecho de simplificar la formulación del PRGF ha abierto el camino para 

optimizar la reparación en oftalmología y otras aplicaciones que quedan por descubrir.  
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Lista de figuras 

 

Figura 1. Una visión general de algunos de los principales eventos biológicos y 

ambientales en la evolución del sistema de coagulación de los vertebrados. La radiación 

cámbrica estuvo precedida por una duplicación de todo el genoma que, junto con 

variaciones genéticas en forma de duplicación de genes, combinación de exones y 

mutaciones simples, condujo a un periodo de grandes innovaciones, incluida la aparición 

de organismos (los primeros vertebrados agnatos sin mandíbula similares a las actuales 

pintarrojas y lampreas) con una versión simple del sistema de coagulación que incluía 

protrombina, factor tisular, fibrinógeno, FVII y X. La aparición del sistema de contacto y 

su integración en el sistema de coagulación de los vertebrados fue gradual, y se ha 

asociado a la transición del agua a la tierra de los vertebrados y a la aparición de los 

primeros anfibios hace unos 400-390 millones de años. El origen del eje 

megacariocito/plaqueta aún está por determinar, pero podría haber surgido con la 

aparición de los primeros mamíferos alrededor de hace unos 200-166 millones de años 

(el círculo rojo y el rombo negro representan los puntos de la evolución en los que se ha 

propuesto que se produjeron el primer y el segundo evento de duplicación del genoma 

completo). 

Figura 2. La matriz de fibrina autóloga (MFA) es un subproducto de los sistemas de 

defensa y reparación propios de la biología. Su obtención ex vivo implica la 

anticoagulación de la sangre y centrifugación moderada para la formación de fibrina 

mediante el restablecimiento de la producción de trombina. La fibrina aún en estado 

líquido en transición a gel es inyectado en el tejido dañado y funciona como un 

entramado dinámico de líquido a gel que transporta factores de crecimiento derivados 

del plasma y las plaquetas, como TGF-β1, PDGF, VEGF, HGF, FXII o IGF-1, como 

mediadores biológicos para la reparación tisular. La biodegradación gradual de la matriz 

de fibrina mediada por la serina proteasa plasmina liberará factores de crecimiento que 
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actúan como ligandos extracelulares al unirse a receptores transmembrana en la 

superficie de las células diana de los tejidos dañados, activando así vías intracelulares 

para inducir una amplia gama de especificaciones celulares durante la inflamación y el 

proceso de reparación: supervivencia celular, proliferación, migración, diferenciación, 

transdiferenciación, maduración y cambios en la síntesis de proteínas y el metabolismo. 

Estos productos biológicos se perfilan como un prometedor enfoque terapéutico con 

efectos antiálgicos, antiinflamatorios, tróficos, antifibróticos y angiogénicos en tejidos 

específicos. Se aplican en lesiones estéril-inflamatorias como la artrosis, tendinopatías, 

lesiones del cartílago, neuropatías periféricas, patologías del disco intervertebral, 

quemaduras y úlceras cutáneas, úlceras corneales y sequedad ocular, entre otras 

dolencias. 

Figura 3. Gráfico que muestra el rango de concentración de proteínas en relación con 

otras 439 proteínas secretadas a la sangre (eje x), así como la concentración en una 

escala absoluta (eje y) con varias proteínas plasmáticas seleccionadas (marcadas en el 

gráfico). (Tomada de 

https://www.proteinatlas.org/humanproteome/blood+protein/proteins+detected+by

+immunoassay). 

Figura 4. Diagramas de violín que muestran la distribución de las concentraciones 

plasmáticas de 22 grupos diferentes según su función proteica principal. (Tomada de 

https://www.proteinatlas.org/humanproteome/blood+protein/proteins+detected+by

+immunoassay). 
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1.1 Evolución del sistema de coagulación 

 

Todos los seres vivos, desde los organismos unicelulares hasta los complejos animales 

pluricelulares y multisistémicos, incluidos los vertebrados, poseen una variedad de 

barreras físicas y químicas, así como un vasto repertorio de respuestas fisiológicas para 

asegurar la integridad, la supervivencia y la homeostasis, procesos que a menudo se 

agrupan como sistema inmunitario o de defensa del huésped (1-3). Un tema persistente 

en la evolución de los animales ha sido la prevención tanto de la pérdida de líquidos como 

de la invasión de patógenos a consecuencia de la alteración de las barreras anatómicas, 

físicas y químicas inducida por un traumatismo o una infección (4, 5). Para hacer frente 

a estas dos emergencias vitales, los invertebrados han desarrollado un vasto repertorio 

de respuestas inmediatas y locales con funciones en la inflamación y la coagulación, que 

consisten en el sellado de heridas y la eliminación de patógenos, lo que resulta en la 

restauración de la homeostasis y la curación de heridas (4). En los invertebrados 

marinos, como los erizos de mar, los celomocitos se agregan tras sufrir una lesión o 

alrededor de sustancias extrañas para formar un coágulo celular mediado por la 

amasina, una proteína plasmática cuyos multímeros unen los celomocitos entre sí (6). 

Sin embargo, en otros invertebrados como los cangrejos herradura, los hemocitos en 

presencia de moléculas extrañas como el lipopolisacárido liberan los depósitos de 

proteínas intracelulares y factores antibacterianos (4, 6, 7). Los primeros contienen 

factores de coagulación incluyendo el coagulógeno que se transforma muy rápidamente 

en el gel coagulina, que es la base de la coagulación de la hemolinfa y la eliminación de 

patógenos y cuerpos extraños (4, 6, 7). Los mamíferos, en cambio, han acoplado la 

inflamación y la coagulación a través de componentes de defensa del huésped 

entrelazados y cooperativos entre sí, cuyos protagonistas son las células sanguíneas 
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circulantes (células polimorfonucleares, monocitos y plaquetas), las células tisulares 

estacionarias y migratorias (nociceptores, células endoteliales, macrófagos y 

fibroblastos) y los sistemas de la cascada inmunitaria innata intravascular originada en 

el plasma (sistemas de complemento, de activación de la coagulación y de fibrinolísis), 

en una respuesta agrupada denominada imunotrombosis (8-10). 

A pesar de la convergencia en función, sin embargo, las proteínas formadoras de 

immunocoágulos y los hemocitos de los invertebrados guardan pocas similitudes 

estructurales y filogenéticas con las proteínas hemostáticas y los trombocitos-plaquetas 

de la inmunotrombosis de los vertebrados (7, 11). Significativamente, la primera 

conversión catalizada por la trombina del fibrinógeno a la fibrina del sistema de 

coagulación de los vertebrados se ensambló a lo largo de una ventana de 50 a 100 

millones de años (11) en los primeros vertebrados marinos sin mandíbula similares a los 

actuales pintarrojas  y lampreas, que poseen protrombina, factor tisular, fibrinógeno, 

FVII y FX pero carecen de genes para el  FVIII y FIX y el sistema de contacto (12, 13). 

Estos animales marinos surgieron al inicio del período cámbrico (11, 12) hace 

aproximadamente 540 millones (Figura 1).  
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Figura 1. Una visión general de algunos de los principales eventos biológicos y ambientales en 

la evolución del sistema de coagulación de los vertebrados. La radiación cámbrica estuvo 

precedida por una duplicación de todo el genoma que, junto con variaciones genéticas en forma 

de duplicación de genes, combinación de exones y mutaciones simples, condujo a un periodo de 

grandes innovaciones, incluida la aparición de organismos (los primeros vertebrados agnatos 

sin mandíbula similares a las actuales pintarrojas y lampreas) con una versión simple del sistema 

de coagulación que incluía protrombina, factor tisular, fibrinógeno, FVII y X. La aparición del 

sistema de contacto y su integración en el sistema de coagulación de los vertebrados fue gradual, 

y se ha asociado a la transición del agua a la tierra de los vertebrados y a la aparición de los 

primeros anfibios hace unos 400-390 millones de años. El origen del eje megacariocito/plaqueta  

aún está por determinar, pero podría haber surgido con la aparición de los primeros mamíferos 

alrededor de hace unos 200-166 millones de años (el círculo rojo y el rombo negro representan 

los puntos de la evolución en los que se ha propuesto que se produjeron el primer y el segundo 

evento de duplicación del genoma completo). 

 

 

Sin embargo, la radiación cámbrica, precedida por el evento de duplicación del genoma 

completo (14, 15) también fue testigo de la aparición de otras innovaciones fisiológicas, 

incluyendo un verdadero endotelio, un sistema circulatorio cerrado y cada vez más 

presurizado, la diversificación de las células sanguíneas y el sistema inmunitario 

adaptativo (15-18) (figura 1). Este significativo evento genómico, junto con la 

duplicación de genes, la combinación de exones, y la simple mutación de genes 

preexistentes, podrían haber proporcionado a los organismos marinos multicelulares las 

variaciones genéticas que condujeron a la expansión de los principales factores de 

transcripción y de las proteínas multidominio , ambas moléculas clave para la radiación 

de los organismos multicelulares en el período Cámbrico, incluyendo la materialización 

de la primera versión del sistema de coagulación en los  vertebrados (18-20). Estos 

mecanismos genéticos dotaron a las proteínas mosaico de los sistemas del complemento, 

la coagulación, el contacto y la fibrinólisis, con algunas partes similares, mientras que 

otras son distintas, generando así afinidades intrínsecas especialmente útiles para crear 

módulos y redes moleculares cooperativos (21-23).   
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El precursor de la protrombina se separó de las serinas proteasas preexistentes ya en los 

deuterostomos hace 710-780 millones de años (genes Bf/C2 y MASP, C1r y C1s), que 

junto con el C3 ya operaban como un sistema de complemento primordial (21, 24, 25). 

Estas serina proteasas, a su vez, habían derivado de los dominios de serina proteasas 

similares a la quimotripsina con la tripsina como genes de origen (21, 25) por 

duplicación de genes, combinación aleatoria de exones y mutaciones simples que llevó a 

la sustitución de aminoácidos (11), de forma similar al origen de la trombina y otros 

factores de coagulación serina proteasas dependientes de la vitamina K (FVII, FIX, 

proteína C y FX) posteriormente (21-23). El otro sustrato esencial de los coágulos de los 

vertebrados, el fibrinógeno, no está presente en los invertebrados, pero moléculas que 

contienen algunos dominios de fibrinógeno se encuentran en los animales, desde las 

esponjas hasta los mamíferos, con funciones en el desarrollo embrionario, la 

aglutinación, el reconocimiento de patógenos, la lisis bacteriana, la defensa contra 

parásitos y la aloinmunidad (autoreconocimiento) (22, 26, 27). 

Desde el Cámbrico y durante el Devónico, y coincidiendo con la puesta en marcha de las 

innovaciones fisiológicas antes mencionadas y que dieron lugar a la diversidad de 

vertebrados marinos multisistémicos, la versión más simple del sistema de coagulación 

evolucionó hacia la compleja maquinaria de coagulación de los mamíferos conservando, 

añadiendo e integrando otras serina proteasas en varias etapas (11). Este es el caso del 

sistema de activación de contacto/calicreína (CAS) de los humanos, que inicialmente 

evolucionó en los vertebrados marinos como un sistema inflamatorio de formación de 

quininógeno-quinina independientemente de los eventos de formación de fibrina, para 

finalmente converger con la coagulación asociado a la aparición de los tetrápodos en la 

transición agua-tierra en torno a 400-390 millones de años (11, 12) (Figura 1). El 

componente central del CAS humano, el gen FXII (f12), surgió antes de la aparición de las 

lampreas a través de la duplicación del segmento cromosómico que contiene el gen 
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activador pro-HGF (factor activador del factor de crecimiento hepatocítico, HGFAC) ya 

presente en los peces cartilaginosos (tiburones, por ejemplo) (12, 28). 

