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RESUMEN

En este trabajo, se ha abordado el estudio de la capacidad que tienen las células madre
mesenquimales de tejido adiposo humano (hAT-MSCs) para reparar la superficie ocular
en casos de fracaso de la misma por deficiencia de células madre limbicas. Para ello, se
han realizado ensayos in vitro, ex vivo e in vivo. En primer lugar, se ha estudiado la
capacidad que tienen estas células para diferenciarse in vitro a células con
caracteristicas similares a las epiteliales corneales. En segundo lugar, se ha estudiado Ia
dosis celular mas adecuada para su trasplante sobre la superficie ocular en un modelo
de dafio corneal por causticacién en ojo de cerdo ex vivo. Por ultimo, se han
desarrollado tres modelos animales de sindrome de insuficiencia limbica (SIL) en los
que se ha estudiado la tolerancia y la eficacia del trasplante de hAT-MSCs para

regenerar la superficie ocular dafiada (Figura 1).

Los resultados obtenidos mostraron que las hAT-MSCs pueden adquirir un fenotipo
similar al de las células epiteliales corneales cuando estas son cultivadas in vitro con

factores secretados por células epiteliales corneales diferenciadas.

Por otra parte, el modelo ex vivo de dafio corneal por causticacion resultd no ser idéneo
para el estudio de la dosis de hAT-MSCs mas adecuada para su trasplante sobre la

superficie ocular.

Se desarrollaron tres modelos diferentes de SIL en dos especies animales: un modelo de
SIL total en cerdo, un modelo de SIL parcial en conejo y un modelo de SIL total en
conejo. En el modelo de SIL porcino se producia una reaccién inflamatoria debida al
proceso quirurgico de sutura de la membrana amnidtica sobre la superficie ocular tan
intenso que este modelo hubo de descartarse para el posteror estudio de eficacia del
trasplante de hAT-MSCs. En el modelo de SIL parcial desarrollado en el conejo se
observod que las hAT-MSCs fueron bien toleradas tras su trasplante a la superficie ocular
pero el dano era demasiado limitado como para permitir ver un efecto terapéutico. Por
ultimo, en el modelo de SIL total desarrollado en conejo se comprobé que las hAT-MSCs

migraban hacia las zonas inflamadas de la superficie ocular, que frenaban el desarrollo
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de los signos clinicos claves, la neovascularizaciéon y la opacidad corneal, y que
disminuian dicha inflamacién. Asimismo, tras el trasplante de hAT-MSCs sobre la
superficie ocular dafiada se observd una recuperacion parcial de los fenotipos corneal y
limbar que se habian visto modificados en los modelos de SIL parcial y total

desarrollados en conejo.

ORGANIZACION

Este trabajo de tesis doctoral opta a la Mencién Internacional en el Titulo de Doctor.
Por esta razén, ha sido organizada y desarrollada bajo las directrices de la Comisién de
Doctorado de la Universidad de Valladolid, redactandose un resumen en inglés del
trabajo realizado, en el que se incluyen la justificacion del proyecto, los objetivos
propuestos, la metodologia, la descripcion de los resultados obtenidos y la discusion de

los mismos.

Parte de esta tesis doctoral fue desarrollada en el Instituto de Oftalmologia del
University College London (UCL), durante una estancia de 3 meses (desde el 10 de
septiembre hasta el 8 de diciembre de 2012) en el prestigioso grupo de investigacion
dirigido por la Prof. Julie T. Daniels. Durante dicha estancia, se realizé un estudio con el
gue poder identificar la dosis celular mds adecuada para realizar un trasplante de hAT-
MSCs sobre la superficie ocular. Para ello, se utilizé6 un modelo de dafio corneal por
causticacion en ojos de cerdo ex vivo que habia sido previamente desarrollado por este
grupo de investigacion. Este trabajo estuvo supervisado por la Dra. Julie T. Daniels y los

resultados obtenidos forman parte de esta tesis doctoral.
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Figura 1. Esquema de la organizacion de |

a memoria de la tesis doctoral.
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1. Concepto de superficie ocular

La superficie ocular es una unidad anatémica, histoldgica, fisiolégica y patoldgica
compuesta por la pelicula lagrimal, los epitelios que tapizan el globo ocular (el epitelio
de la conjuntiva bulbar y tarsal, el epitelio limbar y el epitelio corneal), la pelicula
lagrimal suprayacente y los tejidos conectivos subyacentes (Figura 2). Sus funciones
principales son la proteccién del globo ocular frente a agresiones externas y el
mantenimiento de la integridad, la humectacién y la transparencia corneal, lo cual
participa en la vision. Las glandulas lagrimales y las glandulas de Meibomio, junto con la
regulacion nerviosa, hormonal e inmunoldgica de las mismas, juegan también un papel
muy importante en el mantenimiento de la homeostasis de la superficie ocular (Unidad

Funcional Lagrimal).

Cornea

Limbo

Conjuntiva

Figura 2. La superficie ocular. Localizacién anatdmica de la conjuntiva, el limbo y la cérnea en la
superficie ocular.

1.1. La cérnea

La cérnea es un tejido transparente y altamente especializado responsable en parte de
la refraccién (constituyendo el 70% de la refraccién global), transmision y enfoque de la

luz en la retina. Se trata de un tejido sin irrigacion sanguinea ni linfatica, lo que le
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convierte en un tejido inmunoprivilegiado. Sus requerimientos fisiolégicos son
cubiertos por los fluidos que la rodean (el humor acuoso en su cara posterior y la
pelicula lagrimal en su cara anterior) y por el limbo y la conjuntiva adyacentes. Ademas,

. , . . . . 1
es el tejido con mayor numero de terminaciones nerviosas de todo el organismo.

Desde el punto de vista éptico, la cérnea es una lente convexo-cdncava (prolata). Su
espesor es de 500 um en la zona central, mientras que es de 650-700 um en la periferia.
Los didmetros de la cdérnea humana en su cara anterior son de 11,8 mm

horizontalmente y de 11,2 mm verticalmente.’

Histolégicamente, en un corte transversal, la cdrnea consta de 5 capas, de la mas
externa a la mas interna: epitelio, capa de Bowman, estroma, membrana de Descemet

y endotelio (Figura 3).

. B

»
- Epitelio -[

‘-o
nnnoononnnnnnik Membranabasal?‘ e oS S e
Capa de Bowman —a = -

— - - — -

— Estroma - = e

Membrana de : = - 3 -
]‘3 Descemet \ ot e
e e

> Endotelio < —

@ Células epiteliales ~_ Fibras de colageno
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e Fibroblastos (8 Células endoteliales

Figura 3. Estructura histologica de la cérnea. (A) Esquema de un corte transversal corneal en el
cual se representan las diferentes capas histoldgicas y los diferentes tipos celulares presentes en
ellas. (B) Corte histoldgico transversal de una cérnea humana tefiida con hematoxilina-eosina.
Imagen cedida por el laboratorio de Patologia Ocular del IOBA, 10X aumentos.
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El epitelio corneal

La cornea presenta un epitelio escamoso, estratificado y no queratinizado que esta
formado por entre 5 y 7 capas de células, aumentando el nimero de capas a medida
gue se aproxima al limbo corneoescleral. El espesor de este epitelio es de unos 50 um 'y
representa una fuerte barrera protectora frente al medio externo gracias a las
estrechas uniones intercelulares y a la rapida capacidad de cicatrizacién que presenta.’
Se pueden distinguir tres tipos de células dentro del epitelio corneal. Las dos primeras
capas de células superficiales son aplanadas y escamosas, las cuales se descaman
cuando han envejecido. En su superficie presentan microvellosidades, para anclar la
pelicula lagrimal a la superficie y poseen, ademas, un gran numero de uniones
intercelulares estrechas. Estas células se caracterizan por la expresién de los
marcadores de células epiteliales corneales diferenciadas citoqueratina 3 (CK3) vy
citoqueratina 12 (CK12).*® Las 3 capas de células siguientes se denominan células
aladas o intermedias, las cuales poseen un gran niumero de interdigitaciones entre ellas.
Por ultimo, existe una Unica capa basal de células columnares que descansan sobre la
membrana basal, a la que estdn firmemente unidas mediante hemidesmosomas.
Poseen gran cantidad de uniones intercelulares de tipo desmosoma, uniones estrechas
y uniones comunicantes. Estas células son mitéticamente activas y las células hijas se

desplazan hacia la zona de células intermedias.

Las células epiteliales corneales descansan sobre una membrana basal formada por
fibras de coldgeno IV (la cadena a3 especificamente), V, VII, XVII y XVIII, ademds de por
glicoproteinas y proteoglicanos encargados de mantener unidos los diferentes

.7
componentes de la membrana basal entre si.

La capa de Bowman

Esta capa es una estructura acelular y avascular, de 8 a 12 um de espesor, situada
debajo de la membrana basal del epitelio corneal. Estd compuesta principalmente por
fibras de colageno tipo | y tipo lll. Su funcién principal es actuar de barrera frente a

microorganismos y células tumorales debido a su alta resistencia a traumatismos.
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El estroma corneal

Esta capa constituye casi el 90% del espesor total de la cérnea. Estd compuesto
principalmente por fibras de colageno | y V, de tamafno uniforme y ordenadas en unas
200 ldminas (lamelas) paralelas a la superficie, cada una de ellas compuesta de
multiples fibrillas de coldgeno de didmetro uniformemente pequeiio y separadas unas
de otras por distancias uniformes, en las que se encuentran proteoglicanos del tipo
queratan sulfato y dermatan sulfato.’ EI componente celular principal del estroma
corneal son los queratocitos (fibroblastos modificados), responsables de la sintesis y el
mantenimiento de los proteoglicanos y el coldgeno. Ante una agresidén, estos
gueratocitos se activan, migran hacia el lugar de la lesidon y se transforman en
fibroblastos o miofibroblastos activos, los cuales contribuyen a la cicatrizacion

. . .z , . , 8
mediante proliferacion y sintesis de coldgeno.

La membrana de Descemet

La membrana de Descemet, de entre 8 y 12 um de espesor, es una membrana basal
producida por el endotelio. Esta compuesta principalmente por fibronectina y colageno

IV, lo que le confiere elasticidad y resistencia frente a la perforacidn.

El endotelio corneal

El endotelio corneal es una monocapa de células hexagonales que desempefia un papel
fundamental en el mantenimiento de la transparencia de la cérnea, ya que ejerce una
funcion barrera impidiendo el paso de fluidos al estroma, lo que causaria edema vy, por
lo tanto, opacidad corneal.’ Las células de esta monocapa presentan interdigitaciones
intercelulares que les permiten cubrir espacios tras la muerte de células vecinas, ya que
no poseen capacidad de renovacién celular. Por esta misma razon, las células tienden a
alargarse y aplanarse a lo largo de la vida del individuo, disminuyendo, por tanto, el
espesor de esta capa con la edad. Su parte posterior, que se encuentra en contacto
directo con el humor acuoso y presenta una superficie lisa, manteniendo asi unas

buenas condiciones épticas.

6



INTRODUCCION

1.2. El limbo esclerocorneal

El limbo se encuentra en la zona de transicion entre la cérnea (transparente) y la
esclera y conjuntiva (opacas) formando un anillo de 1-2 mm de ancho que rodea por
completo a la cérnea. Es en este limbo esclerocorneal donde residen las células madre
responsables de la regeneracién continua del epitelio corneal, necesaria para el
mantenimiento de una cdrnea transparente y sana. Estas células denominadas células
madre epiteliales limbares se encuentran en un nicho especializado donde
interaccionan componentes celulares y extracelulares para proporcionar un ambiente

10-12 . ,
Este nicho esta

adecuado para el mantenimiento de su fenotipo indiferenciado.
formado por unas estructuras en forma de crestas y valles denominadas empalizadas
de Vogt, las cuales aumentan las interacciones epitelio-estroma, favoreciendo la llegada
de nutrientes y factores de crecimiento desde el estroma al epitelio y, ademas, sirven

13,14 <
De las células presentes en la capa

de proteccion a las células madre (Figura 4).
epitelial basal de dichas estructuras, aproximadamente el 10% son células madre
epiteliales limbares.'* Ademds, el limbo actdia como barrera fisica entre la cérnea y la
conjuntiva, impidiendo que la conjuntiva vascularizada y translicida invada la cérnea y

disminuya la vision.
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Conjuntiva Limbo Cérnea B

r Epitelio
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—=X Células madre mesenquimales

Figura 4. Estructura histoldgica del limbo. (A) Esquema de un corte transversal del limbo, en el
cual se representan las diferentes capas histoldgicas y los diferentes tipos celulares presentes en
ellas. (B) Corte histoldgico transversal de un limbo humano tefiido con hematoxilina-eosina.
Imagen cedida por el laboratorio de Patologia Ocular del IOBA, 20X aumentos.

El epitelio limbar

El epitelio limbar estd compuesto aproximadamente por 10 capas de células epiteliales.
Las capas mas superficiales de este epitelio estan constituidas por células en estado de
diferenciacion avanzado. Las 6 capas siguientes estdan formadas por células amplificadas
transitorias, las cuales se encuentran en un estado intermedio de diferenciacion. En la
capa mas basal del epitelio se encuentran las células madre limbares responsables de Ia
regeneracion continua del epitelio corneal.”® Ademas, en el epitelio limbar se ha
descrito la presencia de otros tipos celulares como linfocitos T, células presentadoras
de antigenos (células de Langerhans) y melanocitos encargados de proteger a las

L, . . . . 16-1
células madre limbares de la radiacion ultravioleta.**™*®

La existencia de las células madre limbares en las denominadas empalizadas de Vogt del

10,11

limbo esclerocorneal fue demostrada en 1989, basandose en la hipétesis propuesta

previamente por Davanger y Evensen en 1971.7
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Las células madre limbares son células de pequeio tamano, presentan un ciclo celular
corto, poseen una alta capacidad proliferativa in vitro o in vivo en respuesta a un dafio,
no expresan marcadores propios de células diferenciadas y tienen capacidad de
autorrenovacién, es decir, tienen la capacidad de dividirse de forma asimétrica
generando dos células hijas, una de las cuales mantendra las caracteristicas de célula

madre (autorrenovacion) y la otra migrara para diferenciarse a epitelio corneal.

La hipdtesis de migracion X, Y, Z, emitida en 1983 por Richard Thoft antes de conocerse
la existencia de células madre en el limbo, define la forma de renovacidon constante del
epitelio corneal. Segun esta teoria, las células descamadas en la cérnea central (eje 2)
son reemplazadas por las células epiteliales basales (eje X).20 Estas células epiteliales
basales serian a su vez reemplazadas por células de la periferia que van migrando y
diferenciandose centripetamente (eje Y). Las células madre epiteliales limbares dan
lugar, por divisidon asimétrica, a las células amplificadas transitorias que van migrando
centripetamente y contindan diferencidandose a células postmitéticas hasta generar las

células escamosas superficiales del epitelio corneal (Figura 5).
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X: Proliferacion de células basales (epitelio limbar)
Y: Movimiento centripeto de las células limbares

Z: Pérdida celular de la superficie corneal

Figura 5. Renovacidn del epitelio corneal. Diferenciacién de las células madre limbares a células
amplificadas transitorias y migracidn centripeta de estas desde el limbo a las capas superficiales
de la cérnea para formar un epitelio corneal especializado. Imagen modificada de la original de
W. Li, Y. Hayashida, Y. Cheng, S. Tseng. Niche regulation of corneal epithelial stem cells at the
limbus. Cell Res. 2007;17:26-36.

Aunque no hay un uUnico marcador molecular que identifique las células madre
epiteliales limbares, se ha descrito la expresion por parte de estas células de una serie
de marcadores propios, como la proteina transportadora de ATP ABCG2, el factor de

transcripcion p63 v las citoqueratinas 14 (CK14) y 15 (CK15).%*

Las células epiteliales del limbo descansan sobre una membrana basal rica en fibras de
colageno tipo IV (cadenas al y a2), VII, XVI y XVII, glicoproteinas y proteoglicanos.’
Aunque el colageno IV esta presente también en la membrana basal de la cdrnea, su

. s . . 25-27
expresion es predominante en la membrana basal del limbo.

El estroma limbar

El estroma limbar es un tejido conectivo altamente inervado y vascularizado que esta

formado principalmente por fibras de colageno IV y VII secretadas por las propias

10
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células estromales. EI componente celular mayoritario son los fibroblastos, con
caracteristicas similares a los queratocitos corneales. Ademds, se ha descrito la
presencia de células madre mesenquimales, las cuales constituyen un 2% de las células
presentes en el estroma y se situan cerca de la membrana basal del epitelio limbar.?**
Se cree que estas células podrian ser las encargadas del reemplazo de los queratocitos
corneales y, ademas, se ha descrito su participacién en el mantenimiento del fenotipo

indiferenciado de las células madre epiteliales limbares.?**?

1.3. La conjuntiva

La conjuntiva es una membrana mucosa que tapiza los parpados y se extiende
recubriendo el globo ocular hasta el limbo. Se puede dividir en tres zonas: la conjuntiva
tarsal que esta firmemente anclada al tarso palpebral, la conjuntiva bulbar laxa que
reviste el globo ocular y la conjuntiva del férnix o fondo de saco que une ambas. Es un
tejido altamente vascularizado y con un rico sistema linfatico. Histoldgicamente, esta
compuesta por 2 capas claramente diferenciadas: la mds externa, un epitelio
estratificado no queratinizado y, la mas interna, un estroma laxo (Figura 6). Las
principales funciones de la conjuntiva son: 1) proteger la drbita y los parpados, 2)
suministrar el componente acuoso y mucinico de la ldgrima, 3) proporcionar un tejido

inmune a la superficie ocular y 4) facilitar los movimientos oculares.?

11
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Figura 6. Estructura histolégica de la conjuntiva. (A) Esquema de un corte transversal de la
conjuntiva, en el cual se representan las diferentes capas histoldgicas y los diferentes tipos
celulares presentes en ellas. (B) Corte histoldgico transversal de una conjuntiva humana tefida
con 4cido peryddico de Schiff (Periodic Acid-Schiff, PAS). Imagen cedida por el laboratorio de
Patologia Ocular del IOBA, 40X aumentos.

El epitelio conjuntival

El epitelio conjuntival es un epitelio secretor, escamoso, estratificado y no
gueratinizado. Esta formado por entre 2 y 5 capas de células epiteliales, siendo mayor
el nimero de capas en las zonas adyacentes al limbo esclerocorneal y al borde
palpebral. La capa celular mds externa cuenta con microvellosidades que participan en
el anclaje de la capa mucinica de la lagrima a la superficie ocular. Las células epiteliales
de la conjuntiva expresan los marcadores especificos de un epitelio estratificado no
queratinizado CK4, CK7 y CK13.% Entre las células epiteliales se encuentran las células
caliciformes, las cuales representan entre un 5-10% del total celular y son responsables
de la produccion de algunas de las mucinas de la lagrima, especialmente de la MUC5AC.
La conjuntiva bulbar inferonasal y la conjuntiva tarsal son las zonas mas ricas en células

caliciformes. En el epitelio conjuntival también existen melanocitos, células de
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Langerhans y linfocitos. Este epitelio se asienta sobre una membrana basal compuesta

. . . 34
principalmente por colageno IV.

El estroma conjuntival

El estroma de la conjuntiva es un tejido conectivo fibrovascular laxo que contiene gran
cantidad de vasos sanguineos y fibras nerviosas. EIl componente celular principal del
estroma conjuntival son los fibroblastos, aunque también aparecen células
inflamatorias como linfocitos, neutréfilos y células plasmaticas. El estroma de la
conjuntiva es mas delgado en el férnix, zona donde se encuentran las glandulas

. . 34
lagrimales accesorias de Krause.

2. Sindrome de insuficiencia limbica

El Sindrome de insuficiencia limbica (SIL) es una entidad clinica producida por la
disfuncion total o parcial de las células madre epiteliales limbares y/o de su nicho, que

. . . s . . 36,37
impide la regeneracién del epitelio corneal.™

2.1. Causas

Las causas del SIL se pueden clasificar como primarias (hereditarias) o secundarias

(adquiridas).*®*’

Las causas primarias son las de menor prevalencia y estdn relacionadas con
enfermedades genéticas que desembocan en un nicho limbar insuficiente. Algunas de
las enfermedades hereditarias que pueden desencadenar un SIL son aniridia congénita,
displasias ectodérmicas, queratitis asociada a deficiencias endocrinas y queratopatias

neurotroficas.

Las causas secundarias, que son las mas comunes, se deben a factores externos o
enfermedades inflamatorias que provocan dafos a nivel celular. Las causas mas

frecuentes son las quemaduras quimicas (causticaciones) y térmicas, las enfermedades
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inflamatorias de origen inmune (sindrome de Stevens-Johnson, penfigoide de las
membranas mucosas, queratoconjuntivitis atépica, etc.), las cirugias multiples que
comprometen la regién limbar, las secuelas de infecciones bacterianas severas y el uso

abusivo de lentes de contacto, entre otras.

El SIL puede ser unilateral o bilateral. Segln su extensidn en la superficie ocular, puede
tratarse de un SIL parcial o sectorial, en el que solo esta dafiada una region del limbo y

el resto permanece sano o un SIL total, en el cual los 360° del limbo estan afectados.

2.2, Signos y sintomas

Como consecuencia de la pérdida o disfuncion de las células madre epiteliales limbares,
el epitelio de la cérnea no puede ser regenerado de forma eficiente. En esta situacion,
es el epitelio de la conjuntiva el encargado de reepitelizar la cérnea, produciéndose una
conjuntivalizacién o pannus. La penetracion de neovasos (neovascularizacion)
procedentes de la conjuntiva hacia la superficie de la cérnea (avascular en estado sano)
es uno de los signos caracteristicos del SIL. Ademas, como consecuencia de la
incapacidad de generar un epitelio corneal sano se originan ulceraciones corneales que
pueden llegar a ser persistentes. En ultimo término, el SIL puede producir una
inflamacidn persistente y una opacificacion de la parte anterior de la cérnea (Figura 6).
Todo ello puede desencadenar la pérdida parcial o completa de la visidn por opacidad
epitelial y estromal superficial, fotofobia, lagrimeo, sindrome de dolor crénico y, como

consecuencia, una disminucion importante de la calidad de vida.3*?’

2.3. Diagnostico

El diagndéstico de esta enfermedad se basa en la observacidn de los signos clinicos que
la definen. Mientras que una cdérnea sana es impermeable a la fluoresceina sddica, la
tinciéon con este colorante pone de manifiesto los defectos epiteliales presentes en la
cérnea. Ademas, la aparicion de una tincidn punteada con fluoresceina puede indicar la
presencia de un epitelio con fenotipo conjuntival en la cérnea.*® Al mismo tiempo, el

diagndstico del SIL puede ser confirmado por otras técnicas como la citologia de
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impresién corneal o mediante microscopia laser confocal in vivo (Figura 7). Por medio
de la obtencidn de citologias de impresidn corneal se confirma la presencia de células
caliciformes, tipicas de la conjuntiva, en el centro corneal, corroborando la invasion
producida en la cérnea por parte del epitelio conjuntival.*® En ciertas situaciones como
guemaduras quimicas, la ausencia de células caliciformes en la cérnea es comun,
pudiendo traducirse en falsos negativos.*° Para abordar dichas situaciones, la deteccion
de marcadores especificos en las citologias de impresién corneal puede servir para
diferenciar entre un fenotipo de epitelio corneal (expresion de CK3 y CK12) o de epitelio
conjuntival (expresion de CK7, CK13 y MUCSAC, entre otros).*' Mediante microscopia
laser confocal in vivo, técnica no invasiva de contacto con la que se obtienen imagenes
de alta resolucidon de la superficie ocular a nivel celular, se pueden contrastar los
cambios en el fenotipo del epitelio corneal y la pérdida de la microestructura del nicho

. 42-44
limbar.

En una cdrnea sana, las células epiteliales aladas presentan un citoplasma
oscuro de bordes brillantes. En cambio, en una situaciéon de SIL, se observan mas
dificilmente los bordes celulares, las células con fenotipo conjuntival aparecen
hiperreflectivas, se observa un aumento del tamafo de las células basales del limbo y la
pérdida de la estructura de las empalizadas de Vogt. Ademas, con esta técnica también
puede observarse la presencia de vasos sanguineos y células inflamatorias

. . 44,45
hiperreflectivas en el estroma.
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Microscopia confocal in vivo

Tincion con Citologia por ; -
fluoresceina impresion corneal Limbo

Signos clinicos

Sano

Figura 7. Signos clinicos y técnicas diagnosticas del SIL. Como signos clinicos se pueden observar
la opacificacion, la conjuntivalizaciéon y la neovascularizacién corneal superficial. Mediante la
tincion con fluoresceina sédica (tincion verde) se ponen de manifiesto los defectos epiteliales
corneales tipicos. Las células caliciformes (especificas del tejido conjuntival) se observan en
morado intenso (flechas negras) tefiidas con PAS en las citologias por impresién corneal
obtenidas en pacientes con SIL. Gracias a la microscopia confocal in vivo se observa la pérdida del
fenotipo corneal y de la estructura del nicho limbar en pacientes con SIL. Imagenes cedidas por la
Unidad Clinica de Inmunologia Ocular del I0BA, a excepcién de las imagenes de citologia de
impresion, cedidas por el laboratorio de Patologia Ocular del IOBA.

2.4. Tratamiento

El primer paso en el manejo global del SIL esun tratamiento médico para optimizar el
estado de la superficie ocular, ya que un microambiente mas propicio favorecerd la
supervivencia de las células madre limbares residentes y de las que pudieran ser
trasplantadas. Para ello se trata en primer lugar médicamente la patologia basal y la
inflamacidon que presenta la superficie ocular antes de recurrir a los tratamientos

quirurgicos.

En pacientes con SIL parcial y siempre que se asegure la presencia de una poblacién de
células madre limbares suficiente para continuar regenerando el epitelio corneal, se
puede realizar una queratoplastia o trasplante de cérnea, la cual solo contiene un
numero finito de células epiteliales diferenciadas que necesitan ser renovadas. En los
casos de SIL en los que estén afectados mas de 90° del limbo, los trasplantes de cdrnea
estdn condenados al fracaso. Debido a la ausencia de células madre en la cdrnea
trasplantada, las células del epitelio de la misma se agotan en un lapso corto de tiempo.

En estos casos, es necesario el aporte exdégeno de una fuente de células madre.

16



INTRODUCCION

Ademads, en aquellos casos en los ge se presente una afectacion de las capas mas
profundas de la cérnea, debida normalmente a la patologia inicial y no al SIL por si
mismo, se precisara la realizacion posterior de una queratoplastia si se desea recuperar

la vision lo maximo posible.

Otro tratamiento de eleccidn en pacientes con SIL parcial es el trasplante de membrana
amni6tica (MA) sobre la superficie ocular.*® La MA es la capa més interna de la placenta
y esta compuesta por una monocapa epitelial, una membrana basal y un estroma,
formado a su vez por tres capas mesenquimatosas (capa esponjosa, capa de
fibroblastos y capa compacta). La MA tiene una serie de caracteristicas que la hacen
muy adecuada para su uso en Oftalmologl'a.47 Se trata de una membrana fuerte y
resistente, pero flexible al mismo tiempo y muy adaptable a superficies curvas. La MA
carece de vasos sanguineos lo que, junto con la ausencia de expresién por parte de sus
células de moléculas de HLA-A, B, C o DR, la confiere baja inmunogenicidad y evita su
rechazo.”® Ademds, la MA favorece la proliferacién y migracién celular, lo que
contribuye a la epitelizacion® y previene la fibrosis.® Por otro lado, su accién
antiinflamatoria y antiangiogénica puede ser muy beneficiosa en casos de SIL parcial.”
Por Ultimo, tiene un alto potencial antimicrobiano y antiviral.”® Debido a que este
tratamiento tampoco aporta una fuente de células madre, sus funciones principales son
el alivio sintomatico y la mejora del estado de la superficie ocular en aquellos pacientes

con SIL parcial.

El primer tratamiento quirdrgico en el que se aportd una fuente de células madre
exogena fue el trasplante de tejido limbar, llevado a cabo por Kenyon y Tseng en
1989.7 Este tratamiento se basa en la aportacién de una porcién de tejido limbar sano
sobre el ojo afectado con SIL. Para ello, se lleva a cabo una limpieza previa de la
superficie de la cérnea, eliminando el epitelio enfermo o pannus. En casos unilaterales,
los menos frecuentes, el tejido limbar puede ser obtenido del ojo contralateral sano del
propio paciente (trasplante autdlogo), lo que podria comprometer a este ojo a
desarrollar un SIL debido a la gran cantidad de tejido retirado (unos 6 husos horarios).

En los casos de SIL bilaterales, los de mayor prevalencia, no existe tejido limbar sano del
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propio paciente, por lo que es necesario recurrir a tejido de donante cadaver
(trasplante alogénico),”* con el consiguiente riesgo de rechazo inmune. Los pacientes
sometidos a estos trasplantes alogénicos deben ser inmunosuprimidos de forma
prolongada, produciendo una elevada morbilidad y un importante aumento del gasto
sanitario. Aunque esta técnica de trasplante tisular generé muy buenos resultados a
corto plazo, mds adelante se observé que su supervivencia a largo plazo era baja (no

> Otra técnica de trasplante tisular, mds reciente, consiste en

mas de 3 afios).
fraccionar una biopsia del ojo contralateral y aplicar los fragmentos de tejido con
pegamento de fibrina encima de la cérnea dafiada y, posteriormente, cubrir la

superficie con MA.”’