Otro nivel de complejidad del sistema de coagulación de los mamíferos fue la aparición 

del eje megacariocitos/plaquetas (M/Pa). La comparación de los sistemas hemostáticos 

de los mamíferos más antiguos que se reproducen por huevos no muestra diferencias 

notables con el M/Pa de los euterios (mamíferos placentarios) (7), un hecho que sugiere 

que la aparición del M/Pa podría haber ocurrido alrededor de 166 millones de años 

(figura 1). Sin embargo, la serie de acontecimientos genéticos y ecológicos que dieron 

lugar al M/Pa sigue siendo un rompecabezas, al igual que la característica poliploide de 

los megacariocitos (7). Es probable que fuerzas selectivas hayan impulsado la selección 

del eje  M/Pa debido a la generación de trombos arteriales resistentes que optimizan la 

hemostasia en las condiciones de alta presión y alto flujo del sistema arterial de los 

mamíferos, la compartimentación y la inhibición de la replicación y diseminación de 

patógenos mediante la detección de patógenos por los receptores tipo Toll (TLR) 2 y 4, y 

la posterior liberación de trombocidinas y kinocidinas microbicidas (29, 30). También se 

ha sugerido que el eje M/Pa podría haber favorecido la implantación del embrión así 

como  haber evitado una hemorragia masiva en el momento del parto, eventos clave en 

la reproducción de mamíferos con placenta invasiva (31). 

 

1.2 Roles del sistema de coagulación en la reparación de los tejidos 

 

Pero vayamos a la historia reciente del plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) y 

cómo surgió. La historia reciente del plasma rico en factores de crecimiento comenzó a 

principios del siglo XX con el uso de la fibrina y sus derivados como agentes hemostáticos 

en cirugía (32). Más tarde, Young y Medawar describieron el uso de fibrina-fibrina en la 

sutura de nervios periféricos en animales (33). Fue en 1944 cuando Cronkite describió 

por primera vez el uso de fibrinógeno y trombina como sellado biológico en los 
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trasplantes de piel (34). Sin embargo, los preparados utilizados hasta entonces carecían 

de la resistencia necesaria y no eran muy estables en el tiempo. Ya en los años setenta, 

Matras y sus colegas continuaron con el desarrollo de selladores de fibrina, 

concretamente intentando aumentar las propiedades adhesivas y curativas de la fibrina 

mediante la concentración de fibrinógeno por métodos químicos y de crioprecipitación 

(35). Una desventaja de estos métodos era que presentaban un riesgo de transmisión de 

enfermedades y la posibilidad de generar reacciones alérgicas debido al uso de trombina 

bovina.  Mencionar que Knighton y col. publicaron en 1986, un trabajo de curación de 

heridas crónicas, trasladando a la terapia humana un método de utilización de plaquetas 

para curación de córnea en conejos (36, 37). Su procedimiento de obtención de plaquetas 

sin embargo se consideraría hoy toxico en humanos ya que las plaquetas eran lavadas 

con una solución tampón y su posterior mezcla con otro tipo de solución, para finalmente 

ser activadas con trombina bovina. Más recientemente, Tayapongsak et al. utilizaron 

clínicamente la fibrina autóloga como adyuvante en la cirugía maxilofacial (38). Estos 

primeros conceptos de combinar las propiedades de dos productos, los selladores de 

fibrina y los factores de crecimiento plaquetario, condujeron al desarrollo de las 

tecnologías de AFM. Siguiendo estos principios, Marx (39) desarrolló en 1998 un método 

para producir plasma rico en plaquetas (PRP) a partir de un separador de gradiente de 

densidad y lo aplicó con éxito en la cirugía maxilofacial, aunque el gran inconveniente de 

esta técnica era la gran cantidad de sangre del paciente (400-450 mL) que se requería. 

Resumiendo, podríamos indicar que los métodos desarrollados con anterioridad eran 

diferentes al método diseñado por Anitua (40) por distintos motivos: utilizaban 

volúmenes entorno a medio litro de sangre (450ml.), mediante centrifugaciones dobles 

y a velocidades elevadas (3000-5600rpm), largas y muy variadas que conducían a la 

activación plaquetaria en el propio procedimiento de obtención del plasma. Los 

productos terapéuticos obtenidos eran fibrinógeno o un producto rojo con las tres líneas 

celulares de la sangre: glóbulos rojos, leucocitos y plaquetas y para su aplicación 
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terapéutica se requería de un activador que era la trombina bovina (es decir, un producto 

de origen animal), asociada al cloruro cálcico. 

  

En este escenario de los productos terapéuticos derivados de la sangre humana y sus 

métodos de obtención, Anitua (40) publica su trabajo para obtener el plasma rico en 

factores de crecimiento (PRGF) autólogo, partiendo de pequeños volúmenes de sangre 

(aproximadamente 40 mL) libres de eritrocitos y leucocitos y activándolo con cloruro 

cálcico en lugar de utilizar trombina bovina (40). Tras el desarrollo inicial en el campo 

de la cirugía oral y maxilofacial, los PRP se han utilizado en diversas especialidades 

médicas, como la traumatología, la cirugía ortopédica y medicina del deporte, 

dermatología, oftalmología, medicina reproductiva, regeneración nerviosa, cirugía 

general y cicatrización de heridas, entre otros (41) (figura 2).  
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Figura 2. La matriz de fibrina autóloga (MFA) es un subproducto de los sistemas de defensa y reparación 

propios de la biología. Su obtención ex vivo implica la anticoagulación de la sangre y centrifugación 

moderada para la formación de fibrina mediante el restablecimiento de la producción de trombina. La fibrina 

aún en estado líquido en transición a gel es inyectado en el tejido dañado y funciona como un entramado 

dinámico de líquido a gel que transporta factores de crecimiento derivados del plasma y las plaquetas, como 

TGF-β1, PDGF, VEGF, HGF, FXII o IGF-1, como mediadores biológicos para la reparación tisular. La 

biodegradación gradual de la matriz de fibrina mediada por la serina proteasa plasmina liberará factores de 

crecimiento que actúan como ligandos extracelulares al unirse a receptores transmembrana en la superficie 

de las células diana de los tejidos dañados, activando así vías intracelulares para inducir una amplia gama 

de especificaciones celulares durante la inflamación y el proceso de reparación: supervivencia celular, 

proliferación, migración, diferenciación, transdiferenciación, maduración y cambios en la síntesis de 

proteínas y el metabolismo. Estos productos biológicos se perfilan como un prometedor enfoque terapéutico 

con efectos antiálgicos, antiinflamatorios, tróficos, antifibróticos y angiogénicos en tejidos específicos. Se 

aplican en lesiones estéril-inflamatorias como la artrosis, tendinopatías, lesiones del cartílago, neuropatías 

periféricas, patologías del disco intervertebral, quemaduras y úlceras cutáneas, úlceras corneales y sequedad 

ocular, entre otras dolencias. 
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Las nuevas aplicaciones no clínicas incluyen el uso de PRP como suplemento del medio 

de cultivo para la expansión ex vivo de células madre (42) o como biotinta específica para 

el paciente para la ingeniería de tejidos (43). Por último, es probable que las plaquetas 

en el AFM tengan un papel cada vez más importante en el desarrollo de nuevos enfoques 

de administración de fármacos. Como hemos comentado hasta ahora, estos pequeños 

fragmentos acelulares derivados de los megacariocitos son actores clave no sólo en la 

hemostasia y la trombosis, sino también en múltiples funciones como la reparación 

tisular, la inflamación y la inmunidad. Su particular estructura vinculada a estas 

funciones permite explotar todo su potencial como herramienta en el desarrollo de 

nuevos enfoques de ingeniería biomédica. Las nanopartículas, los nanorecubrimientos y 

las nanofibras recientemente desarrollados pueden permitir la administración selectiva 

de proteínas terapéuticas para luchar contra el cáncer, ayudar en las lesiones vasculares, 

combatir las infecciones, o reparar tejidos (44-46). 

 

 

 

1.3 Uso de los PRPs en las células madre 

La terapia celular representa un enfoque alternativo y prometedor para reparar tejidos 

dañados en muchas aplicaciones clínicas en las que el uso de biomateriales puede no ser 

suficiente (47). Las células madre mesenquimales (MSC) son con frecuencia, aunque no 

siempre, la fuente celular primaria en medicina regenerativa. Son buenas candidatas 

debido a su gran capacidad de autorrenovación y de diferenciación multilinaje junto con 

fuertes propiedades inmunosupresoras (48, 49). Las MSC humanas pueden aislarse de 

varios tejidos, principalmente de la médula ósea, del tejido adiposo y de la sangre del 

cordón umbilical. Sin embargo, su baja prevalencia las hace insuficientes para 

aplicaciones clínicas sin una expansión ex vivo previa (50). 
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En la actualidad, el suero bovino fetal (SBF), también denominado suero fetal de ternera 

es el suplemento de cultivo celular más utilizado tanto en el campo de la investigación 

como en el clínico (51). Sin embargo, el uso de productos xenogénicos conlleva muchos 

problemas de seguridad y normativos. El SBF es un suplemento mal definido con una 

gran variabilidad entre lotes. Su uso conlleva un riesgo de transmisión zoonótica de 

contaminantes, como virus o priones, y posibles reacciones inmunológicas adversas 

debidas a componentes xenogénicos. Además, la obtención de sangre animal implica 

ciertas cuestiones éticas y de bienestar (50, 52). Todas estas cuestiones exigen la 

búsqueda de alternativas adecuadas para desarrollar nuevos suplementos de cultivo 

para su aplicación clínica siguiendo las Buenas Prácticas de Fabricación (GMP). 

Anualmente se utilizan en todo el mundo más de 2 millones de fetos bovinos para 

producir aproximadamente 800.000 L de SBF para investigación biológica, ensayos 

clínicos y producción farmacéutica. Sin embargo, a la vez que existe una demanda 

creciente coexiste una oferta restringida debido al cambio climático y a la reducción de 

las reservas ganaderas. En consecuencia, los costos de la obtención de SBF se han 

incrementado significativamente (más del 300% desde el 2016) (51). En este 

desfavorable contexto, el PRP se ha convertido en una alternativa prometedora al SBF 

para la expansión celular, reduciendo tanto el riesgo de xenoinmunización y transmisión 

zoonótica, como el coste de su adquisición (53). El plasma rico en plaquetas proporciona 

una herramienta interesante para estimular a las células y desencadenar cambios que 

activan varios procesos fisiológicos que finalmente dan lugar a la reparación tisular (54, 

55). De hecho, las plaquetas contribuyen a ello mediante la liberación de biomoléculas 

fisiológicamente equilibradas que pueden orquestar el comportamiento celular en 

términos de crecimiento, reclutamiento, diferenciación y morfogénesis. Estas 

biomoléculas proceden de los gránulos plaquetarios (gránulos alfa, delta y lambda) y del 

plasma (56). Las plaquetas interactúan con las células liberando factores de crecimiento 

al unirse a sus receptores en la superficie celular. Por ejemplo, el factor de crecimiento 
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derivado de plaquetas (PDGF) interactúa con células mesenquimales (como fibroblastos, 

osteoblastos y adipocitos) que expresan receptores de tipo α y β (57). Estos receptores 

participan en la transducción del estímulo proliferativo y los receptores de tipo β 

participan en la transducción de la quimiotaxis (58). Otro mediador importante de la 

comunicación celular es el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), que 

participa en todos los procesos fisiológicos (59). La mayoría de las células expresan 

receptores para este factor de crecimiento que induce a las células madre 

mesenquimales a proliferar y diferenciarse (60). Se trata de un factor angiogénico, sin 

embargo, tiene un efecto inhibidor sobre la formación de osteoclastos y la proliferación 

de células epiteliales (61). El factor de crecimiento epidérmico (EGF) induce el 

reclutamiento y la proliferación de células epiteliales y fibroblastos. Desempeña un papel 

importante en la síntesis del tejido de granulación. Por ejemplo, un elevado número de 

receptores de EGF son expresados por precondrocitos, fibroblastos y preosteoblastos 

(62). La fibronectina interactúa con las células, así como con los componentes de la 

matriz extracelular para favorecer la proliferación y la migración celular con el fin de 

sustituir el coágulo sanguíneo por la matriz provisional (63). El factor de crecimiento 

fibroblástico básico (b-FGF) es un factor mitogénico y angiogénico que orquesta la 

proliferación de células madre mesenquimales (64, 65). El factor de crecimiento similar 

a la insulina-1 (IGF-1) es pro-angiogénico e induce la proliferación de preosteoblastos y 

la formación de matriz extracelular por los osteoblastos (66-68). Influye en la 

proliferación y diferenciación de las células madre mesenquimales durante la generación 

de cartílago, tejido adiposo, músculos y neuronas (69, 70). La angiopoyetina-2 y el factor 

de crecimiento endotelial vascular (VEGF) trabajan juntos para promover la 

angiogénesis (71). Curiosamente, las plaquetas liberan, por ejemplo, el factor plaquetario 

4 (PF4) que inhibe la angiogénesis probablemente para modular la misma (61). El VEGF 

es un factor mitogénico y estimula la diferenciación de distintas células (como 

fibroblastos, células epiteliales y células renales) (72). Los nucleótidos liberados por las 
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plaquetas (ATP y ADP) activan a otras plaquetas y participan en todas las fases de la 

cicatrización tisular. Esto último se ve respaldado por la expresión de receptores P2 

(unen nucleótidos extracelulares) en casi todos los tipos celulares (73). Las plaquetas 

almacenan el 95% del neurotransmisor serotonina presente en la sangre. Es un factor 

mitogénico (por ejemplo, en células similares a los hepatocitos y los osteoblastos) que 

participa en la remodelación tisular (74-77). Además, las plaquetas liberan biomoléculas 

(trombocidinas, PF4, Quimiocina de regulación por activación expresada y secretada por 

los linfocitos T (RANTES), proteína básica plaquetaria y timosina beta 4) que median en 

su potencial antimicrobiano (78, 79). Otras moléculas, como la interleuquina 4 (IL-4), el 

factor de crecimiento hepatocitario (HGF) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), 

podrían regular la inflamación mediante la inhibición de la activación del factor de 

transcripción kappa-B (NF-кB) y la expresión de la ciclooxigenasa 2 (COX2) y del 

receptor de quimiocinas C-X-C tipo 4 (CXCR4) (80). 

Por otro lado, durante los procesos de activación y apoptosis, las plaquetas liberan 

vesículas extracelulares (VE). La Sociedad Internacional de Vesículas Extracelulares 

(ISEV) define los exosomas como las vesículas extracelulares más pequeñas, unidas por 

una bicapa lipídica y sin núcleo funcional, liberadas a través de un proceso endocítico 

(81). Las VE constituyen una población heterogénea de vesículas de membrana formada 

por exosomas (30-150 nm), microvesículas (100-1000 nm) y cuerpos apoptóticos (100-

5000 nm). Estas vesículas transportan importantes moléculas bioactivas, como 

proteínas, lípidos y ADN mitocondrial, así como microARN, ARN no codificante largo y 

ARN mensajero. Estas vesículas pueden ser absorbidas por otras células, lo que 

introduce otro nivel de complejidad en términos de señalización intercelular (82). Cada 

tipo de VE tiene características únicas y su composición representa al tipo de célula de 

origen y su estado fisiológico. Este "marcador de origen" es responsable de su función y 

les concede propiedades organotrópicas que les confieren especificidad de acción (83, 

84). Dado que los exosomas pueden penetrar en tejidos inaccesibles para las plaquetas, 
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como las articulaciones, la linfa y la médula ósea, la diseminación de componentes 

plaquetarios en tejidos y órganos más allá de la sangre puede ser una de sus funciones 

más importantes. Así, se ha descubierto que los exosomas plaquetarios participan en 

diversos procesos biológicos y patológicos importantes, como la coagulación, la 

angiogénesis, la inflamación, la inmunorregulación y la progresión tumoral (85). 

Por todo ello, se han propuesto derivados de sangre humana como sustitutos de los 

suplementos xenogénicos (42, 53). De hecho, en los últimos años, el uso de plasma rico 

en plaquetas (PRP) ha experimentado un gran desarrollo en muchas aplicaciones del 

campo de la medicina regenerativa (54, 61, 86, 87). Su justificación radica en el papel 

fisiológico de las plaquetas, que, tras su activación, liberan factores de crecimiento y 

otras moléculas bioactivas, promoviendo así el proceso de cicatrización de heridas (86-

92). 

Sin embargo, el uso de PRP plantea varias cuestiones que deben abordarse para crear 

una estandarización en el complejo y cambiante uso del PRP. Estas cuestiones están 

relacionadas con la definición del plasma rico en plaquetas en términos de concentración 

de plaquetas, contenido leucocitario, tipo de formulación (activada o no activada), el tipo 

de activador cuando sea necesario (iones de calcio, trombina o métodos físicos) y los 

métodos de preparación, incluido el tipo y la concentración de anticoagulante y no menos 

importante los protocolos de aplicación. Para responder a esta pregunta, es necesario 

describir la preparación del PRP, de modo que pueda realizarse un análisis comparativo. 

Es necesario implementar la transparencia mediante el uso de un sistema de clasificación 

o algoritmo que describa las formulaciones de PRP. Una necesidad similar, pero en el 

ámbito clínico, ha motivado la sugerencia de varios sistemas para la clasificación y 

estandarización de los diferentes PRPs (93-97). Ítems como las características del 

donante de sangre, el dispositivo médico para la extracción de sangre, las características 

de la sangre, el procesamiento de la sangre para la preparación del PRP, la definición del 
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PRP, el sello distintivo del PRP, el procedimiento de activación del PRP cuando proceda, 

la nomenclatura de la formulación del PRP, el contenido de biomoléculas clave, el origen 

del PRP en relación con las células, la dosis del PRP y la inactivación microbiana cuando 

proceda, permitirían el análisis comparativo y la reproducción del PRP por otros 

investigadores. 

El plasma rico en plaquetas se utiliza en diferentes formas (sobrenadantes derivados del 

PRP y PRP no activado) y a diferentes concentraciones. No se dispone de estudios 

comparativos para evaluar la concentración óptima de plaquetas del PRP para el cultivo 

de células madre. Sin embargo, existe un consenso entre todos los estudios en cuanto a 

la preparación de un PRP reducido en leucocitos. La proliferación celular es la prueba 

que se ha utilizado ampliamente para determinar la concentración más adecuada de PRP 

en el medio de cultivo. Así, la dosis óptima de PRP oscila entre el 0,5% y el 20%, siendo 

el 10% de PRP la más utilizada. En cuanto a la activación plaquetaria, los tres métodos 

más comunes incluyen el uso de cloruro cálcico, trombina y procedimiento de 

congelación. Sin embargo, no existen estudios comparativos que recomienden un 

método de activación óptimo. Los anticoagulantes se utilizan habitualmente para 

prevenir la coagulación de la sangre, ya sea neutralizando la trombina (heparina e 

hirudina) o quelando los iones de calcio (oxalato, EDTA y citrato) (98, 99). El calcio 

quelante ofrece las ventajas de recuperar la coagulación añadiendo posteriormente un 

exceso de iones de calcio. Es importante prestar atención al tipo y la concentración del 

anticoagulante para no alterar el tamaño, la morfología, el recuento y la actividad de las 

células sanguíneas (100, 101). Es más, se han descrito cambios en la diferenciación 

celular y la mitogénesis al alterar la concentración del anticoagulante (102, 103). El 

citrato sódico es el anticoagulante más utilizado en los artículos revisados, asociándose 

a una mayor recuperación plaquetaria y a la estabilidad genética de las células 

estromales mesenquimales (102). El uso de pool y su tamaño son parámetros 

importantes para reducir la variabilidad del lisado plaquetario humano en lo que 
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respecta a la concentración de factores de crecimiento y a la divergencia entre lotes 

(104). Sin embargo, el riesgo potencial de transmisión de enfermedades puede aumentar 

a medida que se incrementa el tamaño del pool (105). 

En el contexto de la terapia celular, la identidad (estructura/composición molecular, 

propiedades biológicas, fisicoquímicas o inmunológicas) es un requisito para demostrar 

la singularidad de la materia prima (106). Sin embargo, esto se complica en el caso del 

plasma rico en plaquetas, ya que no existe consenso sobre la concentración óptima de 

plaquetas y, por tanto, sobre la concentración de biomoléculas. No obstante, todos los 

estudios incluidos en esta revisión utilizaron PRP reducido en leucocitos. Para el uso 

rutinario, se necesitan medios químicamente definidos para el cultivo estandarizado de 

MSC según las directrices de las GMP (107). Se necesitan más estudios comparativos bajo 

un proceso de fabricación conforme a las GMP utilizando PRP para definir los criterios 

de composición que deben cumplirse. Otra posibilidad es la realización de pruebas de 

rendimiento en relación con la contaminación, las proteínas totales, el pH y la 

osmolaridad (106). Desde el punto de vista de las buenas prácticas de fabricación (GMP), 

el PRP debe estar libre de riesgo de contaminación, no ser inmunogénico, no ser 

oncogénico, ser eficaz para aumentar la tasa de proliferación celular y ser eficaz para 

conservar sin modificaciones el fenotipo de las MSC y su capacidad de diferenciación 

(106). 

El uso de PRP ha demostrado ser eficaz para aumentar, o al menos no disminuir, la tasa 

de proliferación celular, mantener sin modificar el fenotipo de las MSC (excepto en el 

caso de las células madre ectomesenquimales procedentes de dientes humanos 

exfoliados en pases altos), preservar su estabilidad genética y respaldar su capacidad de 

diferenciación. Por lo tanto, el uso de PRP leucodeplecionados es factible como 

alternativa a los sueros xenogénicos para el cultivo de células madre. Sin embargo, faltan 

descripciones completas de la preparación, caracterización y composición del PRP. 
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Además, es necesario establecer estudios comparativos entre diferentes composiciones 

de PRP para determinar parámetros de control de calidad y directrices que sean 

aceptadas universalmente. Todas estas limitaciones dificultan la obtención de 

recomendaciones sobre las características del PRP para el cultivo de células primarias 

en relación con las terapias celulares y en última instancia consenso sobre su efecto 

biológico. 

 

1.4 Limitaciones del estado actual del PRGF 

 

La tecnología del PRGF se está utilizando actualmente para el tratamiento de diversas 

patologías de diferentes áreas de la medicina como la odontología e implantología oral, 

ortopedia, medicina del deporte y dermatología, entre otros, para promover la curación 

de heridas y la regeneración de tejidos. La aplicación de las diferentes formulaciones que 

se obtienen mediante la tecnología del PRGF en dichas áreas médicas es directa por parte 

del especialista en la zona a tratar del paciente. Dicho tratamiento puede ser ambulatorio 

o quirúrgico dependiendo de la patología a tratar. Sin embargo, en el caso del tratamiento 

de patologías oftálmicas, la mayoría de los trastornos de la superficie ocular son 

enfermedades crónicas que deben tratarse durante mucho tiempo para lograr resultados 

satisfactorios. Asimismo, es el propio paciente quien diariamente tiene que aplicarse el 

tratamiento ya que es necesaria su aplicación en forma de colirio entre 2 y 8 veces al día. 

Por lo tanto, las terapias utilizadas para el manejo de estas enfermedades deben 

mantener su funcionalidad y estabilidad durante varios meses para ser utilizadas 

diariamente a lo largo de este tiempo.  