Para afrontar los problemas de rechazo inmune y de la gran cantidad de tejido limbar
necesario para su trasplante, se comenzaron a cultivar in vitro células procedentes de
tejido limbar, tanto autélogo como alogénico. Cabe resaltar que, por un lado, el cultivo

de las células epiteliales limbares implica la pérdida de inmunogenicidadS&59

y, por otra
parte, el tamafio del tejido limbar necesario para su expansion in vitro es mucho menor
gue cuando este es trasplantado directamente. El trasplante no ya de tejido limbar,
sino de células madre limbares expandidas in vitro fue llevado a cabo por primera vez

1% en 1997. Desde entonces, se han desarrollado multitud de

por Pellegrini et a
estudios con el fin de optimizar el cultivo y el aislamiento de células madre limbares.
Entre las técnicas utilizadas esta la expansion de la poblacidn de células madre limbares
sobre fibroblastos de ratdn 3T3 que actuan de “feeder layer”, proporcionando una
matriz para mejorar la adhesién celular, y factores de crecimiento que favorecen la
proliferacion celular. Por otro lado, se han empleado diferentes técnicas de aislamiento
de las células limbares, bien a partir de pequefios explantes de tejido, o bien a partir de
suspensiones celulares obtenidas tras la disgregacion del epitelio limbar. Ademds, estas
células han sido cultivadas in vitro para su posterior trasplante a la superficie ocular en
MA y en matrices de fibrina (polimero biocompatible y biodegradable, formado
mediante la coagulacién del fibrinégeno, que promueve la adhesidn y la proliferacién

61,62

celular). En los ultimos afios, se han estudiado diferentes soportes de diversa

naturaleza para el cultivo y posterior trasplante de células a la superficie ocular. Entre
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estos soportes se encuentran lentes de contacto y polimeros naturales o sintéticos.
Algunos de los materiales mas estudiados han sido polimeros naturales que se
asemejan a la matriz extracelular del estroma corneal, como el coldgeno, la fibroina de
la seda y el quitosano, entre otros. Otros polimeros empleados para este fin han sido
fabricados sintéticamente con acido polilactico o polilactico-co-glicdlico,

policaprolactona, polimetacrilato, hidroxietilmetacrilato y polietilenglicol.**®

Otra de las estrategias terapéuticas estudiadas para el tratamiento del SIL ha sido el
trasplante de células de mucosa oral expandidas in vitro, ya que poseen caracteristicas
comunes con las células epiteliales corneales.®® A pesar de ello, y de la obtencién de
resultados esperanzadores en un primer momento, se ha visto que el trasplante de
células de mucosa oral produce mayor vascularizacién que el trasplante de células

madre epiteliales limbares.®>®

Ademds, en ocasiones, la patologia de base causante del
SIL también puede afectar a otras mucosas como la oral (penfigoide de las membranas
mucosas, enfermedad de injerto contra huésped...), por lo que la eficacia de este tipo

de trasplantes se veria comprometida en estos casos.

Actualmente, la estrategia terapéutica utilizada por muchos grupos de investigacion
clinica de todo el mundo, incluido el nuestro, es la del trasplante de células madre

67-71

limbares expandidas in vitro sobre fibrina o MA. No obstante, este tratamiento

presenta diversas limitaciones y esta bajo controversia.”?

2.5. Limitaciones del trasplante de células epiteliales limbares cultivadas in
vitro

A pesar de ser el actual tratamiento de eleccién en casos de SIL mds severos, el
trasplante de células limbares cultivadas in vitro tiene una serie de limitaciones. En
casos unilaterales, es posible realizar trasplantes autélogos de células madre epiteliales
limbares cultivadas y expandidas in vitro a partir de una pequefia biopsia obtenida del
ojo contralateral sano. Uno de los inconvenientes es que el paciente ha de ser sometido
a una cirugia extra ademas de la realizacion del posterior traplante. Pero quizas el

principal inconveniente es que quedan excluidos, ya de entrada, todos los casos
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bilaterales que, desgraciadamente, son la mayoria. Y, ademas, si se decidiera extraer la
biopsia del ojo contralateral menos afectado, este podria aumentar la intensidad de su
patologia de base al eliminar una porcion del limbo. Por ello, la alta incidencia de casos
bilaterales hace necesaria la realizacion de trasplantes alogénicos de células epiteliales
limbares cultivadas a partir de tejido obtenido de donantes caddver. Los trasplantes
alogénicos requieren la inmunosupresién del paciente trasplantado, con los
consiguientes efectos secundarios y el incremento de los costes sanitarios. Ademas,
tanto en un trasplante alogénico como en uno autélogo, la disponibilidad de células
madre epiteliales limbares y la difilcutad para cultivarlas y expandirlas son siempre
factores limitantes. Esto hace que haya diversidad de métodos de obtencién y
expansion y, por lo tanto, una falta de consenso entre los diferentes laboratorios del
mundo, lo que dificulta el establecimiento de una terapia definida y la realizacion de
estudios comparativos. Ademas, no existe un marcador especifico de células madre
limbares, impidiendo la caracterizacion adecuada de los cultivos que se van a utilizar
para el trasplante. Por todo ello, es absolutamente esencial encontrar una fuente
extraocular de células madre que posea la capacidad de regenerar el epitelio corneal en
los pacientes con SIL. Actualmente, se estdn desarrollando diversidad de ensayos
preclinicos que estudian novedosos tratamientos para el SIL basados en el uso de otros
tipos celulares.”” En los ultimos afios el empleo de células madre mesenquimales
(MSCs) esta ganando importancia en este campo. Debido a todas las caracteristicas
beneficiosas que presentan estas células y a su facil disponibilidad y cultivo, las MSCs
representan una interesante fuente alternativa de células madre para el tratamiento

del SIL.

2.6. Modelos experimentales de SIL

Para abordar el estudio del SIL y de potenciales terapias para su tratamiento es
necesario el conocimiento previo de la enfermedad y sus caracteristicas. Una buena
herramienta para ello es el empleo de modelos simulados de la enfermedad. En el
campo que nos ocupa, ya se han desarrollado modelos ex vivo de dafio corneal por

causticacion tanto en ojo de conejo,73 como en o0jo porcino,74 y que ya han sido
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utilizados en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas destinadas al trasplante
de células epiteliales limbares. Ademads, el nicho limbar porcino ha sido descrito

.. . . 74
detalladamente, mostrando muchas similitudes con el nicho limbar humano.

Del mismo modo, para profundizar en las bases fisiopatoldgicas del SIL y poder asi
ensayar nuevas estrategias terapéuticas, se ha trabajado con diversidad de modelos
experimentales de causticacion corneal y de SIL desarrollados mediante la utilizacion de
diferentes metodologias y en varias especies animales. Muchos de los trabajos
publicados estudian la eficacia de diferentes tratamientos en modelos de causticacién
corneal, en los que no se ve afectado el limbo vy, por tanto, no son realmente modelos
de SIL. Estos modelos de causticacion corneal han sido desarrollados en ratén, rata y

75-78
Por otro lado, gran parte

conejo mediante la aplicacion de NaOH sobre la cérnea.
de los modelos experimentales de SIL consisten en una quemadura quimica en el limbo
y, ocasionalmente, en la cérnea, utilizando para ello principalmente NaOH, etanol o n-
heptanol. En algunas ocasiones, ademas, la quemadura se ve complementada con la
eliminacién mecanica de los restos epiteliales mediante raspado con un cuchillete.

79-83
y en ellos no se

Estos modelos han sido desarrollados en ratén, rata y conejo,
asegura la completa eliminacién de las células limbares, ya que, aunque se suele
corroborar la eliminacién del epitelio corneal mediante tinciédn con fluoresceina sédica,
las células madre epiteliales limbares se encuentran mas protegidas en las empalizadas
de Vogt y son mas dificiles de eliminar. Los modelos de SIL mds representados en la
bibliografia son los basados en la eliminacion quirdrgica del limbo o limbectomia,
algunos de ellos combinados con una queratectomia o con una quemadura corneal. En
estos modelos, desarrollados en ratén, conejo y cabra,®® se asegura en mayor
mediada la eliminacién de las células madre limbares mediante la realizacion de la
limbectomia. Ademas, la eliminacidn quirdrgica del tejido es mas facilmente controlable
y reproducible que las quemaduras quimicas. Por ultimo, también se han desarrollado
modelos de SIL en ratédn mediante la administracion tépica continuada de cloruro de

89,90

benzalconio o mediante la exposicion a luz ultravioleta. La mayoria de los modelos

de SIL publicados hasta el momento son modelos totales de SIL, que afectan a los 360°

. . . . . 1,92
del limbo, aunque existen algunos trabajos realizados en modelos paruales.9 2
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3. Terapia celular

Se considera producto de terapia celular somatica todo aquel que contiene células o
tejidos que han sido objeto de manipulacidon sustancial de modo que se hayan alterado
sus caracteristicas bioldgicas, funciones fisiolégicas o propiedades estructurales
pertinentes para el uso clinico previsto. También son considerados medicamentos de
terapia celular las células o tejidos que no se pretenden destinar a la misma funcion
esencial en el receptor y en el donante. Los medicamentos de terapia celular somatica
presentan propiedades para ser usados por seres humanos, o administrados a los
mismos, con objeto de tratar, prevenir o disgnosticar enfermedades mediante la accién
farmacoldgica, inmunoldgica o metabdlica de sus células o tejidos (EC 1394/2007; BOE-

7135/2010, orden SAS/1144/2010).

3.1. Células madre

Una célula madre es una célula no especializada que tiene la capacidad de dividirse de
forma indefinida a lo largo de la vida del organismo y puede diferenciarse a un
determinado tipo celular en presencia de las sefiales adecuadas en el microentorno que

la rodea (Figura 8).

Las caracteristicas que hacen a estas células diferentes al resto de células de un

organismo son:

- Capacidad proliferativa: tienen capacidad de regenerarse y dividirse durante

largos periodos de tiempo.
- Estado indiferenciado: son células no especializadas e inmaduras.

- Capacidad de diferenciacién: pueden dar lugar (diferenciarse) al menos a un tipo

celular especializado en las condiciones adecuadas.

- Autorrenovacioén: poseen la capacidad de dividirse de forma asimétrica, dando

lugar a una célula hija idéntica que se mantendra en estado indiferenciado y a
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otra célula hija que avanzard hacia la diferenciacién (célula amplificada

transitoria).

Autorrenovacion

Division
asimétrica

Célula madre % %
Diferenciacion celular

Figura 8. Caracteristicas de las células madre. Las células madre se caracterizan por mantenerse
indiferenciadas, autorrenovarse y originar células hijas capaces de diferenciarse a distintos
linajes celulares. Imagen modificada de la original de Catherine Twomey, para la National
Academics “Understanding Stem Cells: An overview of the Science and Issues”.

Las células madre pueden ser clasificadas seglin su capacidad de diferenciaciéon. Las
células madre totipotentes son aquellas capaces de producir un individuo completo
(tejido embrionario y extraembrionario), ya que pueden generar todas la células del
organismo. Estas células se encuentran Unicamente en el cigoto y en las células
producidas durante las dos primeras divisiones del mismo. Las células madre
pluripotentes tienen la capacidad de diferenciarse a células de tejidos procedentes de
cualquiera de las 3 capas embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo). Las
células madre multipotentes son aquellas que pueden generar diferentes tipos
celulares, pero todos ellos procedentes de la misma capa embrionaria de la que
proceden. Las células madre unipotentes pueden diferenciarse Unicamente a un tipo

celular del tejido del que proceden.

3.1.1. Células madre mesenquimales

Las MSCs son células madre adultas originadas a partir del mesodermo y que se
encuentran en el estroma de numerosos tejidos en el individuo adulto. Aunque la

meédula dsea y el tejido adiposo son los tejidos mas utilizados para la obtencion de
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MSCs, también se encuentran en tejidos como el musculo, el cartilago, el periostio, la

, e 93,94
pulpa dental, el cordén umbilical y la placenta, entre otros.”™

Caracterizacion

Las MSCs fueron descubiertas y aisladas por primera vez por Friedenstein et al.”> Desde
entonces, han ido ganando cada vez mds importancia y se han ido descubriendo las
atractivas propiedades que presentan para su uso en terapia celular. Durante este
tiempo, se han utilizado diversidad de métodos de aislamiento y cultivo entre los
diferentes grupos de investigacion que han trabajado con ellas. Esto, junto con las
diferentes fuentes utilizadas para su obtencion y la heterogenicidad de las poblaciones
obtenidas, hizo necesario que la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(International Society for Cellular Therapy; ISCT) estableciera unos criterios minimos

- . s 96
para poder definir a una poblacién celular como MSCs:

1) Ser adherentes al plastico cuando se cultivan in vitro en una placa de cultivo en

condiciones estandar.

2) Presentar un inmunofenotipo determinado. Mas del 95% de la poblacion debe
expresar los marcadores CD105, CD73 y CD90, y menos del 2% de la poblaciéon puede
expresar los marcadores CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD19 o CD79a y HLA de clase Il
(HLA-DR).

El marcador CD105 o endoglina es una proteina homodimérica transmembrana que se

expresa de forma mayoritaria en el endotelio vascular. Esta proteina forma parte del
complejo del receptor del factor de crecimiento transformante B (TGF-B).97 La
endoglina regula diversas funciones celulares como la adhesién, la migracion, la

permeabilidad, la apoptosis y la proliferacion.”®

El marcador CD73 es una nucleotidasa (ecto-5-prima-nucleotidasa) que cataliza la

conversion de mononucledtidos en nucledsidos. Es un dimero unido a través de un
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glicosil-fosfatidil-inositol a la cara externa de la membrana plasmatica en una gran

. . 99
variedad de tipos celulares.

El marcador CD90 o Thy-1 es una proteina de superficie de la familia de las

inmunoglobulinas. Se expresa en tejido nervioso, conectivo, en lineas celulares
estromales y en algunas células CD34+ de médula désea. Esta proteina interviene en las

. . , . , . . . 100
interacciones célula-matriz extracelular o célula-célula en procesos inflamatorios.

El CD45 es una proteina tirosina fosfatasa presente en todos los leucocitos (es el
marcador pan-leucocitario). Su funcién es la de regular la sefalizacidon del receptor

s . . . . . 101
antigénico en las células inmunes, especialmente en linfocitos Ty B.

El CD34 es una proteina transmembrana glicosilada expresada en las células
progenitoras hematopoyéticas. Sus funciones estan relacionadas con la morfogénesis y

. .z / . . 102
la migracidn de las células del sistema inmune.