Bajo el concepto "de usted y para usted", diversos grupos científicos han desarrollado 

protocolos y tecnologías para utilizar la propia sangre del paciente, y en especial el 

plasma y las proteínas derivadas de las plaquetas, para favorecer la reparación y 

regeneración de los tejidos. No obstante, este planteamiento no es totalmente nuevo. De 
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hecho, la sangre se mencionó en el primer documento médico conocido (el papiro Ebert) 

hace más de 3.000 años. En las últimas décadas, el uso de colirios de suero autólogo (SA) 

se ha extendido al tratamiento de diversas patologías de la superficie ocular. Los 

resultados obtenidos hasta la fecha son alentadores (108, 109), pero varios problemas 

relevantes limitan la extensión y versatilidad de este enfoque. Por ejemplo, no hay 

consenso sobre el protocolo y la dosificación de una preparación de colirio de suero 

autólogo (110); los colirios de suero contienen productos de la degranulación 

leucocitaria, incluidos agentes proinflamatorios como las metaloproteinasas y las 

hidrolasas ácidas, los cuales pueden desencadenar efectos destructivos en los tejidos 

(111). Además, hay pocos estudios que muestren la estabilidad biológica del suero 

autólogo relacionados con su conservación y almacenamiento. Recientemente, se han 

descrito las plaquetas como fuente principal de factores de crecimiento autólogos, 

muchos de los cuales son claves en el proceso de regeneración tisular (112). Al 

concentrar las plaquetas en el plasma humano y promoviendo la liberación de todos 

factores de crecimiento, es posible obtener entre otras formulaciones un sobrenadante 

rico en cientos de proteínas y factores de crecimiento implicados en la regeneración de 

la superficie ocular, como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y 

factor de crecimiento nervioso (NGF) son secretados por los gránulos alfa de las 

plaquetas (113). La tecnología del plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) es un 

enfoque estandarizado y optimizado que tiene por objeto la preparación y uso de varias 

formulaciones de y para un único paciente. La tecnología del PRGF está basada en el uso 

de un volumen limitado de plasma enriquecido en plaquetas, que se obtiene del paciente. 

Una vez activado el concentrado de plaquetas, se forma un andamio de fibrina 

tridimensional y biocompatible, y una miríada de factores de crecimiento y proteínas con 

un alto potencial terapéutico como  PDGF, EGF, FGF, factor de crecimiento transformante 

beta (TGF-β), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento 
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similar a la insulina-1 (IGF-1), factor de crecimiento hepatocitario (HGF), fibronectina, y 

trombospondina se liberan progresivamente obteniéndose finalmente un sobrenadante 

o colirio (114, 115).  El colirio de PRGF es un hemoderivado autólogo obtenido mediante 

un sistema cerrado que incluye la activación plaquetaria, evitando leucocitos y moléculas 

proinflamatorias y con un mayor contenido en factores de crecimiento que el suero 

autólogo. Otras características importantes del colirio de PRGF en la regeneración tisular 

radican en su actividad bacteriostática/bactericida, su potencial antifibrótico y 

antiinflamatorio (116, 117). Diversos estudios in vitro han puesto de manifiesto los 

efectos beneficiosos de los colirios de PRGF sobre las células primarias de la superficie 

ocular humana, acelerando el cierre de la herida corneal y aumentando la proliferación 

y migración de las células epiteliales corneales en comparación con el SA (118, 119). Un 

estudio in vivo demostró que los colirios de PRGF reducían el tiempo de reepitelización 

en comparación con un plasma rico en plaquetas sin activación plaquetaria y en 

comparación con SA (119). Un estudio in vitro posterior demostró que los colirios de 

PRGF son capaces de ejercer un efecto antiinflamatorio mayor que el SA sobre los 

fibroblastos de la superficie ocular tratados con IL-1β y TNFα proinflamatorios (117). 

Asimismo, un estudio reciente demostró que los colirios de PRGF eran capaces de reducir 

significativamente el número de miofibroblastos inducidos por el factor de crecimiento 

transformante (TGF)-β1 en comparación con el SA, lo que sugiere que el PRGF puede 

promover la regeneración de heridas corneales, reduciendo la formación de cicatrices 

(120). Para intentar dilucidar las vías por las que el colirio de PRGF ejerce su potencial 

antifibrótico en comparación con el SA, se realizó un estudio proteómico en queratocitos 

corneales diferenciados a miofibroblastos, que posteriormente fueron tratados con 

PRGF o SA (121). Este estudio muestra que el colirio de PRGF redujo la activación de 

varias proteínas implicadas en las vías por las que el TGF-β1 ejerce su acción para inducir 

la formación de fibras de α-actina en queratocitos del estroma corneal humano, 

induciendo su transformación en miofibroblastos. Por otro lado, es importante 
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mencionar que todos los estudios descritos anteriormente se llevaron a cabo con colirios 

de SA diluidos al 20%, ya que suelen utilizarse en la práctica clínica con el fin de reducir 

la concentración de TGF-β1 para evitar su efecto potencialmente nocivo (110, 122). Sin 

embargo, recientes grupos y estudios abogan por el uso de SA al 100%, aumentando la 

concentración de otros factores beneficiosos implicados en la cicatrización de heridas 

oculares como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o la fibronectina para conseguir 

mejores resultados clínicos  (123, 124).  

Además de los diversos ensayos preclínicos realizados con el colirio de PRGF, éste ha 

sido ampliamente utilizado para el tratamiento de patologías de la superficie ocular 

como defectos epiteliales corneales, ojo seco derivado de diferentes etiopatologías, 

queratitis neurotrófica y enfermedad de injerto contra huésped, entre otras, obteniendo 

resultados clínicos alentadores (125). Para garantizar la conservación de las 

propiedades biológicas del colirio de PRGF durante el periodo de tratamiento, se indica 

a los pacientes que guarden los envases del colirio de PRGF en uso a 4 °C o a temperatura 

ambiente, mientras que el resto de los dispensadores oftálmicos deben almacenarse a -

20 °C hasta que se necesiten. Diversos trabajos han demostrado que el colirio de PRGF 

puede almacenarse hasta 6 meses sin que se reduzca la concentración de las principales 

proteínas y factores de crecimiento implicados en la regeneración de la superficie ocular 

(115, 126). Además, en un estudio preclínico llevado a cabo con células de la superficie 

ocular se demostró que el colirio de PRGF puede conservar su composición y su actividad 

biológica tras ser conservado tanto a 4°C como a temperatura ambiente durante 3 días 

(126). 

Algunos trastornos oculares necesitan un periodo de tratamiento corto, de días a unas 

pocas semanas, para lograr una restauración completa del tejido dañado de la superficie 

ocular. Sin embargo, los síntomas de la patología crónica subyacente pueden aparecer en 

unos meses, por lo que es necesario aplicar una nueva terapia. Por otro lado, en algunos 

países como Alemania, las autoridades competentes pueden exigir la cuarentena de los 
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preparados de colirio hasta que los resultados de las pruebas de contaminación 

bacteriana estén disponibles, lo que podría llevar de 1 a 2 semanas  (110). Además, 

algunos trastornos oculares son unilaterales, que afectan sólo a un ojo, en cuyo caso, el 

colirio de PRGF en uso puede durar más de los 3 días de tratamiento establecidos 

actualmente para su estabilidad a corto plazo almacenados a temperatura ambiente o a 

4 °C. A este respecto, parece muy interesante evaluar si un almacenamiento a largo plazo 

a -20 °C podría reducir la eficacia del tratamiento de colirio de PRGF e investigar cuánto 

tiempo permanece estable dicho colirio almacenado a diferentes condiciones. 

Por otro lado, aunque habitualmente se utilizan colirios autólogos para el tratamiento de 

trastornos oculares, algunos pacientes no son aptos para ser donantes debido a 

enfermedades inflamatorias sistémicas, a la edad y a otros tipos de trastornos o 

comorbilidades. La posibilidad de disponer de un producto alogénico derivado de la 

sangre podría ser una alternativa interesante para tratar varias enfermedades de la 

superficie ocular en este tipo de pacientes (127). 

En ambos casos, tanto productos autólogos como alogénicos, la liofilización de colirios 

podría presentarse como una excelente alternativa para conseguir una mayor vida útil 

de estos productos, evitando la dependencia de la cadena de frío. El proceso de 

liofilización suele modificar las estructuras de las proteínas debido a la baja temperatura 

y a la mayor concentración de solutos debida al procedimiento de congelación (128).  

Asimismo, se suelen añadir al producto algunos excipientes, como la trehalosa, para 

proteger las proteínas del estrés que se genera durante el procesamiento y el 

almacenamiento. La eficacia de la trehalosa está relacionada con su capacidad de 

reemplazar algunas moléculas de agua, impidiendo la deshidratación incontrolada y 

promover la estabilización de las proteínas (129). Sin embargo, un estudio reciente 

demostró que los colirios de PRGF se pueden liofilizar manteniendo sus propiedades 

biológicas incluso sin el uso de lioprotectores, como la trehalosa (130), cuyo papel en la 

protección de la superficie ocular está bien demostrado (131). 
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HIPÓTESIS 

 

La tecnología autóloga PRGF ofrece diferentes formulaciones (coágulo, membrana, 

líquido inyectable) que se adaptan a las diferentes necesidades clínicas. Estas 

formulaciones están globalmente compuestas por la fibrina y por otro lado por 

biomoléculas y minerales presentes en el plasma y las plaquetas. Además, la tecnología 

PRGF puede usarse como alternativa al suero bovino fetal en el cultivo de células madre 

y como un colirio oftalmológico al separar la fibrina de los demás componentes con el 

objetivo de favorecer su almacenamiento y uso de forma repetida sin necesidad de volver 

a realizar extracciones de sangre. 
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1. Enmarcar los aspectos universales de la reparación tisular como un subproducto 

de los mecanismos subyacentes al sistema de coagulación y defensa y al plasma 

rico en factores de crecimiento. Lo haremos vinculando una perspectiva 

evolutiva y otra clínico-terapéutica, con énfasis en el sistema de coagulación, las 

plaquetas y la hemostasia. 

2. Recopilar las evidencias actuales sobre el uso del PRP como alternativa a los 

productos xenogénicos, basados en sueros animales, y como suplemento de 

cultivo celular destinado a terapias celulares, con el fin de establecer criterios 

sobre las características óptimas del PRP para dicha aplicación. 

3. Caracterizar y cuantificar la composición proteica del colirio obtenido mediante 

la tecnología del PRGF en comparación con el suero autólogo (SA). Así como 

determinar la expresión proteica de los queratocitos corneales tratados con 

PRGF o SA y analizar las vías de señalización que se encuentren desreguladas. 

4. Analizar la estabilidad de los colirios de PRGF almacenados a -20 °C durante 9 y 

12 meses, y a 4°C y a temperatura ambiente durante 3 y 7 días evaluando tanto 

su contenido en proteínas y factores de crecimiento, como su potencial biológico 

en células de la superficie ocular. 

5. Analizar las condiciones óptimas de almacenamiento del colirio de PRGF 

liofilizado para preservar la composición y la actividad biológica tras su 

almacenamiento durante 3 meses a temperatura ambiente o a +4°C. 

 

6. Analizar el efecto de la liofilización del colirio del PRGF en su composición 

proteica y efecto biológico mediante estudios de proteómica. 
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3.1. ARTÍCULO I 

 

Padilla S, Nurden AT, Prado R, Nurden P, Anitua E. Healing through the lens of 

immunothrombosis: Biology-inspired, evolution-tailored, and human-engineered 
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Impact Index: 15.30.  JCR Science Edition: 2020. 

Category: Engineering, Biomedical  

Position in the category: 4 de 98 (Q1). 