Los marcadores CD14 y CD11b son proteinas de superficie expresadas por monocitos y
macréfagos. El CD14 puede presentarse unido a la membrana celular mediante un
glicosilfosfatidilinositol o de forma soluble. EIl CD11b es una integrina que forma parte
del receptor del complemento CR3. Ambos marcadores llevan a cabo funciones de

.. , . 103,104
reconocimiento de patégenos bacterianos.”

Los marcadores CD19 y CD79a son proteinas de la familia de las inmunoglobulinas

expresadas por los linfocitos B. Ambas proteinas forman parte del complejo del

. . 105,106
receptor en los linfocitos B.”

El HLA de clase Il o HLA-DR es el complejo mayor de histocompatibilidad, responsable

de la presentacion de antigenos al sistema inmune para la activacién de linfocitos T en
los casos en los que se reconozca dicho antigeno como extrafio. Esta molécula es
expresada principalmente por macréfagos, células dendriticas y linfocitos B. Esta
ausente en MSCs a menos que estas células hayan sido previamente estimuladas con

interferon-y (IFN-y).'"’
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3) Presentar capacidad de diferenciacion multilinaje. Por ultimo, para que las células
aisladas de los diferentes tejidos adultos puedan ser consideradas como MSCs, debe de
demostrarse, al menos, su capacidad de diferenciacion in vitro hacia adipocitos,
osteoblastos y condroblastos bajo las condiciones de cultivo especificas para la

induccion de la diferenciacién que corresponda en cada caso.

Capacidad de diferenciacion in vitro

En un primer momento, las MSCs fueron definidas con respecto a su capacidad de
diferenciacién como multipotentes, es decir, con capacidad para diferenciarse
Unicamente a tejidos procedentes del mesodermo como son los tejidos 6seo,
cartilaginoso, adiposo o muscular, entre otros. Mas adelante, se descubrié la capacidad
de transdiferenciacién de las MSCs. Las MSCs pueden diferenciarse a células adultas
propias de tejidos originados del endodermo, como las células hepaticas, pancredticas o
pulmonares, o incluso a células de origen ectodérmico como las células de tipo epitelial

93
o neuronal.

El proceso de diferenciacidon a un linaje u otro estd determinado por la presencia de
factores especificos en el microambiente en el que se encuentran las MSCs. Este
microentorno vendra marcado de forma natural por el tejido en el que se encuentren
las células en el momento de su diferenciacién y por las sefiales que estén recibiendo.
La diferenciacién puede ser inducida y controlada in vitro mediante la adicién de

. . . 4
determinados factores al medio de cultivo.”®®

La diferenciacién adipogénica in vitro puede ser inducida con medios suplementados
con dexametasona, isometilbutilxantina e indometacina. Durante esta diferenciacion se

observa la aparicidn de vacuolas lipidicas en el citoplasma de las células.

En el caso de la diferenciacién osteogénica, algunos de los factores necesarios para la
diferenciacion in vitro son el dcido ascdérbico-2-fosfato, el B-glirerolfosfato y el factor de
crecimiento de fibroblastos B (FGF-B). Durante este proceso de diferenciacién se

producen depdsitos de minerales (calcio y fosfato).
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Para inducir la diferenciacion condrogénica in vitro es necesaria la agregacion de gran
cantidad de células (técnica de la micromasa), y su posterior cultivo con 4cido
ascorbico, ITS (insulina-transferrina-selenio), TGF-B y proteinas morfogenéticas dseas
(BMPs). Los condrocitos van secretando matriz extracelular rica en proteoglicanos a

medida que se van diferenciando.

La diferenciacién in vitro a miocitos, o incluso a cardiomiocitos, puede inducirse

cultivando las MSCs en presencia de azacitidina y anfotericina B.

La diferenciacién neural se induce en presencia de DMSO, FGF y factor de crecimiento
neural (NGF). Las MSCs han podido ser diferenciadas in vitro a neuronas, astrocitos,

oligodendrocitos y células de Schwann.

Existen publicaciones que han demostrado que las MSCs pueden diferenciarse in vitro
hacia determinadas estirpes de células epiteliales mediante la realizacién de co-cultivos
celulares y/o mediante la suplementacién de los medios de cultivo con determinados
cocteles de factores de crecimiento concretos como los factores de crecimiento

epitelial (EGF), de queratinocitos (KGF) y de hepatocitos (HGF), y/o otros

108-112

suplementos. Ademas, se ha demostrado que las MSCs pueden contribuir a la

113,114

regeneracion de tejidos epiteliales tales como el epitelio bronquial y alveolar, el

115,116 117

epitelio glomerular y de los tdbulos renales, el epitelio gastrointestinal,”’ el

118,119

. . . . . . . 120
epitelio pigmentario de la retina y el epitelio corneal,”" entre otros.

Propiedades inmunoldgicas

Las MSCs poseen caracteristicas no inmunogénicas, lo que permite la realizacién de
trasplantes alogénicos sin necesidad de inmunosuprimir al receptor ya que no van a ser
reconocidas por el organismo como extrafas. Esta caracteristica se la confiere la baja
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) de tipo | (HLA-I) y la
ausencia total de expresiéon del HLA de tipo Il (HLA-lIl) y de las moléculas
coestimuladoras CD40, CD80 y CD86.** Estas moléculas, en condiciones normales, son

las responsables de la presentacion de antigenos al sistema inmune y de la activacién
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del mismo cuando los antigenos son reconocidos como extrafios. Mientras que la
ausencia de expresiéon de HLA-II hace que las MSCs escapen al reconocimiento por el
sistema inmune, la baja expresidn de HLA-I juega un papel protector frente a las células
natural killer (NK), ya que estas ultimas reconocen y destruyen células que no expresan

122

moléculas HLA-1.”“ Gracias a todo ello, las MSCs son bien toleradas tras su trasplante

en un receptor, incluso aunque se trate de un trasplante alogénico o xenogénico.

Por otro lado, la ausencia de expresidn por parte de las MSCs de las moléculas
coestimuladoras CD40, CD80 y CD86 juega un papel importante en la modulacion de la
respuesta inmune mediada por los linfocitos T. Durante la activacién del sistema
inmune, los linfocitos T se activan a través de las moléculas de HLA-I y las moléculas
coestimuladoras. En ausencia de estas ultimas, los linfocitos T entran en un estado

123 Adems, las MSCs pueden inducir la

denominado anergia, en el cual no son activos.
activacion de linfocitos T reguladores.’* Al mismo tiempo, se ha descrito que las MSCs
también previenen la maduracién y proliferacion de células dendriticas’® y la

. .z . . .z . . . . 126
proliferacion, diferenciaciéon y migracion de linfocitos B.

Las MSCs tienen capacidad inmunomoduladora no solo mediante el contacto célula-
célula, sino también mediante la liberacion de determinados factores de manera
paracrina al medio extracelular. Algunos de los factores inmunosupresores secretados
por las MSCs son la interleuquina (IL) 10 (IL-10), la IL-6 y el TGF-B. En condiciones
inflamatorias se estimula la secrecion, por parte de las MSCs, de otros factores
antiinflamatorios como el éxido nitrico, la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y la

124

prostaglandina E2 (PGE2),”"" entre otros. En concreto, mediante la secrecién de IDO las

MSCs tienen la capacidad de promover la apoptosis de los linfocitos T activados

mientras que inhiben la apoptosis de aquellos linfocitos T que se encuentran en un

127

estado quiescente.”™’ Ademads, factores como la IDO, la PGE2 y el TGF-B inhiben la

. .z . . . . 107,128-130
proliferacion y la secrecidn de citoquinas por parte de las células NK.
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Propiedades tréficas

En presencia de un ambiente adverso debido a un dafio en el tejido, las MSCs son
estimuladas a producir gran diversidad de factores que intervienen en la regeneracién
tisular. Mediante la secreciéon de factores solubles son capaces de reducir no solo la
inflamacién, sino también la apoptosis y la fibrosis, asi como de estimular la
regeneracion celular de los tejidos activando, entre otras cosas, a las células

. . 131
progenitoras endoégenas.

Algunos de los factores antiapoptéticos secretados por las MSCs son la IL-6, el TGF-B y
el HGF; de esta manera, protegen a las células residentes en el area, favoreciendo su
posterior proliferacion para recuperar el tejido dafiado. Por otro lado, las MSCs
secretan factores anti-fibréticos como el HGF y el TSG-6 (Tumor necrosis factor-

132 Ademas, en determinadas condiciones, las MSCs tienen la

inducible gene 6 protein).
capacidad de secretar factores angiogénicos como el factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF) y la metaloproteinasa 9 (MMP-9), que promueven la formacion de
vasos. En cambio, en otras situaciones, las MSCs pueden actuar como antiangiogénicas
mediante la liberacion de los factores angiostatina y trombospondina-1 (TSP-1), factor

133,134
Por ello, el

antiangiogénico que actua inhibiendo el efecto angiogénico del VEGF.
equilibrio entre estos factores ha de estar muy bien regulado para producir un efecto u

otro, dependiendo del microentorno en el que se encuentren las células.

Migraciéon o homing

Las quimiocinas son una familia de pequefias glicoproteinas producidas en los tejidos
durante una lesidon. El aumento de estas quimiocinas inflamatorias en el tejido danado
es clave para la quimioatraccion y migracidon de las células inflamatorias a estos tejidos
diana. Se ha demostrado que las MSCs administradas de forma sistémica tienen la
capacidad de migrar hasta los tejidos dafados para llevar a cabo alli sus acciones
terapéuticas. Esta capacidad se debe a la expresidon de diversidad de receptores de
guimiocinas en la superficie de las MSCs. Una de las vias de quimioatraccién de MSCs

mas importante es la mediada por la molécula CXCL12 o SDF-1 y su receptor CXCR4,
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expresado en MSCs. Ademas, las MSCs expresan otras moléculas de adhesién como las

integrinas y las selectinas, importantes en los procesos de adhesién que se produce

. . 2 129,135
durante la migracion.

Diferenciacidn a distintos
tipos celulares
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progenitoras residentes

Migracion selectiva hacia
el tejido dafiado

regenerador
}——\ MSCs \

Inmunomodulacién
Efecto antifibrético y
antiapoptético

Figura 9. Esquema resumen de las propiedades de las MSCs. Las MSCs tienen capacidad de
diferenciacion multilinaje, ayudan a las células progenitoras residentes en los tejidos, secretan
factores regeneradores, son inmunomoduladoras, antifibréticas y antiapoptdticas, y poseen la
capacidad de migrar a tejidos dafiados. Imagen modificada de la original de Holan V, Javorkova E.
Mesenchymal stem cells, nanofiber scaffolds, and ocular surface reconstruction. Stem Cell Rev.
2013;9:609-189.

MSCs de tejido adiposo

En 2001, se identificaron y caracterizaron, por primera vez, las MSCs derivadas de tejido
adiposo (Adipose Tissue Mesenchymal Stem Cells; AT-MSCs) a partir de un lipoaspirado

136

humano.™™ Desde entonces, las AT-MSCs han representado una alternativa interesante

a las MSCs de médula ésea (Bone Marrow-derived Mesenchymal Stem Cells; BM-MSCs).
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Partiendo de un tamafio equivalente de tejido, se pueden obtener aproximadamente
500 veces mas células a partir de tejido adiposo que de médula dsea. En clinicas
estéticas de todo el mundo, se realizan numerosas liposucciones y el tejido graso
obtenido es normalmente desechado, por lo que puede servir como una valiosa fuente
de células madre apta para uso terapéutico y de investigacidon. Por otro lado, se ha
descrito que las AT-MSCs son mas estables morfolégica y genéticamente que las BM-
MSCs durante largos periodos de cultivo in vitro. Ademas, las AT-MSCs poseen mayor
capacidad de proliferaciéon, menor tasa de senescencia y mantienen mayor potencial de

137 por ultimo,

diferenciacion a lo largo del cultivo comparadas con las BM-MSCs.
también se ha demostrado mayor capacidad inmunomoduladora por parte de las AT-
MSCs en comparacion con las BM-MSCs. Las AT-MSCs inhiben mas eficazmente la
produccién de inmunoglobulinas y la diferenciacion y maduracién de los monocitos.
Ademas, la secrecion de la citoquina inmunosupresora IL-10 es estimulada en mayor

medida por las AT-MSCs que por las BM-MSCs."®

MSCs y regeneracion corneal

En los ultimos afos, varios grupos de investigacion han estudiado la capacidad de

39 Guetal®®

diferenciacién in vitro de las BM-MSCs hacia células epiteliales corneales.
observaron la expresion del marcador CK3 en algunas de las BM-MSCs de conejo que
habian sido co-cultivadas con células madre limbares o con su medio condicionado.
Jiang et al.®' demostraron que las BM-MSCs de rata expresaban el marcador CK12
cuando eran co-cultivadas durante 7 dias con fibroblastos limbares de rata. Otro grupo
de investigaciéon observé que las BM-MSCs de rata, cultivadas en una cdérnea
decelularizada, adquirian una morfologia similar a la de las células epiteliales

140

expresando el marcador de epitelio corneal diferenciado CK3.”™ Ademas, varios grupos

de investigacion han demostrado que las BM-MSCs humanas pueden adquirir un

fenotipo similar al epitelial corneal cuando se cultivan con un medio de cultivo para

82,141,142

células madre limbares. Por ultimo, se ha descrito que las AT-MSCs de ratén

transfectadas con Pax-6 pueden adquirir una morfologia similar a la epitelial y expresar

el marcador de epitelio corneal CK12.'*
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La capacidad de regeneracion corneal de las BM-MSCs expandidas y trasplantadas ha
sido estudiada utilizando membrana amnidtica y/o matrices de fibrina en modelos

80-83,87,144,145 . .
En estos estudios, mientras que algunos de

animales de SIL en rata y conejo.
los autores atribuyen el potencial terapéutico regenerador corneal de las BM-MSCs
Unicamente a sus propiedades inmunomoduladoras, otros afirman que estas células,
una vez trasplantadas, son ademas capaces de favorecer la regeneracidon de la
superficie ocular diferencidandose a células con fenotipo propio de epitelio corneal. Por
otro lado, también se ha demostrado que la inyeccidon subconjuntival de BM-MSCs en
un modelo de quemadura corneal en rata inhibe la neovascularizaciéon y promueve la
regeneracion del epitelio corneal,”’ y que las BM-MSCs trasplantadas sistémicamente
en conejos con quemadura quimica corneal migran, se injertan en las cérneas dafiadas
y favorecen su regeneraciéon mediante proliferacién y diferenciacion.*® Ademas, se ha
comprobado que la aplicacidon tépica de BM-MSCs, o de su medio condicionado de
crecimiento, en la superficie ocular de ratas con quemadura corneal contribuye a
restablecer el nicho de las células madre epiteliales limbares mediante su actividad
antiangiogénica y antiinflamatoria.'”’ En otro estudio reciente, se ha demostrado
también el papel antiangiogénico y antiinflamatorio de las BM-MSCs al ser expandidas
sobre una membrana sintética, formada por nanofibras de acido polilactico, y
posteriormente trasplantadas sobre la superficie ocular de un modelo de dafio corneal
en conejo.148 Ademas, en dos trabajos en los que se administraron BM-MSCs por via
intraperitoneal o intravenosa en ratones se observo la accidn antiinflamatoria de estas
células en corneas que habian sido previamente dafiadas mediante quemadura con

79,149
etanol.