 

RESUMEN 

La evolución, desde los invertebrados hasta los mamíferos, ha dado forma a la 

inmunocoagulación como respuesta de defensa y reparación contra los traumatismos y 

las infecciones. Este mosaico de mecanismos inmediatos y localizados de eliminación de 

patógenos y reparación de heridas tiene como resultado la supervivencia, restauración 

de la homeostasis y la reconstitución de los tejidos. En los mamíferos, la 

inmunotrombosis se ha complementado con el sistema neuroendocrino, las plaquetas y 

el sistema de contacto, entre otros componentes, añadiendo capas de complejidad 

mediante la interconexión de cascadas proteolíticas sanguíneas, células sanguíneas y el 

sistema neuroendocrino. De este modo, la inmunotrombosis dota a los seres humanos 

de ventajas de supervivencia, pero conlleva vulnerabilidades en el mundo moderno con 

cambios drásticos sin precedentes y cada vez más desafiante. La inmunotrombosis y la 

reparación tisular parecen ir de la mano, con mecanismos comunes que median en 

ambos procesos, lo cual queda de manifiesto por los recientes avances que están 

descifrando los mecanismos del proceso de reparación y de las vías bioquímicas que 

sustentan la coagulación, la hemostasia y la trombosis. Esta revisión pretende 
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contextualizar tanto los aspectos universales de la reparación tisular como el uso 

terapéutico de la matriz de fibrina autóloga como enfoque de la biología como estrategia 

terapéutica en el contexto de los cambios evolutivos de la coagulación y la hemostasia. 

Además, intentaremos aportar algo de luz sobre los mecanismos moleculares que 

subyacen al uso de la matriz de fibrina autóloga como terapia biomimética inspirada en 

la biología, adaptada por la evolución y diseñada por el ser humano.  
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ISSN: 1422-0067. 
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Position in the category: 69 de 297 (Q1). 

 

RESUMEN 

Se ha producido una oleada de interés científico por el uso de plasma humano rico en 

plaquetas (PRP) como sustituto de los sueros xenogénicos en las terapias celulares. Sin 

embargo, es necesario crear una estandarización en este campo. Esta revisión 

sistemática se basa en búsquedas bibliográficas en las bases de datos PubMed y Web of 

Science hasta junio de 2021. Cuarenta y un estudios completaron los criterios de 

selección. La composición del PRP se informó completamente en menos del 30% de los 

estudios. El PRP se ha utilizado como sobrenadante derivado del PRP o como PRP no 

activado. Se pudieron identificar dos rangos para la concentración de plaquetas, el 

primero entre 0,14 × 106 y 0,80 × 106 plaquetas/µL y el segundo entre 1,086 × 106 y 10 

× 106 plaquetas/µL. Varios estudios han combinado el PRP con un tamaño de grupo que 

varía entre cuatro y nueve donantes. La dosis óptima de PRP o sobrenadante de PRP es 

del 10%. El PRP o los sobrenadantes derivados del PRP tienen un efecto positivo sobre 

el número y el tamaño de las colonias de MSC, la proliferación celular, la diferenciación 

celular y la estabilidad genética. Se ha demostrado que el uso de PRP empobrecido en 

leucocitos es una alternativa factible a los sueros xenogénicos. Sin embargo, es necesario 

mejorar la descripción de la metodología de preparación del PRP, así como su 
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composición. Se han identificado y presentado varios argumentos con el fin de crear 

directrices para futuras investigaciones. 
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RESUMEN 

En las últimas tres décadas, ha habido un interés especial en el desarrollo de fármacos 

que imitan las características de las lágrimas naturales para su uso en el tratamiento de 

varios trastornos de la superficie ocular. 

En este sentido, la composición del plasma sanguíneo es muy similar a la de las lágrimas. 

Por lo tanto, se han desarrollado diferentes productos derivados de la sangre como el 

suero autólogo (AS) y el plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) para el 

tratamiento de diversas patologías oculares. Sin embargo, se han realizado escasos 

estudios para analizar las diferencias entre ambos tipos de productos derivados de la 

sangre. En el presente estudio se extrajo sangre de tres donantes sanos y se procesó para 

obtener colirios de AS y PRGF. Posteriormente, los queratocitos del estroma corneal 

humano (HK) se trataron con PRGF o con AS sin diluir. El análisis proteómico se llevó a 

cabo para analizar y caracterizar los perfiles proteicos diferenciales entre el PRGF y el 

AS, y las proteínas expresadas diferencialmente en las células HK tras el tratamiento con 

PRGF y AS. Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que el AS sin diluir 

induce la activación de diferentes vías relacionadas con una respuesta inflamatoria, 

angiogénica, de estrés oxidativo y de cicatrización en las células HK respecto al PRGF. 
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Estos resultados sugieren que el PRGF podría ser una mejor alternativa que el AS para el 

tratamiento de la superficie ocular. 
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3.4. ARTÍCULO IV 

 

Anitua E, de la Fuente M, Muruzábal F, Merayo-Lloves J. Stability of freeze-dried 

plasma rich in growth factors eye drops stored for 3 months at different 

temperature conditions. Eur J Ophthalmol. 2021 Mar;31(2):354-360.  

ISSN: 1120-6721. 

Impact Index: 2.671.  JCR Science Edition: 2020. 

Category: Ophthamology 

Position in the category: 31 de 62 (Q2). 

  

RESUMEN 

El objetivo de este estudio fue analizar el contenido biológico y la actividad de los colirios 

de plasma liofilizado rico en factores de crecimiento tras su almacenamiento a 4°C y a 

temperatura ambiente durante 3 meses con respecto a las muestras frescas (tiempo 0).  

El plasma rico en factores de crecimiento se obtuvo tras la centrifugación de la sangre de 

tres donantes sanos. Tras la preparación del colirio del plasma rico en factores de 

crecimiento (PRGF) se liofilizaron las muestras solas o en combinación con un 

lioprotector (trehalosa), y luego se almacenaron durante 3 meses a temperatura 

ambiente o a 4°C. Se analizaron varios factores de crecimiento en cada tiempo y 

condición de almacenamiento. Además, se evaluó el potencial proliferativo y migratorio 

de los colirios liofilizados ricos en factores de crecimiento conservados durante 3 meses 

a diferentes condiciones de temperatura en queratocitos humanos primarios. 

Los diferentes factores de crecimiento analizados mantuvieron sus niveles en cada 

tiempo y condición de almacenamiento. Los colirios de plasma liofilizado rico en factores 

de crecimiento almacenados a temperatura ambiente o a 4°C durante 3 meses no 

mostraron diferencias significativas en la actividad proliferativa de los queratocitos en 

comparación con las muestras frescas. Sin embargo, se ha mejorado significativamente 
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la migración de estas células tras el tratamiento con colirio de plasma liofilizado rico en 

factores de crecimiento conservado durante 3 meses en comparación con los obtenidos 

a tiempo 0. No se observaron diferencias significativas entre el colirio de plasma 

liofilizado rico en factores de crecimiento mezclado o no con lioprotector. 

El colirio de plasma liofilizado rico en factores de crecimiento conserva los principales 

factores de crecimiento y su actividad biológica tras su almacenamiento a temperatura 

ambiente o a 4°C durante al menos 3 meses. El colirio de plasma liofilizado rico en 

factores de crecimiento conserva sus características biológicas incluso sin el uso de 

lioprotectores durante al menos 3 meses. 
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112.  

ISSN: 0277-3740 

Impact Index: 2.65   JCR Science Edition: 2021 
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Position in the category: 32 de 62 (Q3) 

 

El objetivo de este estudio fue analizar si los colirios ricos en factores de crecimiento 

(PRGF) conservan su actividad y sus propiedades biológicas tras su almacenamiento 

durante 9 y 12 meses a -20°C, y a 4°C, y a temperatura ambiente (TA) durante 3 y 7 días 

en comparación con las muestras frescas (t0). 

Los colirios de PRGF se obtuvieron de 6 donantes sanos. A continuación, se almacenaron 

durante 9 y 12 meses a -20°C. En cada momento, se descongelaron diferentes muestras 

de colirio de PRGF y se mantuvieron a TA o a 4°C durante 3 y 7 días. Se analizaron el 

factor de crecimiento derivado de las plaquetas-AB, el factor de crecimiento epidérmico, 

el factor de crecimiento transformante-β1, el factor de crecimiento endotelial vascular, 

la angiopoyetina-1 y la trombospondina-1 en cada momento y temperatura de 

almacenamiento. Además, también se evaluaron el nivel de pH, la contaminación 

microbiana y el potencial proliferativo sobre los fibroblastos estromales humanos 

primarios de la córnea y los queratocitos humanos de cada colirio PRGF obtenido. 

Todos los niveles de los principales factores de crecimiento se conservaron en cada 

tiempo y condición de almacenamiento. No se observaron diferencias en la proliferación 

de queratocitos humanos tras el tratamiento con colirios de PRGF en ninguno de los 

tiempos o temperaturas estudiados. No se observó contaminación microbiana en 
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ninguno de los colirios de PRGF. Por último, los niveles de pH aumentaron 

significativamente tras 9 y 12 meses de almacenamiento a -20°C en comparación con t0. 

El colirio PRGF puede almacenarse hasta 12 meses sin que se reduzcan los principales 

factores de crecimiento y proteínas y sin que se produzca ninguna contaminación 

microbiana. Además, la actividad biológica del colirio PRGF se mantiene después de 

almacenarlas durante 3 y 7 días a 4°C o a temperatura ambiente. 
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El objetivo de este estudio fue analizar el efecto de la liofilización del colirio del plasma 

rico en factores de crecimiento (PRGF) en su composición proteómica y su efecto sobre 

cultivos celulares de queratocitos del estroma corneal humano (HK). 

Después de la extracción de sangre, se preparó el colirio PRGF de 3 donantes sanos. Parte 

del colirio fue liofilizada (PRGF lyo). A continuación, las células HK se trataron con ambas 

formulaciones. Se realizó un análisis proteómico para evaluar el perfil proteómico 

diferencial entre el PRGF y el PRGF lyo, y la expresión proteínica diferencial de las células 

HK tratadas con estas dos formulaciones. Los resultados mostraron que se han detectado 

280 proteínas, y sólo 8 de ellas alcanzaron diferencias significativas entre las dos 

formulaciones. Además, 101 de las 3213 proteínas detectadas en las células HK 

mostraron una desregulación estadísticamente significativa tras el tratamiento con 

PRGF o PRGF lyo. El análisis de ontología génica mostró que estas proteínas desreguladas 

estaban implicadas en 30 procesos funcionales. Sin embargo, el Ingenuity Pathway 

mostró que no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los procesos 

identificados. Por lo tanto, el presente estudio muestra que no se encontraron diferencias 
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significativas en el perfil proteómico o en la activación de vías de señalización en células 

HK entre PRGF y PRGF lyo 
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La función inmunoreparadora de la inmunotrombosis se basa en biomoléculas que 

incluyen la trombina, el fibrinógeno, los factores de crecimiento, las citocinas y las 

micropartículas que se originan principalmente en el plasma, las plaquetas activadas y 

los macrófagos residentes en el tejido, todos los cuales son inductores y facilitadores de 

la reparación tisular (30). En este sentido, la reparación tisular podría conceptualizarse 

como un subproducto de la inmunotrombosis. Varias proteínas multidominio 

intravasculares de los sistemas de coagulación y fibrinolítico, incluyendo la trombina, la 

fibrina(fibrinógeno), la plasmina(plasminógeno), el FXII y otras serinas proteasas 

filogenéticamente y estructuralmente relacionadas, como el activador del Factor de 

crecimiento hepatocitario (HGFA) y el HGF, están surgiendo como proteínas 

pleiotrópicas con funciones importantes en la reparación de heridas (132-142). Además, 

el contenido de los gránulos de las plaquetas que incluyen factores de crecimiento y 

citoquinas son necesarios para la reconstrucción del tejido después de la lesión (41, 143, 

144). De hecho, las proteínas del sistema de coagulación son proteínas con acción 

pleiotrópica con funciones que abarcan la coagulación, inflamación y la reparación de 

lesiones. Este es el caso de la trombina que, además de su papel central en la coagulación, 

su señalización es necesaria para la regeneración de las extremidades, del corazón y del 

cristalino en la salamandra. En la reparación de heridas, la trombina activa las plaquetas, 

la IL-1α, y las vías de señalización HGFA-HGF-MET, estas últimas también activadas por 

la precalicreína (PK) y FXII, funcionando como un vínculo entre la lesión y la reparación 

(137, 138, 145, 146). Además, la trombina de mamíferos a baja concentración induce 

actividades anti-inflamatorias, antiapoptóticas, y de factor de crecimiento (147). Así 

mismo, el fibrinógeno de los vertebrados ejecuta múltiples funciones a parte de la 

formación del coágulo, desde la modulación inmune como un reactivo agudo de defensa 

contra la proliferación y diseminación bacteriana mediante la generación de un biofilm 

en la interfase aire-líquido del coágulo (148). Además, la matriz de fibrina desempeña un 

papel crucial en la reconstrucción tisular como un molde-soporte biodegradable y 
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alberga células y moléculas de adhesión. Además, la matriz de fibrina actúa como un 

depósito de morfógenos y citoquinas las cuales se unen a los dominios de sulfato de 

heparina y una vez liberados operan como moléculas instructoras de la actividad celular 

(41). El FXII es otro ejemplo de proteína multifuncional con labores de reconocimiento 

de patrones y de factor de crecimiento en la inflamación, la coagulación y la reparación 

de heridas (135). Localmente, la activación del FXII en las heridas en presencia de 

partículas del suelo abundantes en silicatos acelera y refuerza la formación de fibrina y 

atrae y promueve la actividad de los neutrófilos y la formación de trampas extracelulares 

de neutrófilos (NETosis), contribuyendo a compartimentalizar y esterilizar rápidamente 

las heridas epiteliales (135, 136). Esta respuesta previene la propagación sistémica de 

elementos bióticos en los vertebrados terrestres superiores priorizándola sobre la 

rápida curación de las heridas, con funciones inflamatorias, neoangiogénicas y 

profibróticas (135, 136). Estas funciones mediadas por el FXII en las heridas epiteliales 

de la piel (y probablemente en el epitelio de los pulmones y el intestino) podrían haber 

ejercido una fuerte presión de selección, primero en los anfibios y luego en los reptiles y 

otros vertebrados terrestres, incluidos los mamíferos que viven en entornos fangosos y 

de estuarios abundantes en silicatos (136). Este no es el caso de algunos vertebrados que 

apenas tienen contacto con el suelo, como los cetáceos (ballenas, delfines), que perdieron 

el gen klkb1 y poseen un pseudogen f12 inactivo, o las aves, que perdieron el gen f12 

(149). Otras dos proteínas intravasculares, a saber, el HGFA y el HGF, podrían haber 

desempeñado funciones inmunotrombóticas y de reparación en la transición de los 

vertebrados del agua a la tierra, como ocurre en los mamíferos. El HGFA funciona como 

enlace molecular entre la lesión tisular y la reparación a través de la vía de señalización 

HGFA-HGF-MET, cuya activación es desencadenada por la trombina y las enzimas del 

sistema de contacto (PKa, FXII) (137, 138). La serina proteasa HGFA activa 

proteolíticamente el HGF, lo que da lugar a funciones pleiotrópicas mediadas por el HGF, 

desde la proliferación y diferenciación celular hasta actividades antifibróticas, 
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angiogénicas, anti-inflamatorias y regenerativas (41, 137, 138). Así mismo, el 

plasminógeno es otra proteína multidominio de circulación plasmática que junto con los 

moduladores de la vía de activación del plasminógeno presenta una diversidad de 

funciones biológicas además del papel básico y original de escindir la fibrina en 

diferentes fragmentos (fibrinilisis) (150, 151). Destacar que el eje plasminógeno-

plasmina promueve la fagocitosis del fragmento de fibrina y de los neutrófilos 

apoptóticos mediante la estimulación de los macrófagos y las células dendríticas, un paso 

clave para la eliminación completa de la fibrina, la polarización de los macrófagos y la 

resolución de la inflamación (152). Por último, las plaquetas activadas liberan proteínas 

biológicamente activas con funciones importantes en la angiogénesis, la fibrogénesis, la 

proliferación, la migración, la reprogramación celular, y la resolución de la inflamación, 

todos ellos procesos clave en la reparación y regeneración de tejidos (30, 143, 153). 

 

En las últimas cuatro décadas, se han ido desarrollando un número cada vez más elevado 

de productos derivados de la sangre para mejorar la regeneración tisular en diversas 

enfermedades de la superficie ocular. Son varios los protocolos y procesos que se han 

establecido para producir este tipo de hemoderivados, obteniéndose diferentes 

productos que contienen distintas composiciones proteicas, dando lugar como 

consecuencia a una gran variedad de resultados clínicos para el tratamiento de los 

mismos trastornos de la superficie ocular. El primer producto derivado de la sangre 

utilizado para el tratamiento de patologías de la superficie ocular fue el suero autólogo 

(SA) diluido al 20%. Sin embargo, cuando se descubrió que las plaquetas eran una de las 

fuentes más importantes de proteínas y factores de crecimiento con propiedades 

regenerativas, los productos derivados de la sangre enriquecidos en plaquetas fueron 

aumentando su popularidad en su uso para el tratamiento de patologías oculares debido 

a su mayor contenido en factores de crecimiento respecto al SA. 
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Aparte de esto, desde el principio se utilizó empíricamente el suero autólogo diluido al 

20% porque se observó que la concentración de varios factores de crecimiento con 

propiedades antiproliferativas y profibróticas como el TGF-β era 5 veces mayor en el SA 

que en las lágrimas. Desde entonces, los colirios de suero autólogo se prepararon 

diluidos al 20% para evitar el efecto potencialmente nocivo (110). Sin embargo, la 

dilución de SA puede reducir la concentración de varios factores beneficiosos que se ha 

demostrado que favorecen la proliferación y migración de las células epiteliales de la 

córnea (110). No obstante, en los últimos años, varios grupos y estudios han apoyado el 

uso de SA a concentraciones superiores (entre el 50-100%) para aumentar la 

concentración de factores de crecimiento con potencial regenerativo en contacto con el 

tejido dañado, demostrando buenos resultados tanto en términos de eficacia como de 

seguridad (108, 123, 154). 

En el presente trabajo se utilizaron conjuntos de muestras (PRGF y SA) procedentes de 

tres donantes con el fin de caracterizar los distintos productos derivados de la sangre 

(PRGF y SA sin diluir). Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el 

PRGF contiene concentraciones de plaquetas dos veces superiores a las plaquetas 

contenidas en la sangre periférica utilizada para obtener SA. Resultados similares se 

observaron en un estudio comparativo entre el PRGF y el SA en el que la concentración 

de plaquetas en las muestras de PRGF era casi el doble que la del SA (120). Además, en 

el presente trabajo, presentamos un análisis proteómico de los colirios derivados del 

PRGF en comparación con el SA sin diluir. 

Asimismo, se ha analizado la expresión proteómica comparativa entre queratocitos 

corneales (HK) tratados con PRGF o SA. Cuando se llevaron a cabo los análisis 

proteómicos de los diferentes productos derivados de la sangre, los resultados 

mostraron que sólo se identificaron 285 proteínas entre ambas formulaciones (PRGF y 

SA). De todas las proteínas identificadas entre ambas formulaciones derivadas de la 

sangre sólo se encontraron diferencias significativas entre el PRGF y el SA en 13 de ellas. 
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Sin embargo, estas diferencias no estaban relacionadas con la activación de ninguna vía 

biológica. Estos resultados sugieren que no habría diferencias entre el PRGF y el SA. Sin 

embargo, a pesar de la depleción de las proteínas más abundantes llevada a cabo en 

ambos hemoderivados previamente a su análisis proteico, el gran rango dinámico de 

concentraciones de proteínas en los productos derivados de la sangre, más de 10 órdenes 

de magnitud, podría enmascarar las proteínas con una concentración más baja en 

contraste con las proteínas de mayor abundancia (155, 156). 

 

 

 

Figura 3. Gráfico que muestra el rango de concentración de proteínas en relación con otras 439 proteínas 

secretadas a la sangre (eje x), así como la concentración en una escala absoluta (eje y) con varias proteínas 

plasmáticas seleccionadas (marcadas en el gráfico). (Tomada de 

https://www.proteinatlas.org/humanproteome/blood+protein/proteins+detected+by+immunoassay). 
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Figura 4. Diagramas de Violin que muestran la distribución de las concentraciones plasmáticas de 22 grupos 

diferentes según su función proteica principal. (Tomada de 

https://www.proteinatlas.org/humanproteome/blood+protein/proteins+detected+by+immunoassay). 

 

 

Por lo tanto, podría ser interesante realizar en un futuro próximo un análisis de las 

proteínas que se encuentran en menor abundancia en el plasma sanguíneo mediante 

otros métodos proteómicos para desentrañar las diferencias en la composición proteica 

de estos dos productos (PRGF y SA). 

Por el contrario, se encontraron 3236 proteínas expresadas diferencialmente cuando se 

analizó el proteoma de células HK tratadas con PRGF o SA, de las cuales 352 mostraron 

diferencias estadísticamente significativas. El análisis de los procesos en los que estas 

proteínas podrían estar involucradas se puede resumir en seis funciones biológicas 

principales: (A) Inflamación; (B) Angiogénesis; (C) Estrés oxidativo; (D) Vía del EGF; (E) 

Síntesis de proteínas, proliferación y motilidad celular; y (F) Señalización del 

citoesqueleto de actina. Todas estas funciones biológicas aumentaron significativamente 

en las células HK tratadas con SA en comparación con las tratadas con PRGF. Estos 

resultados sugieren una estrecha relación entre las células tratadas con SA y la activación 

de diferentes vías en las células HK relacionadas con una respuesta inflamatoria, que 

estaba relacionada principalmente con la señalización de la respuesta de fase aguda, la 

señalización MAPK estimulada por LPS, la señalización CCR3 en los eosinófilos, la 
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señalización de IL-6, la señalización de IL-15 y la señalización de CXCR4. Estos resultados 

se confirmaron con un análisis IPA, que demostró que varias proteínas, expresadas de 

forma diferencial y estadísticamente significativas en las células HK tratadas con SA, 

pueden estar asociadas con una activación celular por algunas citoquinas inflamatorias 

como el interferón gamma (IFN-γ), lo que conduce a una respuesta inmunitaria en las 

células HK. Todas estas vías asociadas a una respuesta inmunitaria en las células HK tras 

el tratamiento con SA podrían estar relacionadas con la presencia de citocinas 

inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-15, TNFα o IFN-γ en muestras de SA derivados de la 

presencia de macrófagos y leucocitos durante la preparación de este tipo de producto 

derivado de la sangre (157, 158). La etiopatología de varias enfermedades oculares tiene 

un componente inmunológico, o es secundaria a enfermedades inflamatorias sistémicas 

como el síndrome de Sjögren, la artritis reumatoide, la diabetes o la enfermedad injerto 

contra huésped entre otras (159-161). Por lo tanto, estas enfermedades oculares deben 

tratarse con una terapia con un bajo contenido en citoquinas inflamatorias, que permita 

regenerar el tejido dañado, ejerciendo al mismo tiempo un efecto antiinflamatorio. Un 

estudio reciente demostró que el PRGF ejerce un efecto antiinflamatorio superior al SA 

diluido al 20% en un modelo in vitro de fibroblastos de la superficie ocular tratados con 

citoquinas proinflamatorias como la IL-1β y TNFα (117). Los presentes resultados 

sugieren que el SA sin diluir podría inducir una mayor respuesta inflamatoria en las 

células HK que el colirio de PRGF. 