En diciembre de 2014, finalizd6 un ensayo clinico fase I-Il llevado a cabo por nuestro
grupo de investigacion, en colaboracién con la Unidad de Produccién Celular del
Instituto de Biologia y Genética Molecular (IBGM) de la Universidad de Valladolid, con
la finalidad de comprobar la hipétesis de que la eficacia del trasplante alogénico de BM-
MSCs es al menos igual a la del trasplante alogénico de células madre epiteliales

limbares para el tratamiento del SIL (EudraCT: 2010-203535-42; ClinicalTrials.gov:
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NCT01562002). Los resultados obtenidos corroboraron dicha hipétesis y estan en vias

de publicacién.

Estudios recientes han aportado indicios del papel beneficioso que también pueden
tener las AT-MSCs en la regeneracién de la cérnea y, mas concretamente, en la
regeneracion del epitelio corneal. Martinez-Conesa et al.*>® mostraron que las AT-MSCs
expresan de forma basal marcadores tipicos de epitelio corneal, indicando que éstas
células podrian poseer cierta capacidad intrinseca para regenerar el epitelio corneal.
Ademas, recientemente se ha publicado un estudio en el que se ha demostrado que la
administracion tépica de MSCs de grasa orbitaria promueve la recuperacion del epitelio
corneal en ratones a los que se les ha inducido una herida corneal mediante
quemadura quimica,” y otros dos grupos de investigacion han obtenido resultados
positivos en la regeneracién del epitelio corneal en modelos animales de quemadura
corneal en rata y conejo a los que se les administraba AT-MSCs de forma tdpica’® o
mediante inyeccion subconjuntival,78 respectivamente. Otro trabajo reciente ha
demostrado la capacidad de las AT-MSCs para disminuir los defectos epiteliales y el
grado de opacidad de la cdérnea tras su trasplante a la superficie ocular en lentes de
contacto esclerales en un modelo de quemadura corneal en conejo.”* Por ultimo,
existe un Unico estudio en humanos en el que se muestran resultados muy
prometedores del potencial terapéutico de las AT-MSCs en la regeneracion corneal. En
este estudio se muestra que la administracién tépica de AT-MSCs autdlogas en un
paciente con defectos epiteliales persistentes mejora de forma muy significativa el

. . 152
estado de la superficie ocular.

Por otro lado, varios grupos de investigacion han demostrado la capacidad de las AT-

MSCs para regenerar el estroma corneal. Se ha demostrado la capacidad de

153,154 155,156

diferenciacion de las AT-MSCs hacia queratocitos tanto in vitro, como in vivo.
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JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

La regeneracidn continua del epitelio corneal es esencial para el mantenimiento de la
integridad y la transparencia de la cdérnea. De este cometido son responsables las
células madre epiteliales limbares localizadas en la base de epitelio del denominado
limbo esclero-corneal. La disfuncién de estas células o de su nicho desencadena un
cuadro clinico conocido como SIL cuyas principales secuelas son ceguera de origen

corneal, dolor crénico y disminucién notable de la calidad de vida.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades corneales son la segunda
causa de pérdida de vision después de las cataratas, afectando a mas de 10 millones de

7 Entre éstas, se estima que el SIL constituiria la causa de

personas en todo el mundo.
aproximadamente el 50% de los casos. Los pacientes con SIL son malos candidatos al
trasplante de cdrnea y, de hecho, constituyen fracasos sistematicos, ya que el epitelio
del injerto donante, una vez agotado, no tiene posibilidades de regenerarse al no existir
un limbo receptor sano. Por este motivo, el trasplante de células madre epiteliales
limbares expandidas in vitro es, a dia de hoy, el tratamiento de eleccidon para estos
pacientes. A pesar de representar este uno de los primeros y mas claros éxitos de la
medicina regenerativa, este tratamiento no esta exento de limitaciones. En casos de SIL
unilateral, es posible realizar trasplantes autdélogos de células madre epiteliales
limbares cultivadas y expandidas in vitro a partir de una pequena biopsia obtenida del
ojo contralateral sano. Sin embargo, la alta incidencia de casos bilaterales hace
necesaria la realizacidén de trasplantes alogénicos de células madre epiteliales limbares
cultivadas a partir de tejidos obtenidos de donantes caddver. Pese a que las células en
cultivo pierden parte de su inmunogenicidad, los trasplantes alogénicos requieren la
inmunosupresion del paciente trasplantado, con los consiguientes efectos secundarios
y el incremento de los costes sanitarios. Ademas, tanto si se trata de un trasplante
alogénico como de uno autdlogo, la disponibilidad de células madre epiteliales limbares
es siempre un factor limitante, por lo que es absolutamente esencial tratar de
encontrar una fuente extraocular de células madre que posea la capacidad de

regenerar el epitelio corneal en los pacientes con SIL.
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En los ultimos afos, las MSCs han adquirido una gran relevancia en el campo de la
terapia celular y la medicina regenerativa debido a su elevado potencial terapéutico.
Las MSCs son células no inmunogénicas, por lo que los trasplantes alogénicos de las
mismas no requieren la inmunosupresién del receptor. Poseen capacidad de
diferenciacion multi/pluri-potente, lo que les permite contribuir a la reparacion de
tejidos dafiados mediante su integracion, proliferacion y diferenciacion. Ademas, son
capaces de migrar hacia los tejidos dafados o patolégicos y, una vez alli, promover la
regeneracion tisular mediante la secrecién de moléculas tréficas que reducen la
inflamacion, la apoptosis y la fibrosis, activando al mismo tiempo a las células

progenitoras residentes.

Teniendo en cuenta todas estas premisas, nuestro grupo de investigacion comenzé un
ensayo clinico en el afio 2012 con el objetivo de poder comprobar la hipétesis de que el
trasplante de BM-MSCs era, al menos, igual de seguro y eficaz que el trasplante de
células madre epiteliales limbares (EudraCT: 2010-203535-42; ClinicalTrials.gov:
NCT01562002). No obstante, existen ya evidencias que apuntan a que el tejido adiposo
es una fuente de MSCs mas eficiente y segura que la médula ésea ya que es mas
abundante y accesible, la técnica de extraccién es menos invasiva, proporciona un
mayor rendimiento de obtencién de MSCs (500 veces mas que a partir de médula
dsea), las AT-MSCs mantienen durante mas tiempo la capacidad proliferativa y la
pluripotencialidad que las BM-MSC, poseen menor tasa de senescencia y son mas
estables morfoldgica y genéticamente que las BM-MSCs durante largos periodos de

cultivo in vitro.

En este contexto, esta tesis doctoral pretende establecer las bases que permitan
demostrar que las AT-MSCs pueden servir para reparar la superficie ocular dafiada por

deficiencia de células madre de limbo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Las hAT-MSCs son capaces de adquirir in vitro un fenotipo similar al epitelio corneal.
Ademas, el trasplante de dichas células en la superficie ocular es capaz de mejorar el
epitelio corneal fracasado por dafio del nicho de sus células madre en un modelo

experimental in vivo de sindrome de insuficiencia limbica.

OBJETIVOS

1. Evaluar el potencial de diferenciacion in vitro de las hAT-MSCs a células con un

fenotipo similar al epitelial corneal.

2. Determinar la dosis de hAT-MSCs mas adecuada para la realizacién de un

trasplante utilizando un modelo ex vivo de dafio corneal.

3. Desarrollar un modelo experimental in vivo de fracaso de la superficie ocular por

deficiencia de células madre de limbo.

4. Analizar la tolerancia y la eficacia del trasplante de hAT-MSCs para disminuir el
dafio corneal por deficiencia de células madre de limbo en el modelo experimental

desarrollado en el objetivo 3.
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MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos llevados a cabo durante el desarrollo de la presente tesis
doctoral fueron aprobados por la Comisidon de Investigacién del IOBA, por el Comité
Etico de Investigacién Clinica de la Universidad de Valladolid y por el Comité Etico de
Experimentacidon y Bienestar Animal de la Universidad de Valladolid. Ademas, la
experimentacion realizada siguid los principios de la Declaracion de Helsinki para la
utilizacion de tejidos humanos y las normas de ARVO (Statement for the Use of Animals
in Ophthalmic and Visual Research) para el uso de animales en investigacion en
oftalmologia. Todos los procedimientos realizados con animales se llevaron a cabo por
personal acreditado con la categoria B o C para el manejo de animales de

experimentacion y fueron supervisados por veterinarios cualificados.

Los procedimientos detallados a continuacidn que comprendan la manipulacidon de
células vivas se llevaron a cabo en el laboratorio de cultivos celulares del IOBA bajo
condiciones de esterilidad, utilizando una campana de flujo laminar irradiada con luz
ultravioleta y limpiando las superficies de la misma con una solucién de etanol al 70%

(v/v) en agua.

Los aparatos y materiales utilizados para realizar las técnicas descritas a continuacién se

encuentran detallados en el anexo.

1. Aislamiento y cultivo de hAT-MSCs

Las hAT-MSCs fueron aisladas a partir de lipoaspirados obtenidos en una clinica médico-
estética (Clinica Europa) de Valladolid. El consentimiento informado fue correctamente
cumplimentado y firmado por parte de todos los donantes conforme a la legislacidon
vigente para la donacidn de tejidos y células humanas. Las hAT-MSCs, procedentes de 6
donante diferentes, fueron aisladas siguiendo el protocolo descrito previamente por

136

Zuk et al.” El contenido de los lipoaspirados fue dividido en tubos de centrifuga de 50

ml, dejando volumen suficiente para completarlo con tampdn fosfato salino (Phosphate
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Buffered Saline, PBS) con el fin de lavar la muestra. Tras dos ciclos de lavado con PBS y
centrifugacion a 277 g durante 5 minutos, las muestras fueron incubadas con
colagenasa tipo | al 0,075% durante 30 minutos a 37°C en agitacién con el fin de
disgregar el tejido adiposo. Posteriormente, la colagenasa fue inactivada con suero fetal
bovino (FBS) y las muestras fueron centrifugadas a 277 g durante 5 minutos. La fraccién
en suspensiéon fue eliminada y el sedimento celular, debido a su alto contenido en
células sanguineas (eritrocitos en su mayoria), fue sometido a dos pasos de lisis
eritrocitaria de 10 minutos cada uno con NH4Cl 160 mM en agitacién y a temperatura
ambiente. La muestra obtenida fue filtrada en varios pasos a través de filtros de nailon
de tamafio de poro decreciente (100 um y 40 um) para eliminar restos de tejido no
disgregado (Figura 10). La fraccién celular estromal resultante fue sembrada en frascos
de cultivo y mantenida en un incubador a 37°C, al 5% de CO, y 95% de humedad con el
medio de cultivo especificado en la Tabla 1. En condiciones normales, las hAT-MSCs
fueron cultivadas hasta el pase (P) 3-4 en preconfluencia, de modo que cuando el
cultivo alcanzé un 90% de confluencia las células fueron levantadas mediante
incubacidn con tripsina-acido etildiaminotetraacético (EDTA) al 0,05% y sembradas a
una densidad aproximada de 3000-6000 células/cm?. A partir de ahora en el presente
trabajo estas condiciones serdn nombradas como condiciones estandar para el cultivo

de las hAT-MSCs.

Tabla 1. Medio de cultivo utilizado para las hAT-MSCs. DMEM: Medio Eagle modificado por
Dulbecco; FBS: suero fetal bovino.

Concentracion final

DMEM bajo en glucosa (1 g/L),
piruvato sédico 1 mM, GlutaMAX™

FBS 10%

Penicilina - Estreptomicina 100 U/ml - 100 pg/ml
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- 4. Siembra y cultivo de la
1. Lipoaspirado 3. Lisis eritrocitaria y filtracién poblacién celular estromal
obtenida

Figura 10. Metodologia seguida para el aislamiento de hAT-MSCs a partir de lipoaspirados.

2. Cultivo de la linea celular de epitelio corneal humano HCE (Human

Corneal Epithelium)

’ . . 1 .
La linea celular de epitelio corneal humano HCE *8 fue amablemente cedida a nuestro

19 "E| cultivo de las

laboratorio por el Dr. Arto Urtti (Universidad de Helsinki, Finlandia)
células HCE se llevé a cabo en frascos de cultivo mantenidos con el medio descrito en la
Tabla 2 en un incubador a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad. Cuando las células
alcanzaron confluencia fueron levantadas de los frascos de cultivo con tripsina-EDTA al

0,25%.
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Tabla 2. Medio de cultivo utilizado para la linea celular de epitelio corneal humano HCE.
DMEM/F12: Medio Eagle modificado por Dulbecco/mezcla de nutrientes F12; FBS: suero fetal
bovino; DMSO: dimetil solféxido; EGF: factor de crecimiento epidérmico.

Concentracion final

DMEM-F12-GlutaMAX™, 3,1 g/L

glucosa y piruvato sédico 1ImM 11

FBS 15%

DMSO 0,5%

Toxina colérica 0,1 pg/ml

EGF 0,01 pg/ml

Insulina 5 ug/ml

Penicilina - Estreptomicina 62,5 U/ml-62,5 ug/mil

3. Aislamiento y cultivo de fibroblastos limbares humanos

Los fibroblastos limbares (FL) utilizados para condicionar el medio de cultivo de hAT-
MSCs fueron obtenidos de botones corneo-limbo-esclerales de 10 donantes cadaver no
aptos para trasplante a través del Banco de Ojos Barraquer (Barcelona, Espafia) con el
cual se tiene firmado un acuerdo de cesién para este fin. Tras retirar el exceso de tejido
escleral, conjuntival y el iris, el botén corneal fue trepanado con un trepano de 7,5 mm
de diametro, reteniendo el anillo limboescleral. El epitelio limbar fue retirado mediante
incubacién con dispasa (1,2 U/ml), durante 2 horas a 37°C, y utilizado en otro proyecto
llevado a cabo por nuestro grupo de investigacion. El tejido estromal resultante fue
troceado con unas tijeras en fragmentos de aproximadamente 1 mm? e incubado con 2
mg/ml de colagenasa |, durante toda la noche a 37°C. Una vez finalizada la incubacién,
se anadido FBS para detener la accién enzimatica de la colagenasa | y el tejido se
disgregd mecdnicamente con la ayuda de una micropipeta de 1000 pl (Figura 11). La
solucion resultante se centrifugd a 277 g durante 5 minutos para decantar las células
obtenidas, que fueron sembradas en frascos de cultivo y cultivadas hasta P3-4 en un
incubador a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad en el medio de cultivo especificado en

la Tabla 3.