Además, los procesos inflamatorios en la córnea patológica pueden estimular la 

producción de factores angiogénicos por diferentes células de la superficie ocular como 

las células epiteliales o los queratocitos. Algunos de estos factores, como en el caso del 

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), se han identificado y aislado de la 

córnea (162). La córnea es un tejido avascular único, que le otorga las características de 

transparencia y regularidad esenciales para mantener la función óptica de los ojos. 

Muchos trastornos de la córnea, como infecciones, lesiones y reacciones autoinmunes, 

conducen a la angiogénesis corneal. La invasión de la córnea por los vasos induce su 

opacificación, reduciendo la visibilidad del paciente. Por lo tanto, es esencial reducir la 

posibilidad de inducir un efecto angiogénico por parte de los fármacos utilizados para 

tratar las patologías de la superficie ocular. El presente estudio muestra que el 

tratamiento con SA induce una mayor activación de proteínas relacionadas con las vías 

de señalización renina-angiotensina y ligando-receptor de la familia VEGF que el colirio 

de PRGF, lo que sugiere que el tratamiento con SA puede inducir una activación 

significativamente mayor de una respuesta angiogénica en las células HK que el colirio 

de PRGF. 
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Por otra parte, varios estudios han demostrado que la inflamación tiene una fuerte 

asociación con el estrés oxidativo (163). El estrés oxidativo se caracteriza por la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), como los aniones superóxido, el 

peróxido de hidrógeno y los radicales hidroxilo, que están relacionados con el daño 

celular induciendo la peroxidación lipídica de las membranas, cambios oxidativos en las 

proteínas y daño oxidativo en el ADN  (164). Un proceso inflamatorio podría inducir un 

aumento de los niveles de ROS debido a un mayor consumo de oxígeno o a una menor 

defensa antioxidante en el tejido afectado (165). Varios trastornos oculares, como la 

inflamación corneal, la enfermedad del ojo seco, el queratocono y la distrofia endotelial 

de Fuchs, están asociados al estrés oxidativo (166, 167). Se han propuesto varios 

tratamientos antioxidantes para reducir la reacción inflamatoria en varias enfermedades 

oculares tratando de inducir la curación del tejido ocular (166, 168, 169). Estudios 

recientes demostraron que el tratamiento con PRGF reducía los efectos citotóxicos 

inducidos en células epiteliales pigmentarias de la retina expuestas a un entorno de 

estrés oxidativo modulando las vías antioxidantes (170, 171). El presente estudio 

muestra que el tratamiento con SA sin diluir induce una activación de las vías del estrés 

oxidativo en las células HK similar a la inducción por la adición de peróxido de hidrógeno. 

Las proteínas relacionadas con el estrés oxidativo se expresaron de forma 

estadísticamente significativa en las células HK tratadas con SA en comparación con las 

tratadas con PRGF. 

Además, los presentes resultados revelaron que las proteínas que son más abundantes 

en las células tratadas con SA se agrupaban en un grupo adicional de vías canónicas 

relacionadas con la activación de la vía del EGF. El EGF, a través de su unión al receptor 

del EGF (EGF-R), estimula las células epiteliales y endoteliales de la córnea y acelera la 

regeneración de heridas epiteliales (172, 173). Además, el EGF promueve la motilidad 

celular a través de la fosforilación de su receptor, lo que conduce a una reorganización 

del citoesqueleto de actina (174). Sin embargo, en el caso de los queratocitos, el EGF 

induce la diferenciación celular a miofibroblastos a través de la estimulación de la vía de 

señalización del EGF-R (175). Los miofibroblastos son responsables de la contracción de 

la herida y la deposición y organización de la matriz extracelular durante la reparación 

de lesiones. Sin embargo, se ha descubierto que la presencia continuada de 

miofibroblastos tras la cicatrización de la herida es el principal episodio biológico 

responsable del desarrollo de tejido cicatricial (176). Por lo tanto, los presentes 

resultados sugieren que la activación de las vías del EGF en las células HK tras el 

tratamiento con SA puede promover la formación de tejido cicatricial que comprometa 

la transparencia corneal. 
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Además, las células tratadas con SA revelan una mayor asociación con procesos como la 

síntesis de proteínas, la proliferación y la motilidad celular, relacionados principalmente 

con la señalización mTOR (diana de rapamicina en células de mamífero ) y la señalización 

p70S6K (proteína cinasa S6 ribosomal beta 1). La p70S6K es una diana de la señalización 

mTOR y la mTOR es una proteína quinasa serina/treonina que afecta a muchas funciones 

celulares, como el crecimiento, la proliferación y el metabolismo celular (177). Además, 

en un estudio reciente de un modelo de quemadura alcalina de conejo, se demostró que 

la inhibición de la vía mTOR promovía la autofagia e inhibía la proliferación, invasión y 

migración de las células del estroma corneal, favoreciendo la cicatrización de las heridas 

corneales (178). Además, se ha demostrado que la señalización mTOR puede inducir 

cicatrices, neovascularización e inflamación en la córnea (179, 180). Otro estudio 

demostró que el TGF-β activaba la vía mTOR en los fibroblastos del estroma corneal y 

que la rapamicina (un inhibidor de mTOR) inhibía la proliferación de los fibroblastos del 

estroma corneal y moduló su transformación en miofibroblastos (181). Por lo tanto, la 

activación de la vía mTOR tras el tratamiento con SA sin diluir podría inducir una mayor 

fibrosis tisular que tras el tratamiento con colirio de PRGF. Del mismo modo, se ha 

demostrado una activación significativa de la vía asociada a la señalización del 

citoesqueleto de actina (GTPasas de la familia Rho y señalización RhoA) en células HK 

tratadas con SA sin diluir en comparación con el PRGF. Las GTPasas de la familia Rho 

controlan diversas vías de transducción de señales, una de cuyas funciones principales 

es controlar el citoesqueleto de actina. Entre los miembros de la familia Rho GTPasas se 

encuentran RhoA, -B y -C, Rac1 y -2 y Cdc42. RhoA regula la polimerización de actina, 

induciendo la formación de fibras de estrés y el ensamblaje del complejo de adhesión 

focal (182). Varios factores de crecimiento, como el TGF-β y el factor de crecimiento 

fibroblástico básico (FGF)-2, inducen la activación de las vías de señalización de Rho; sin 

embargo, el TGF-β parece ser el principal factor que activa estas vías y, por lo tanto, es el 

principal inductor de la diferenciación de queratocitos a miofibroblastos, lo que conduce 

a la expresión de α-SMA (183, 184). En el presente estudio, los resultados observados 

tras los análisis IPA mostraron que un gran número de proteínas expresadas 

diferencialmente y de manera estadísticamente significativa en las células HK tratadas 

con SA estaban relacionadas con la activación de la organización del citoesqueleto 

similar a la estimulación de las células HK por TGF-β1. Nuestros resultados coinciden con 

un estudio proteómico previo en células HK miodiferenciadas tras la incubación con 

TGF-β1 y el tratamiento con PRGF o 20% de SA (121). Este estudio mostró que el 

tratamiento con PRGF inactivaba o reducía la activación de varias proteínas implicadas 

en las vías por las que el TGF-β1 ejerce su acción para inducir la formación de fibras de 



Capítulo 4: DISCUSIÓN 

 

 150  

 

α-actina en las células HK, induciendo su transformación a miofibroblastos. Sin embargo, 

el tratamiento con SA no fue capaz de reducir la acción del TGF-β1 en las células HK 

miodiferenciadas. De acuerdo con esto, estudios previos también han demostrado que el 

PRGF ejerce un efecto antifibrótico al reducir la transformación de los fibroblastos 

estromales tratados con TGF-β1 en miofibroblastos (114), minimizando la formación de 

cicatrices y mejorando al mismo tiempo la regeneración del tejido corneal (185). 

Además, se ha demostrado que este efecto antifibrótico del PRGF es significativamente 

mayor que el del SA diluido al 20% en células HK diferenciadas a miofibroblastos por 

TGF-β1 (120). El mayor contenido de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) en las 

formulaciones de PRGF que en las de SA puede ser un posible mecanismo por el cual el 

PRGF induce una menor activación de las vías del citoesqueleto de actina. Algunos 

estudios han demostrado que el FGF-1 y -2 promueven el fenotipo fibroblástico y 

revierten el fenotipo miofibroblástico (186). 

El presente estudio sugiere que el SA sin diluir induce la activación de diferentes vías en 

las células HK relacionadas con una respuesta inflamatoria, angiogénica, de estrés 

oxidativo y de fibrosis en comparación con el PRGF. Así pues, el PRGF podría ser una 

alternativa mejor que el SA para el tratamiento de los trastornos de la superficie ocular. 

Sin embargo, los productos derivados de la sangre se componen de una gran variedad de 

proteínas y factores de crecimiento, por lo que serán necesarios más estudios para 

desentrañar las proteínas que se encuentran implicadas en los mecanismos que 

subyacen a las vías reguladas diferencialmente entre el PRGF y el SA. 

 

Por otro lado, en el presente trabajo también se ha evaluado la estabilidad del colirio de 

PRGF almacenado a -20 °C durante 9 y 12 meses y durante 3 y 7 días a RT o a 4 °C. Los 

resultados obtenidos en este estudio muestran que no se encontraron diferencias 

significativas (P > 0,05) en los niveles de diferentes factores de crecimiento y citoquinas 

implicados en la regeneración tisular de la superficie ocular, como TGF-b1, EGF, VEGF, 

PDGF-AB, TSP-1 y ANG-1 en las muestras de colirio de PRGF tras su almacenamiento 

tanto a 9 como a 12 meses a -20 °C. Además, los niveles de estas proteínas siguen siendo 

similares en comparación con los colirios de PRGF obtenidos a tiempo 0 (muestras 

frescas) de los distintos donantes. Dichos resultados también podrían simplificar la 

logística de los pacientes en función del procedimiento para el tratamiento de trastornos 

crónicos durante periodos prolongados. Por ejemplo, esto podría permitir a los pacientes 

iniciar de nuevo el tratamiento cuando reaparecieran los síntomas sin necesidad de 

nuevas extracciones de sangre y producción de colirios. 
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Algunos estudios de estabilidad de productos derivados de la sangre han demostrado 

que varios factores de crecimiento y proteínas analizados a diferentes temperaturas de 

almacenamiento durante un máximo de 24 horas vieron reducidos sus niveles de 

concentración tras el almacenamiento a temperatura ambiente o a 4 °C (187). En estos 

casos se indica específicamente a los pacientes que eviten guardar los dispensadores de 

colirio en el bolsillo o cerca de una fuente de calor y que desechen aquellos 

dispensadores que hayan permanecido sin refrigerar durante más de 2 o 3 horas. Sin 

embargo, en nuestro estudio no se observaron diferencias en la concentración de los 

principales niveles de proteínas entre los colirios de PRGF obtenidos a tiempo 0 

(muestras frescas) o almacenados a -20 °C durante 9 y 12 meses y los colirios 

almacenados a temperatura ambiente o 4 °C durante 3 y 7 días. Además, no se 

observaron diferencias significativas (P > 0,05) en la proliferación de fibroblastos del 

estroma corneal tras el tratamiento con el PRGF obtenido a tiempo 0 (muestras frescas) 

o almacenado hasta 9 y 12 meses a -20 °C y mantenido a 4 °C o temperatura ambiente 

durante 3 y 7 días. Estos últimos resultados deben destacarse porque mejoran 

significativamente la dosificación de los colirios autólogos, permitiendo el consumo de 

los colirios de PRGF en uso hasta 7 días sin depender de una cadena de frío. 

El pH de las películas lagrimales presenta valores similares a los fisiológicos (pH = 7,4). 