48



MATERIALES Y METODOS

Figura 11. Metodologia seguida para el aislamiento de FL a partir de botones corneo-limbo-
esclerales. (A) Los botones corneo-limbo-esclerales fueron lavados y la cérnea fue trepanada. (B)
Los anillos limbares fueron divididos en dos y tratados con dispasa para la eliminacién del
epitelio. (C) Los anillos fueron disgregados mecanicamente e incubados con colagenasa | (toda la
noche a 37°C). (D) Las suspensiones celulares obtenidas fueron sembradas y cultivadas.

Tabla 3. Medio de cultivo utilizado para los FL humanos. Medio Eagle modificado por Dulbecco,
DMEM; suero fetal bovino, FBS; aminoacidos no esenciales, MEM NEAA (Minimum Essential
Media-Non Essential Amino Acids).

Concentracion final

DMEM bajo en glucosa (1 g/L),
piruvato sédico 1 mM, GlutaMAX™

FBS 10%
MEM NEAA 1%
Penicilina / Estreptomicina 100 U/ml / 100 pg/ml

4. Anadlisis de la viabilidad y del ciclo celular de las hAT-MSCs

La viabilidad y el ciclo celular de las hAT-MSCs fueron analizados mediante citometria

de flujo.

La citometria de flujo es una técnica de analisis que se basa en el paso continuo de una
suspension celular a través de un haz de laser focalizado. La dispersidn de la luz al paso
de las células se puede relacionar con parametros como el tamafio celular (luz
dispersada frontalmente, Forward Scatter, FS) y la complejidad celular (luz dispersada
lateralmente, Side Scatter, SSC). Ademas, se puede detectar, mediante diferentes filtros
(FL1, FL2 y FL3), la fluorescencia emitida por las células previamente marcadas con
diferentes fluoréforos, pudiendo obtener informacion tanto del porcentaje de células

gue emiten fluorescencia dentro de una poblacién, como la intensidad media de
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fluorescencia emitida por cada célula en la poblacion analizada (Mean Fluorescence
Index, MFI). Se utilizé el citometro del Departamento de Inmunologia de la Universidad

de Valladolid bajo el asesoramiento del Prof. Alfredo Corell.

4.1. Analisis de la viabilidad celular

Durante el proceso de apoptosis o de muerte celular programada se producen una serie
de cambios morfoldgicos en las células, uno de los cuales es el cambio de orientacién
de los fosfolipidos en la bicapa lipidica de la membrana plasmatica. La fosfatidilserina se
encuentra de forma normal orientada hacia el interior de la célula en la membrana
plasmatica. Durante las primeras fases de la apoptosis, la membrana mantiene su
integridad pero la fosfatidilserina se ve expuesta hacia el exterior de la célula. La
proteina de unidn a fosfolipidos dependiente de calcio, anexina, tiene especial afinidad
por la fosfatidilserina y se unira a ésta en los primeros estadios del proceso apoptético.
El ioduro de propidio, con afinidad por el ADN, solo podra unirse a este cuando la
membrana plasmadtica se haya roto, fendmeno que ocurre en las fases mas avanzadas
de la apoptosis. Por tanto, las células marcadas con anexina Unicamente son células que
se encuentran en apoptosis temprana. Las células tefiidas por ambas moléculas se
corresponden con células en apoptosis tardia. Por el contrario, la ausencia de tincidon
indica que las células son viables y la unién de las células con ioduro de propidio

Unicamente indica que las células estan muertas.

Para estudiar la viabilidad celular se utilizé el kit Annexin V-FITC. En primer lugar, las
hAT-MSCs en P3-4 fueron levantadas de los frascos de cultivo y resuspendidas en medio
de cultivo. Se traspasaron 200.000 células a un tubo de centrifuga y se realizé un lavado
con PBS a 4°C y una posterior centrifugacién a 277 g durante 5 minutos para eliminar
los restos de medio de cultivo. Posteriormente, las células fueron resuspendidas en 100
ul de la solucién de unién proporcionada en el kit y se afiadieron 2,5 ul de anexina V-
FITC y 5 ul de ioduro de propidio (250 pg/ml). Se realizé un movimiento suave con la

mano para mezclar bien el contenido del tubo con las células y la mezcla se incubd
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durante 10 minutos en hielo y en oscuridad. Finalmente, se afiadieron 400 pl de la

solucién de unién y se analizé la poblacidn celular en un citometro de flujo.

4.2. Analisis del ciclo celular

Las células poseen una cantidad determinada de ADN (2n o 4n) dependiendo de la fase
del ciclo celular en la que se encuentren. Cuando las células se encuentran en la fase
quiescente Go/G; su contenido en ADN es 2n. Cuando las células estan en la fase de
divisidon G,/M su contenido de ADN es el doble (4n), e intermedio durante la fase de
sintesis (fase S). El ioduro de propidio tiene alta afinidad por el ADN vy, por ello, se
puede relacionar la cantidad de ioduro de propidio unido al ADN de las células con el
porcentaje de células que se encuentran en cada una de las diferentes fases del ciclo

celular.

Para llevar a cabo el analisis del ciclo celular, tras levantar las hAT-MSCs en P3-4, se
traspasaron 200.000 células a un tubo de centrifuga, se realizé un lavado con PBS a 4°C
y se centrifugaron a 277 g durante 5 minutos. Las células fueron resuspendidas en 50 pl
de detergente DNA Prep LPR (Coulter® DNA Prep™ Reagents Kit) para permeabilizarlas.
Finalmente, se anadié 1 ml de DNA Prep Stain, consistente en ioduro de propidio, y la
mezcla se incubd durante 30 minutos a 37°C en oscuridad antes de que las células
fueran analizadas en el citdmetro de fujo. El indice medio de proliferacién se calculd
como el ratio de (S + G,/M)/(S + G/M + Go/G,), siendo S, G,/M y Go/G; el porcentaje de

células en fase S, Go/M y Go/Gy, respectivamente.

5. Caracterizacion de las hAT-MSCs

5.1.  Andlisis inmunofenotipico

Para caracterizar la poblacidn celular obtenida en nuestro laboratorio a partir de los
lipoaspirados humanos, se analiz6 mediante citometria de flujo la expresidon/ausencia
de expresion del panel de marcadores establecido por la ISCT como definitorio de las

96 , . .
MSCs.”™ Tras levantar las células adheridas en los frascos de cultivo se traspasaron
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200.000 células a tubos de citometria, se realizaron 2 lavados con PBS a 4°C para
eliminar los restos de medio de cultivo y se centrifugaron a 277 g durante 5 minutos.
Para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos, las muestras fueron incubadas
durante 15 minutos con 40 pg/ml de inmunoglobulina G a temperatura ambiente.
Después, las células fueron incubadas durante 30 minutos a 4°C en oscuridad con 10 pl
de cada uno de los anticuerpos CD14-FITC, CD19-FITC, CD34-PC7, CD45-FITC, HLA-DR-
FITC, CD73-PE, CD90-PE y CD105-APC (Tabla 4), y con los correspondientes controles de
isotipo 1gG1-FITC, 1gG1-PE, IgG1-APC, IgG1-PC7 y IgG2a-FITC. Por ultimo, se realizé un
lavado con PBS a 4°C, se centrifugaron las células a 277 g durante 5 minutos y se
resuspendieron las muestras en 500 ul de PBS frio para analizarlas en el citdmetro. De

. 4 ,
cada muestra fueron analizados 5 x 10” eventos o células.

Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados para la caracterizacién inmunofenotipica de las hAT-
MSCs por citometria de flujo.

Anticuerpos Especificidad Clon
CD14-FITC Monocitos y macrofagos RMO052
CD19-FITC Linfocitos B SJ25C1
CD34-PC7 Células madre hematopoyéticas 581
CDA45-FITC Marcador pan-leucocitario 133
HLA-DR-FITC Células presentadoras de antigenos 357
CD73-PE MSCs AD2
CD90-PE MSCs F15-42-1-5
CD105-APC MSCs 2H6F11

5.2. Diferenciacion multilinaje

Como ultimo paso para caracterizar la poblacidn celular estromal aislada de
lipoaspirados humanos, se estudid su capacidad de diferenciacion hacia adipocitos,

osteoblastos y condroblastos.
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Diferenciacion adipogénica

Para inducir la diferenciacién adipogénica, se sembraron las células a una densidad de
10.000 células/cm” en placas de Permanox® de 2 pocillos y se cultivaron con el medio
inductor de diferenciacién StemPro® Adipogenesis Dfferentiation Kit durante 15 dias,
realizando cambios de medio de cultivo cada 2-3 dias. Como control negativo se
incubaron células con el medio de cultivo de MSCs habitual (Tabla 1). Transcurridos 15
dias, las células fueron lavadas con PBS vy fijadas con metanol frio a -20°C durante 10
minutos. La diferenciacion hacia adipocitos se puso de manifiesto mediante tincidon con
Oil Red O. Para llevar a cabo esta tincion, el Oil Red O fue disuelto al 0,3% en
isopropanol y filtrado a través de un poro de 0,22 um para eliminar particulas grandes
no disueltas. Las células fueron incubadas con la solucion de Oil Red O al 0,3% durante
20 minutos en agitacion y posteriormente lavadas con agua destilada. Las células se
contratifieron con hematoxilina de Gill Ill durante 20 minutos, se lavaron las muestras
con agua corriente para retirar el exceso de colorante y, por ultimo, se montaron los
portaobjetos con medio de montaje consistente en glicerol-gelatina antes de
visualizarlos en el microscopio dptico. El colorante Oil Red O tiene alta afinidad por los
lipidos, por lo que se pueden observar teiiidas de rojo las grandes vacuolas lipidicas
formadas en el citoplasma celular durante la diferenciacion de las hAT-MSCs hacia

adipocitos.

Diferenciacion osteogénica

Para inducir la diferenciaciéon osteogénica, se sembraron las células a una densidad de
10.000 células/cm” en placas de Permanox® de 2 pocillos y se cultivaron con el medio
inductor de diferenciaciéon StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit durante 29 dias,
realizando cambios de medio de cultivo cada 2-3 dias. Ademas, como control se
sembraron células que fueron incubadas con el medio de cultivo de MSCs habitual
(Tabla 1). Transcurridos 29 dias, las células fueron lavadas con PBS y fijadas con metanol
frio a -20°C durante 10 minutos. Por ultimo, la diferenciacidn hacia osteoblastos se puso

de manifiesto con la tincién Von Kossa, la cual es especifica para calcio, de modo que,
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en las células diferenciadas hacia osteoblastos aparecen depdsitos de calcio tenidos en
negro por dicho colorante. Una vez fijadas, las células se incubaron durante 1 hora con
nitrato de plata al 5% en agua destilada con exposicion a la luz del sol v,
posteriormente, se lavaron con agua destilada. Después, las muestras fueron incubadas
con tiosulfato de sodio al 5% en agua destilada durante 2 minutos, se lavaron con agua
destilada, se contratifneron con hematoxilina de Gill Ill durante 4 minutos y se montaron
con glicerol-gelatina tras un lavado con agua destilada antes de ser visualizada en el

microscopio 6ptico.

Diferenciacion condrogénica

Para llevar a cabo la diferenciaciéon condrogénica, se utilizé la técnica de la micromasa
gque consiste en mantener las células agrupadas formando un precipitado para
favorecer la diferenciacién. Se traspasaron 1.000.000 de células a un tubo de centrifuga
de 15 mly se centrifugaron a 277 g durante 5 minutos. El sedimento celular obtenido se
mantuvo durante 27 dias con el medio inductor de diferenciacién StemXVivo™
Chondrogenic Base Media y StemXVivo™ Chondrogenic Supplement, realizando cambios
de medio de cultivo cada 2-3 dias. Ademds, como control se incubaron precipitados
celulares con el medio de cultivo estandar de MSCs (Tabla 1). Transcurrido este tiempo,
el sedimento celular fue fijado con formaldehido al 4% durante 3 horas a temperatura
ambiente. Tras lavar las muestras con PBS para eliminar los restos de fijador, se
incubaron con sacarosa al 5% durante 20 minutos y, posteriormente, con sacarosa al
30% durante toda la noche a 4°C para crioprotegerlas. Finalmente, las muestras fueron
incluidas en un medio criosolidificable (OCT-Compound) y cortadas en secciones de 5
um en el criostato. Para comprobar la diferenciacion condrogénica, durante la cual las
células sintetizan y secretan mucopolisacaridos a la matriz extracelular, se utilizd Ia
tincion de azul alcian, la cual tifie los mucopolisacaridos de color azul. Para llevar a cabo
esta tincidn se incubaron las secciones con acido acético al 3% durante 3 minutos v,
seguidamente, se realizd una incubacidon de 15 minutos con azul alcian al 1% disuelto

en acido acético. Tras lavar las muestras con agua destilada, las células se contratifieron
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con hematoxilina de Gill lll durante 30 segundos vy, por ultimo, se lavaron y montaron

con glicerol-gelatina para visualizarlas en el microscopio dptico.

6. Induccion de la diferenciacion de las hAT-MSCs a células epiteliales

corneales

Para estudiar la capacidad de diferenciacion de las hAT-MSCs a células de epitelio
corneal, se cultivaron en presencia de sefiales y/o factores caracteristicos del
microambiente del nicho corneo-limbar. Las hAT-MSCs fueron sembradas en
confluencia elevada (40.000 céIuIas/cmz), factor descrito como inductor de
diferenciacion,'® y se utilizaron dos sustratos diferentes para su cultivo, plastico y
colageno IV. Como medios de cultivo inductores de la diferenciacién se emplearon
medios condicionados (200 ul/cmz) con sobrenadantes de la linea celular de epitelio

corneal humano HCE y de cultivos primarios de FL humanos.

6.1. Condicionamiento de medios de cultivo

Con el fin de condicionar el medio de cultivo de las hAT-MSCs, o en adelante medio
basal (MB), con sobrenadantes del cultivo de células HCE, estas ultimas fueron
cultivadas en preconfluencia con 200 pl/cm” de MB durante 24 horas, momento en el
cual se recogié el MB condicionado con las células HCE (HCEcMB). Este proceso se
repitio durante 4 dias consecutivos. Los medios condicionados obtenidos en los
diferentes dias de cultivo fueron mezclados, filtrados a través de un filtro de poro de

0,22 um y almacenados a -80°C y en oscuridad hasta su uso.

En el caso del condicionamiento del MB con FL, se llevd a cabo un protocolo
previamente descrito,™®* con algunas modificaciones. En este caso, la mitosis de los FL
fue inhibida mediante la incubacion con 10 pg/ml de mitomicina C durante 2 horas a
37°C. Los FL inactivos fueron lavados con PBS, levantados de los frascos de cultivo con
tripsina-EDTA 0,05% y sembrados en una proporcién de 50.000-60.000 FL/cm’.

Diariamente, y durante 7 dias consecutivos, se recogié el medio resultante del cultivo
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de los FL con 200 pl/ml de MB (FLcMB). Los medios condicionados obtenidos en los
diferentes dias de cultivo fueron mezclados, filtrados a través de un filtro de poro de

0,22 um y almacenados a -80°C y en oscuridad hasta su uso.

6.2. Recubrimiento de placas de cultivo con colageno IV

Para el cultivo de las hAT-MSCs en condiciones de induccion de la diferenciacién hacia

. . . . 162
epitelio corneal se emplearon placas tapizadas con colageno IV.

Para ello, las placas
de cultivo de poliestireno se incubaron durante 6 horas a 37°C con 100 pl/cm? de una
solucidn de colageno IV a una concentracion de 0,5 mg/ml. Posteriormente, la solucién
de colageno IV sobrante se retiré de las placas de cultivo, se lavd la superficie de las
mismas con agua destilada y se esterilizaron durante 4 horas bajo radiacion UV o con

etanol al 70% durante 30 minutos.

6.3. Cultivo de las hAT-MSCs en condiciones de induccion de la diferenciacion

Las hAT-MSCs fueron cultivadas en condiciones inductoras de la diferenciacion hacia
epitelio corneal durante 24 horas, 8, 15 y 22 dias para estudiar su fenotipo a nivel de
ARNm. Ademas, mediante citometria de flujo, western-blotting e inmunofluorescencia
se estudid la expresion proteica de las hAT-MSCs cultivadas durante 15 dias en las

condiciones de induccion de la diferenciacion.

7. Analisis de la expresion génica mediante reaccion en cadena de la
polimerasa a tiempo real con transcripcion reversa (Reverse

Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)

7.1. Procesamiento de las muestras

La extraccion de ARN total se llevd a cabo en las hAT-MSCs antes y después de su
cultivo en condiciones de diferenciacion hacia epitelio corneal. Para ello, las células
fueron levantadas de las placas de cultivo mediante rascado con tampdn de lisis celular,

compuesto por B-mercaptoetanol y tampon “RLT Rneasy® Mini Kit” (1:100).
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Posteriormente, los lisados celulares fueron recogidos en dicho tampdn y congelados a

-80°C hasta su posterior uso.

7.2. Extraccion, homogeneizacion y purificacion del ARN

Para llevar a cabo la homogeneizacidon y purificacion del ARN total de las muestras se

utilizo el kit de extraccién comercial RNeasy® Mini Kit.

Para ello, se colocaron las muestras en columnas Qiashredder, las cuales contienen un
polimero sintético de fibras cortantes con efecto triturador, y se centrifugaron durante
2 minutos a 15.000 g. Una vez homogeneizadas las muestras, se afiadieron 700 pl de
etanol al 70% para favorecer la posterior union del ARN a la columna. De esta mezcla,
se dispusieron 700 ul en las columnas RNAeasy-mini column, en las cuales el ARN total
se une a una membrana de silica gel. Seguidamente, se realizé una centrifugacion a
9.000 g durante 30 segundos y se desechd el eluido, consiguiendo que el ARN quedase
adherido a la columna de cromatografia. Posteriormente, se procedié a lavar la
columna tres veces. Primero se afiadieron 700 ul de tampdén RW1 y se centrifugd a
9.000 g durante 30 segundos. Seguidamente, se afladieron 500 ul de tampdn RPE y se
centrifugd a 9.000 g durante 30 segundos. Por ultimo, se afiadieron otros 500 pl de
tampon RPE y se centrifugd a 15.000 g durante 30 segundos. Seguidamente, con el fin
de secar las columnas cromatograficas, las muestras se centrifugaron a 15.000 g
durante 1 minuto. Para eluir el ARN enlazado en dicha columna, se afadieron 100 ul de
agua libre de ARNasas, se realizé una incubacion de 10 minutos y se centrifugd a 9.000
g durante 1 minuto. El ARN purificado fue conservado a -80°C hasta su uso. Para
eliminar posibles contaminaciones de las muestras con ADN gendmico, el ARN se trato
durante 15 minutos a temperatura ambiente con una ADNasa (RNAase-Free Dnase Set)

de forma previa a la disolucion del ARN en agua.

7.3. Cuantificacion del ARN

Una vez purificado el ARN, se realizé la cuantificaciéon del mismo. Para ello, se utilizo el

kit comercial Quant-iT RNA Assay. Este kit consta de un reactivo (Quant-iT RNA
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reagent), el cual se une al ARN emitiendo una cantidad de fluorescencia proporcional a
la cantidad de ARN, y de un tampdn de dilucion (Quant-iT RNA buffer) que en una
dilucidon 1:200 constituye la solucion de trabajo. Ademas, incluye dos soluciones
estandar (Quant-iT Standard 1 y 2) de concentracidon conocida de ARN para calibrar el
lector. Se prepard un tubo con 190 pl de solucidon de trabajo y 10 ul de Quant-iT
Standard 1. Del mismo modo, se prepard otro tubo con el Quant-iT Standard 2. Por otro
lado, se preparé un tubo para cada muestra con 199 pl de solucidn de trabajoy 1 ul de
muestra. Se incubaron durante 10 minutos y se midié la fluorescencia en el Qubit-
fluorometro. En primer lugar, se midié la cantidad de ARN en las muestras estandares

para calibrar el aparato, y a continuacién en las muestras problema a cuantificar.

7.4.  Sintesis del ADN complementario (ADNCc): retrotranscripcion

Durante esta etapa, el ARN de las muestras se retrotranscribié a ADNc utilizando el kit
de sintesis SuperScript® Vilo™. Con este kit, se genera una hebra de ADNc gracias a la
accion de la enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase de alta temperatura. El ADNc
fue sintetizado a partir de 1 ug de ARN. Para llevar a cabo esta reaccion se preparé una
disolucion con el ARN vy los reactivos del kit en una proporciéon 7 (ARNm disuelto en
agua): 1 (5X Vilo Reaction Mix): 2 (10X SuperScript Enzime Mix). Dicha disolucién fue
sometida a un ciclo de 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 42°C y, finalmente, 5 minutos

a 85°C en un termociclador. El ADNc fue conservado a -20°C hasta su uso.

7.5.  Amplificacién y cuantificacion de la expresion génica relativa mediante
PCR a tiempo real

La expresidon génica se cuantific6 mediante la utilizacion de sondas TagMan®. Estas
sondas estdn formadas por una combinacién de nucledtidos que se unen de forma
especifica, debido a su complementariedad, a una secuencia diana que se encuentra
entre los cebadores que permiten la amplificacion del gen de interés. Las sondas
TagMan® llevan acoplado un fluoréforo en el extremo 5’ y un quencher (amortiguador)
en el extremo 3’. Un fluoréforo es una molécula que pasa a un estado excitado al

absorber energia y, posteriormente, la emite en forma de fluorescencia al volver a su
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estado inicial. Los quenchers son moléculas que aceptan la energia de un fluorérofo y la

disipan, principalmente, en forma de calor.

En este caso, se utilizé un fluoréforo tipo FAM, que se excita a 492 nm y emite a 515
nm, y un quencher tipo MGB (minor groove binder). Este quencher disipa la energia por
un mecanismo denominado quenching colisional, es decir, cuando el fluoréforo esta en
contacto o muy préximo al quencher se produce la transferencia de energia a este, el
cual la disipa en forma de calor. De esta manera, cuando la ADN polimerasa empieza a
amplificar a partir del cebador unido al ADN, desplaza el extremo 5’ de la sonda, el cual
es degradado por la actividad exonucleasa 5’3’ de la polimerasa. Este proceso libera
el fluoréforo al medio separandolo del quencher, lo que ocasiona un aumento
irreversible de la fluorescencia (Figura 12). Para llevar a cabo la amplificacion génica de
las muestras, se utilizé el tampdn de reaccion TagMan Universal PCR Master Mix. Este
preparado comercial contiene AmpliTag Gold® DNA Polymerase, que es una ADN
polimerasa termoestable. Esta enzima tiene actividad 5’3’ exonucleasa, pero ha
perdido la actividad 3'>5 exonucleasa. Ademas, el preparado contiene dNTPs
(desoxiribonucledtidos trifosfato) con dUTPs (2’-desoxiuridina-5’-triosfato), y AmpErase
UNG (enzima que se afnade al tampdn de reaccion para degradar productos generados

por amplificaciones anteriores y evitar asi falsos positivos).
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Figura 12. Estructura y mecanismo de accion de las sondas TagMan®. Las sondas TagMan®
estan formadas por una secuencia de nucleétidos que es complementaria a una regidn de un gen
especifico. Estas sondas llevan acoplado un fluoréforo en el extremo 5’ y un quencher
(amortiguador) en el extremo 3’. En primer lugar, las sondas se unen a la regidn especifica del
ADNc, para la cual son complementarias, situada entre los cebadores que permiten la
amplificacion del gen de interés. Posteriormente, la ADN polimerasa comienza a amplificar el
ADNCc a partir del extremo 3’ de los cebadores, mientras desplaza el extremo 5’ de la sonda, el
cual es degradado por su actividad exonuclueasa 5 —3’. Este proceso libera el fluoréforo al
medio separandolo del quencher, lo que ocasiona un aumento irreversible de la fluorescencia.
Imagen tomada de www.cultek.com.

Se utilizazon placas de 96 pocillos y se colocaron en cada pocillo 18 ul de la solucién
preparada a partir de: H,O libre de nucleasas, 20X Target Primers-Probe (Tabla 5) y 2X
Tagman Universal PCR Master Mix en una proporcién 7:1:10, respectivamente.
Posteriormente, se afiadieron a cada pocillo 2 ul de ADNc de cada una de las muestras y
se analizaron por duplicado. Las placas fueron incubadas en el termociclador y
sometidas a 1 ciclo de 2 minutos a 50°C, seguido de 1 ciclo de 10 minutos a 95°C y de
otro de 1 minuto a 60°C. Por Utimo, las muestras fueron sometidas a 40 ciclos formados

cada uno de ellos por una fase de 15 segundos a 95°C y por otra de 1 minuto a 60°C.
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Tabla 5. Sondas Tagman empleadas en el estudio de la expresion génica a nivel de ARNm
mediante RT-PCR a tiempo real.

Referencia de Applied

Nombre del gen Siglas Biosystems
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa GAPDH 4352934E
Citoqueratina 3 CK3 Hs00365080_m1
Citoqueratina 12 CK12 Hs00165015_m1

Los niveles de expresidon del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
fueron utilizados como control enddgeno de cada reaccién. Como controles negativos
se utilizaron dos pocillos en los que se colocaron todos los componentes a excepcion de

la muestra de ADNCc.

El analisis de los resultados se realizd siguiendo el método comparativo de ciclos
umbrales, método comparativo Ct, del inglés cycle threshold, entendiendo por C: el
numero de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de fluorescencia
significativa con respecto a la seial base y que, ademas, es inversamente proporcional a
la cantidad inicial de moléculas de ADNc. El método comparativo Ct calcula la cantidad
de expresion de los genes relativa a un calibrador y la normaliza con un valor enddgeno,

utilizando la siguiente férmula:
—-AACt
Ctz 2
Donde ACt = Ct gen de interés — Ct gen de referencia

Y el AACt se calcula mediante: AACt = ACt muestra — ACt calibrador

Para realizar estos calculos, una vez finalizada la reaccion de PCR, fue necesario
establecer el umbral de deteccidon Ct dentro de la fase exponencial de todas las curvas
de amplificacion. Posteriormente, se analizaron los resultados utilizando la expresiéon
de GAPDH como gen de referencia (control enddégeno) y tomando como calibrador la

expresion de los respectivos genes en las hAT-MSCs cultivadas sobre pldstico y con MB.
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8. Analisis de la expresion proteica mediante western-blotting

8.1. Extraccion de proteinas

Las hAT-MSCs cultivadas en condiciones de induccién de diferenciacion hacia epitelio
corneal fueron lisadas mediante rascado en hielo con tampdén de
radioinmunoprecipitacion (RIPA; 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 1% de acido
desoxicolico, 1% Tritdn X-100, 0,1% de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) y 1 mM EDTA)
suplementado con inhibidores de proteasa y fosfatasas (100 pg/ml de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo, 0,033 U/ml de aprotinina, 1 mM de ortovanadato sddico).
Posteriormente, el lisado celular se homogeneizd en un sonicador durante 20-30
segundos, se incubd durante 30 minutos en hielo, se centrigugd a 15.000 g a 4°C
durante 30 minutos y, por ultimo, se recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a

-80°C hasta su utilizacion.

8.2. Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas totales se utilizé la técnica del BCA (4cido
bicinconinico), utilizando el BCA™ Protein Assay Kit. Esta técnica se basa en que las
proteinas reducen el i6n Cu*y producen el i6n Cu*. El ién Cu® es quelado por dos
moléculas de BCA produciendo un producto de color purpura. De esta forma, se
determind la concentracion proteica en funcidén de la absorbancia colorimétrica en el
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 562 nm. El método de cuantificacion se
realizdé mediante interpolacion con una curva patron obtenida tras la lectura de

diluciones seriadas de albumina sérica bovina de concentraciones conocidas.

8.3. Electroforesis y western-blotting

Las proteinas obtenidas de los lisados celulares se mezclaron con solucién Laemmli en
proporcion 1:1 y se incubaron a 110°C durante 5 minutos para producir la
desnaturalizacion de las mismas. Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (10%)

con dodecilsulfato sdédico (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE), las

62



MATERIALES Y METODOS

proteinas (20 pg) fueron separadas en funcién de su peso molecular, utilizando los
siguientes parametros: 15 minutos a 70 V y 90 minutos a 110 V. Posteriormente, las
muestras fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa, utilizando una intensidad
de 350 mA durante 90 minutos en frio. A continuacién, las membranas se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con solucién de bloqueo (5% de leche entera,
4% de FBS y 0,05% de Tween-20 en tampon tris salino (TBS)) y, seguidamente, con los
anticuerpos primarios CK3, CK12 y GAPDH (Tabla 6) diluidos en la soluciéon de bloqueo
durante toda la noche a 4°C. Por ultimo, las membranas fueron incubadas con los
anticuerpos secundarios donkey anti-mouse-HRP (horseradish peroxidase) (1:5.000) o
donkey anti-rabbit-HRP (1:2.000) durante 1 hora a temperatura ambiente. El revelado
de la actividad peroxidasa se realizé por quimioluminiscencia usando los reactivos
Immun-Star™ HRP Peroxide Buffer e Immun-Star™ HRP Luminol/Enhancer (Immun-
Star™ HRP Kit) y el sistema de documentacion de geles Chemi-Doc® XRS. Las bandas
correspondietes a las proteinas en estudio se identificaron utilizando el marcador
estandar de peso molecular conocido. Las imagenes de las bandas obtenidas fueron
cuantificadas mediante densitometria con el programa Quantity One (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EEUU). Los datos obtenidos fueron normalizados con la
expresion de GAPDH (control endégeno) para cada muestra. Como condicién control,

se utilizaron las células cultivadas sobre plastico con MB.