Asimismo, los colirios obtenidos a partir de productos derivados de la sangre también 

muestran valores de pH comparables a los de la película lagrimal (110, 188). Sin 

embargo, el ojo es capaz de tolerar valores de pH que oscilan entre 3,5 y 9 gracias a la 

capacidad amortiguadora de las lágrimas (189). En el presente trabajo, los niveles de pH 

aumentaron significativamente en los colirios de PRGF desde valores medios de 7,5 en 

las muestras frescas hasta valores aproximados de 8,8 en los colirios de PRGF 

almacenados a -20 °C durante 9 y 12 meses. A pesar de ello, estos resultados muestran 

que los niveles de pH se mantuvieron en valores inferiores a 9 durante todo el periodo 

de estudio; por lo tanto, los colirios de PRGF almacenados a -20 °C durante un máximo 

de 12 meses deberían ser perfectamente tolerados por los tejidos oculares. 

Para evitar el riesgo de toxicidad química, los colirios derivados de la sangre se utilizan 

habitualmente sin conservantes (190). Además, estudios recientes han demostrado las 

propiedades antimicrobianas naturales de los productos derivados de la sangre (116, 

191). Sin embargo, se debe tener especial cuidado para evitar la posible contaminación 

microbiana del dispensador de colirio relacionada con su uso a largo plazo (192, 193). 

En consecuencia, se recomienda mantener el dispensador de colirio en uso a 4 °C durante 

5 a 7 días (194). A pesar de esta recomendación, se ha llegado a encontrar contaminación 

microbiana hasta en el 25% de los dispensadores de colirio analizados (190, 195, 196). 
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En el estudio de estabilidad biológica del colirio de PRGF mostrado en la presente tesis, 

no se detectó contaminación microbiana en ninguno de los dispensadores que contenían 

colirio de PRGF de cada uno de los donantes examinados en cada punto temporal y en 

ninguna de las condiciones de temperatura evaluadas. Además, no se observó 

contaminación microbiana en los cultivos de fibroblastos del estroma corneal tratados 

con colirios de PRGF almacenados a diferentes tiempos y temperaturas. 

 

Como se ha mencionado anteriormente, en los últimos años, los productos de 

hemoderivados han sido ampliamente utilizados para el tratamiento de diferentes 

enfermedades de la superficie ocular como el ojo seco, los defectos epiteliales 

persistentes y las úlceras oculares (197-199). Los beneficios de este tipo de productos se 

atribuyen principalmente a su contenido en factores de crecimiento que intervienen en 

la regeneración de los tejidos de la superficie ocular como EGF, TGF-β1, VEGF o PDGF, 

cuyos niveles son similares a los observados en las lágrimas naturales (199-201). Es muy 

común que las enfermedades anteriormente mencionadas necesiten tratamientos a 

largo plazo, siendo necesario almacenar estos hemoderivados a bajas temperaturas para 

mantener sus características biológicas durante este periodo de aplicación (187). Sin 

embargo, el almacenamiento a largo plazo de productos derivados de la sangre y su 

aplicación durante el periodo de uso requiere la dependencia de una cadena de frío 

(almacenamiento a -20 °C para conservarlo durante un largo periodo de tiempo y a +4 

°C durante su uso) (115). En el último trabajo presentado en esta tesis, se ha demostrado 

que los colirios liofilizados de PRGF mantienen los niveles de diferentes factores de 

crecimiento implicados en la regeneración tisular de la superficie ocular, así como su 

actividad biológica tras su almacenamiento a temperatura ambiente o a 4 °C durante al 

menos 3 meses. 

La causa de un aumento significativo de la actividad migratoria de los queratocitos tras 

el tratamiento con colirios liofilizados de PRGF almacenados durante 3 meses en 

contraste con los colirios de PRGF obtenidos a tiempo 0 sigue siendo desconocida. Una 

posible explicación es que algunas proteínas o factores de crecimiento que podrían estar 

implicados en el control/inhibición de la migración celular podrían desnaturalizarse 

parcial o totalmente durante el periodo de almacenamiento. Aunque en estudios 

anteriores se observó un ligero aumento de la capacidad migratoria de las células de 

queratocitos corneales tras el tratamiento con colirios de PRGF almacenados a -20°C 

durante 3 meses (115), estos cambios no llegaron a ser significativos, por lo que serán 

necesarias nuevas investigaciones para evaluar los resultados obtenidos en este punto 

del estudio. 
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En los últimos años, se han realizado varios estudios para valorar la estabilidad de 

distintos productos hemoderivados liofilizados (202, 203). Aunque se observaron 

resultados notables en estos estudios, los productos liofilizados se almacenaron a 

temperaturas inferiores a 4 °C para su mantenimiento. En el estudio de estabilidad del 

colirio de PRGF liofilizado mostrado en la presente tesis, se ha demostrado que el colirio 

de PRGF liofilizado se puede almacenar a temperatura ambiente hasta 3 meses 

conservando sus propiedades biológicas similares a las de los colirios frescos de PRGF. 

Por lo tanto, es necesario destacar que, un beneficio importante del liofilizado del PRGF 

es su fácil almacenamiento, que permite mantener este producto a temperatura 

ambiente durante al menos 3 meses, evitando la dependencia de la cadena de frío. 

El proceso de liofilización podría alterar las estructuras de las proteínas debido al 

descenso de la temperatura y como consecuencia del aumento de la concentración de 

soluto durante el procedimiento de congelación (128). Las bajas temperaturas favorecen 

la desnaturalización de las proteínas al alterar las interacciones entre ellas de forma 

similar a la desnaturalización térmica (204, 205). Muchos productos liofilizados 

contienen crioprotectores o lioprotectores para evitar la desnaturalización de las 

proteínas durante el proceso de liofilización. Los protectores más comunes utilizados en 

formulaciones de proteínas liofilizadas son los disacáridos, como la sacarosa o la 

trehalosa, debido a su capacidad para sustituir las moléculas de agua favoreciendo la 

estabilización de las proteínas (129). Sin embargo, el uso de trehalosa podría causar 

resultados perjudiciales en la proliferación de fibroblastos de la superficie ocular, 

reduciendo así su capacidad regenerativa (206). En un trabajo reciente, nuestro grupo 

de investigación ha demostrado que los colirios liofilizados de PRGF sin la adición de 

lioprotectores mantienen los niveles de factores de crecimiento y la actividad biológica 

de forma similar a los colirios liofilizados de PRGF mezcladas con trehalosa al 2,5% o al 

5% (130). En el presente trabajo, se ha utilizado el PRGF combinado con trehalosa al 

2,5% para evaluar si el colirio liofilizado de PRGF sin lioprotectores conservan su 

potencial biológico de forma similar a los que se les ha adicionado lioprotectores durante 

3 meses de almacenamiento a 4 °C o temperatura ambiente. Los resultados obtenidos 

mostraron que el colirio de PRGF liofilizado sin trehalosa mantenía las concentraciones 

de los diferentes factores de crecimiento y su potencial biológico en niveles similares a 

los de las muestras de PRGF liofilizadas mezcladas con trehalosa. De esta manera, los 

colirios de PRGF liofilizados mantienen su origen endógeno evitando conservantes 

exógenos que pueden aumentar el riesgo de toxicidad química (190). Además, el proceso 

de liofilización permitiría el almacenamiento del colirio de PRGF, facilitando la 

accesibilidad de esta terapia a aquellos pacientes que necesiten varias aplicaciones 
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durante un largo período de tiempo debido a una enfermedad crónica o a aquellos que 

necesiten una aplicación alogénica debido a la dificultad o imposibilidad para obtener de 

estos pacientes con el fin de obtener productos derivados de la sangre que sean 

autólogos (207). La ausencia de efecto significativo de la liofilización del colirio del PRGF 

en su composición poética y efecto biológico es un argumento más que apoya esta 

formulación del PRGF. 

 

La relevancia clínica de los resultados presentados en esta tesis también radica en su 

posible extrapolación al campo de la terapia celular. Las células progenitoras 

mesenquimales se producen con baja frecuencia en los tejidos y deben propagarse ex 

vivo para lograr una dosis adecuada para su aplicación clínica. Como ya se ha mencionado 

anteriormente, el uso de PRP ha demostrado ser eficaz para aumentar, o al menos no 

disminuir, la tasa de proliferación celular, mantener sin modificar el fenotipo de las MSC, 

preservar su estabilidad genética y respaldar su capacidad de diferenciación. De este 

modo, el sobrenadante de PRGF puede ser utilizado no sólo como colirio convencional 

para el tratamiento de patologías oftalmológicas sino como alternativa a los suplementos 

xenogénicos para el cultivo de células madre.  Por lo tanto, las propiedades de estabilidad 

aquí descritas, así como la posibilidad de mantener el producto liofilizado facilitaría la 

logística, disminuyendo el número de extracciones por paciente, pero manteniendo 

suficientes lotes de suplemento con el mismo potencial biológico que permitiese el 

cultivo y diferenciación a largo plazo. 



Capítulo 5: CONCLUSIONES 

 

 155  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 5: CONCLUSIONES 

 

 

 



Capítulo 5: CONCLUSIONES 

 

 156  

 

 

1. A lo largo de millones de años, la inmunotrombosis de los mamíferos evolucionó 

de forma independiente a la de los invertebrados, desarrollando una compleja 

red de proteinas mosaico como parte de la coagulación sanguínea, junto con un 

sistema circulatorio cerrado, la especialización de las células sanguíneas, el 

endotelio y el sistema inmunitario adaptativo. Gracias a dicha evolución, se ha 

podido desarrollar en el presente la tecnología del PRGF, que funciona como una 

estrategia terapéutica al imitar el papel inmunoreparador de los factores de 

crecimiento y otras biomoléculas atrapadas en la red de fibrina. Esta terapia 

biomimética, versátil, inspirada en la biología, diseñada y seleccionada por la 

evolución y optimizada por el ser humano, está en su nacimiento y ofrece muchas 

esperanzas para el futuro. 

2. Los trabajos recopilados en la revisión sistemática demostraron que el uso de 

PRP leucodeplecionado es factible como alternativa a los sueros xenogénicos 

para el cultivo de células madre. Sin embargo, es necesario mejorar la descripción 

de la metodología de preparación del PRP, así como su composición. Además, es 

necesario establecer una prueba de potencia/rendimiento y estudios 

comparativos entre diferentes composiciones de PRP para determinar 

parámetros de control de calidad y directrices universalmente aceptadas. 

3. No se encontraron diferencias significativas en el contenido proteico entre el 

colirio de PRGF y suero autólogo (SA). Sin embargo, esto pudo deberse al gran 

rango dinámico de concentraciones de proteínas en estos tipos de derivados de 

la sangre, y a las limitaciones actuales en las técnicas de análisis proteómico de 

este tipo de muestras. 

4. El colirio de PRGF y el SA indujeron una respuesta significativamente diferente 

en los queratinocitos corneales. El SA sin diluir indujo la activación de diferentes 

vías de señalización en los queratocitos corneales en comparación con el PRGF. 
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Dichas vías están relacionadas con el incremento de la respuesta inflamatoria, 

angiogénica, de estrés oxidativo y de fibrosis. 

5. El colirio de PRGF pudo almacenarse hasta 12 meses a -20 ºC sin que se redujese 

la concentración de los principales factores de crecimiento y proteínas 

implicados en la regeneración de la superficie ocular y sin contaminación 

microbiana. Además, la actividad biológica del colirio de PRGF se mantuvo tras 

su almacenamiento durante 3 y 7 días a 4°C o a temperatura ambiente. 

6. El colirio de PRGF liofilizado sin lioprotectores conservó los principales factores 

de crecimiento y proteínas tras su almacenamiento durante al menos 3 meses a 

temperatura ambiente o 4 °C. Además, el colirio de PRGF liofilizado sin 

lioprotectores mantuvo su actividad biológica durante 3 meses almacenado a 4 

°C o a temperatura ambiente.  

7. La liofilización del colirio del PRGF no afecta negativamente su composición 

proteica ni efecto biológico en modelo de cultivo celular. 
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