9. Analisis de la expresion proteica mediante inmunofluorescencia

9.1. Procesamiento de las muestras

Caracterizacion de células HCE y de FL

Para caracterizar las muestras celulares procedentes del cultivo de la linea celular HCE y
de los cultivos primarios de FL se analizd la expresion proteica de determinados
marcadores mediante inmunofluorescencia. En el caso de las HCE, se analizaron los
marcadores especificos de epitelio corneal CK3 y CK12. En el caso de los FL se analizé la

expresién de las proteinas CD90, S100A4 (FSP1) y vimentina, como marcadores de
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fibroblastos, y de pan-citoqueratina (pan-CK) para descartar la contaminacién epitelial
en dichos cultivos primarios. Las células fueron sembradas en placas de Permanox® de
8 pocillos (1,8 cmz/pocillo), en una proporcién de 12.500 células/cm” en el caso de la
linea celular HCE y de 5.000 células/cm® para los FL. Transcurrida una noche de
incubacién a 37°C, 5% CO, y 95% de humedad con el medio de cultivo correspondiente,
las células fueron lavadas con PBS y fijadas con metanol frio a -20°C durante 10

minutos. Las muestras fueron congeladas a -20°C hasta su uso.

hAT-MSCs inducidas a diferenciacion

Para estudiar la capacidad de diferenciacion de las hAT-MSCs a células epiteliales
corneales, se analizd la expresidon proteica de los marcadores CK3 y CK12 en las hAT-
MSCs antes y después de la induccidon de la diferenciacion. Para ello, las hAT-MSCs
cultivadas en condiciones estandar se sembraron en una proporcién de 10.000
células/cm’® en placas de Permanox® de 8 pocillos. Las hAT-MSCs cultivadas en
condiciones de induccion de la diferenciacion se sembraron a 40.000 céIuIas/cm2 en el
mismo tipo de placas y se mantuvieron en cultivo durante 15 dias bajo condiciones
inductoras de diferenciaciéon. En ambos casos, las células fueron fijadas con metanol

frio a -20°C durante 10 minutos.

Muestras histoldgicas procedentes de los modelos ex vivo e in vivo

Las muestras histolégicas procedentes de los modelos ex vivo e in vivo fueron
procesadas, incluidas, cortadas y desparafinadas como se indica en apartado
correspondiente al estudio histopatolégico. Ademas, debido a que el fijador utilizado
podia enmascarar los epitopos de las proteinas, las muestras fueron sometidas a un
proceso de desenmascaramiento antigénico mediante incubacién con tripsina al 0,1%
durante 20 minutos a 37°C. El marcador analizado en las muestras procedentes del
modelo ex vivo fue 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) para la localizacion de las hAT-MSCs
previamente marcadas con dicha molécula. Con el fin de desnaturalizar el ADN vy

facilitar la entrada del anticuerpo para detectar la expresion de la BrdU, fue necesario
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incubar previamente las muestras durante 30 minutos a temperatura ambiente con HCI
2 M. Posteriormente, las muestras fueron incubadas durante 10 minutos a temperatura
ambiente con tampdn de borato sédico (10 mM NaOH, pH 8,5) para neutralizar los
restos de HCI. En las muestras procedentes de los modelos de SIL en conejo, ademas del
andlisis de la expresidn de BrdU para localizar las hAT-MSCs en los tejidos, se analizd la
expresion de CK3 y E-cadherina como marcadores de epitelio corneal diferenciado,
CK15 y p63 como marcadores de células madre de epitelio limbar y CK7 y lectina (que
se une especificamente a mucinasle3) conjugada con FITC como marcadores de epitelio

conjuntival.

9.2 Inmunofluorescencia

Todo el proceso se realizd6 en cdmara humeda. Las muestras fueron lavadas dos veces
con PBS durante 5 minutos y permeabilizadas con tritén al 0,3 % en PBS durante 10
minutos a temperatura ambiente. A continuacidn, se realizaron tres lavados de 5
minutos con PBS seguidos de una incubacién de 1 hora con solucién de bloqueo (suero
de burro o de cabra al 5% en PBS) a temperatura ambiente. Posteriormente, las células
fueron incubadas con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 6) durante
toda la noche a 4°C y una vez finalizado este paso, fueron incubadas con el anticuerpo
secundario correspondiente (Alexa Fluor® 488 donkey anti-mouse 1:200 o Alexa Fluor®
488 donkey anti-rabbit 1:300 o PECy5 goat anti-mouse 1:100) durante 1 hora a
temperatura ambiente y lavadas tres veces con PBS durante 5 minutos. Las muestras en
las que se estudié la expresion de CK7 fueron incubadas con lectina (1:500) durante 30
minutos a temperatura ambiente, tras la incubacion con el anticuerpo secundario, para
poner de manifiesto la presencia de células caliciformes. Seguidamente, los nucleos
fueron tefiidos con ioduro de propidio (1:12.000) durante 10 minutos en el caso de los
cultivos celulares, o con El colorante Hoechst (1:1.000) en los cortes histoldgicos.
Finalmente, se realizaron dos lavados con PBS y se montaron los portaobjetos con
medio de montaje Vector®. Las muestras fueron visualizadas en un microscopio
invertido de fluorescencia. En todos los experimentos, se incluyeron controles

negativos en los que se omitid la incubacion con los anticuerpos primarios.
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Tabla 6. Anticuerpos primarios utilizados para realizar las técnicas de inmunofluorescencia (IMF)

y western-blotting (WB).

Nombre del anticuerpo Especificidad Clon Dilucién
Anti-Ab-1 (CD90) Fibroblastos AS02 1:40 (IMF)
Anti-BrdU hAT-MSCs marcadas BU-33 1:500 (IMF)
(MA ex vivo)
Anti-BrdU-DyLight 650  hAT-MSCs marcadas 1:100 (IMF)
Anti-E-cadherina Células epiteliales 36 1:100 (IMF)
. Células epiteliales 1:50 (IMF);
Anti- CK3 corneales AES 1:500 (WB)
Anti-CK7 Células epiteliales OV-TL12/30  1:50 (IMF)
conjuntivales
. Células epiteliales 1:50 (IMF);
Anti-CK12 corneales H60 1:200 (WB)
Anti-CK15 Células madre limbares LHK15 1:50 (IMF)
Anti-GAPDH Housekeeping 10B8 1:500 (WB)
Anti-pan-CK Células epiteliales 80 1:50 (IMF)
Anti-p63 Células madre limbares 4A4 1:50 (IMF)
Anti-S100A4 (FSP1) Fibroblastos 1B10 1:100 (IMF)
Anti-vimentina Fibroblastos V9 1:500 (IMF)

10. Marcaje de las hAT-MSCs con 5-bromo-2-deoxiuridina

La BrdU es un analogo sintético del nucleétido timidina, que puede ser incorporado a la
cadena de ADN durante la fase S del ciclo celular sustituyendo a la timidina. En Ila
actualidad, esta molécula se utiliza para identificar células de ciclo celular corto y/o
para marcar una poblacién celular para su posterior localizacion.®? Las hAT-MSCs fueron
marcadas con BrdU antes de ser trasplantadas a los modelos ex vivo e in vivo, descritos
mas adelante. Cuando las células alcanzaron el 70% de confluencia, se incubaron con
BrdU 10 uM durante 24 horas a 37°C antes de su utilizacién. Una vez marcadas, se
identificé la localizacién de las hAT-MSCs en los tejidos mediante inmunofluorescencia

frente a BrdU.
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11. Cultivo de las hAT-MSCs sobre MA

Se utilizaron MA humanas procedentes de cesareas programadas que fueron cedidas
por el Establecimiento de Tejidos de la Clinica San Francisco de Ledn con el cual se tiene
firmado un acuerdo de cesidn para este fin. Las MA fueron procesadas de acuerdo con

164 . pe .
1.,””" con algunas modificaciones. Una

el protocolo previamente descrito por Tseng et a
vez recogidas, las MA fueron lavadas con suero fisioldgico y antibiéticos (30 pg/ml
tobramicina, 75 pg/ml vancomicina, 120 pg/ml sulfametoxazol y 25 pg/ml
trimetoprima), cortadas en piezas de unos 4 cm x 4 cm y almacenadas a -80°C en
DMEM-glicerol (1:1) hasta su uso. Antes de ser utilizadas, las MA fueron descongeladas,
lavadas 3 veces con solucién de Hanks (Hanks Balanced Salt Solution, HBSS) durante 10
minutos en agitacion para eliminar los restos de glicerol y, posteriormente,
desepitelizadas mediante rascado tras previa incubacidon con tripsina-EDTA 0,25%
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las MA fueron cortadas en
fragmentos de 2,5 cm x 2,5 cm y colocadas en placas de cultivo de 6 pocillos con la
membrana basal hacia arriba. Las hAT-MSCs fueron sembradas sobre la membrana
basal de las MA en las proporciones de 250.000, 1.000.000 y 10.000.000 hAT-MSCs por
MA. Las células fueron sembradas en un volumen inicial de medio de cultivo de 250 pl

para favorecer su adhesién a la MA y transcurridas 2 horas se afiadieron 200 pl /cm? de

medio de cultivo de hAT-MSCs.

12. Modelo de daio corneal por causticacion en ojos de cerdo ex vivo

Basandonos en trabajos previos publicados por otros grupos de investigacion en

7 . 73,74,1
cérneas de cerdo y de conejo, 374,165

se desarrollé un modelo de dafio corneal en ojos
de cerdo ex vivo con el fin de evaluar el trasplante de diferentes dosis de hAT-MSCs en
él. Para ello, se utilizaron ojos de cerdo procedentes del matadero local, a los cuales se
les retiraron los restos de musculo y grasa y fueron lavados con povidona iodada al 2% y
con una solucién de PBS suplementada con antibidticos y antifingicos (100 U/ml de

penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 pg/ml de fungizona). Posteriormente, se

. . ~ . . . s / 166
indujo un dafio corneal mediante la inmersion de las cérneas en n-heptanol puro
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durante 1 minuto, seguida de varios lavados en PBS para eliminar los restos del mismo.
Para confirmar la eliminacion completa del epitelio corneal y limbar, las cérneas fueron
sumergidas en colorante azul tripan, el cual tifie las células muertas. Posteriormente, se
rasco el epitelio con un cuchillete, asegurando la retirada de todo el epitelio tefiido de
azul. El botdn corneoescleral fue separado del resto del globo con unas tijeras dejando
unos 8 mm de esclera y los restos de iris fueron eliminados. Por uUltimo, se afadié agar
fundido en la parte posterior del botdn corneoescleral para que, una vez solidificado,

mantuviera la forma convexa del botdn en las placas de cultivo (Figura 13).

12.1. Trasplante de MA con diferentes dosis de hAT-MSCs sobre el modelo ex
vivo de daio corneal por causticacion

Para determinar la dosis de hAT-MSCs mads adecuada para su trasplante a la superficie
ocular, se trasplantaron sobre el modelo de dafio corneal ex vivo diferentes dosis de
hAT-MSCs sembradas sobre MA (Figura 13). Las dosis celulares estudiadas fueron
250.000, 1.000.000 y 10.000.000 hAT-MSCs. Las MA fueron trasplantadas siempre con
las hAT-MSCs en contacto con la cornea. Como controles se utilizaron corneas de cerdo
sanas, corneas con dafio epitelial sin trasplante y cérneas con dafo epitelial con
trasplante de MA sin células. Una vez realizado el trasplante de las MA con o sin hAT-
MSCs en el modelo ex vivo, se afladié medio de cultivo hasta cubrir la zona del limbo de
los botones corneoesclerales, permitiendo que la superficie corneal quedara en la
interfase aire-liquido. El medio utilizado durante los 2-3 primeros dias de cultivo fue el
medio habitual de hAT-MSCs con mayor concentracion de antibiéticos y antifungicos
(1.000 U/ml de penicilina, 1.000 pg/ml de estreptomicina y 2,5 pg/ml de fungizona). A
partir de este momento, el medio de cultivo empleado fue el medio de cultivo de hAT-
MSCs con la concentracién habitual de antibiéticos y antifungicos y fue renovado cada
2-3 dias. Diariamente se afiadieron 1-2 gotas de medio de cultivo sobre la superficie de
la cornea para mantener las muestras humedas. Transcurridas dos semanas desde la
realizacién del trasplante, la MA fue levantada de los botones con pinzas vy fijada con
formaldehido tamponado al 4% para posteriormente detectar, mediante

inmunofluorescencia frente a BrdU, la presencia/ausencia de hAT-MSCs sobre ella.
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Ademas, se estudid el grado de defecto epitelial corneal mediante tincidn con tiras de
fluoresceina sddica. Para ello, se pusieron en contacto tiras de fluoresceina mojadas
con una gota de PBS con la superficie corneal de los botones corneoesclerales v,
posteriormente, se lavaron con PBS para eliminar el exceso de fluoresceina sddica.
Seguidamente, se realizaron fotografias con luz azul cobalto y filtro amarillo, y se
cuantificd el area del defecto epitelial mediante planimetria utilizando el programa de
analisis de imagen Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Asimismo, los botones
corneoesclerales fueron fijados en formaldehido tamponado al 4%, incluidos en
parafina y cortados en el microtomo (cortes de 4 um de espesor) con el fin de realizar el
estudio histolégico de los mismos y poder determinar el grado de recuperacion del
epitelio corneal alcanzado con las diferentes dosis de hAT-MSCs. Conjuntamente,
mediante inmunofluorescencia frente a BrdU, se estudio la presencia y la ubicaciéon de

las hAT-MSCs trasplantadas en los cortes histoldgicos.

1. Limpieza del globo ocular y 2. Obtencidn del botén
desepitelizacidon de la cornea esclerolimbocorneal

3. Trasplante de MA sobre el botén
esclerolimbocorneal

Figura 13. Metodologia seguida para el desarrollo del modelo de daiio corneal en ojo de cerdo
ex vivo y para el trasplante de MA sobre su superficie.
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13. Desarrollo de un modelo experimental de fracaso de la superficie

ocular por SIL

Para el estudio de la tolerancia y la eficacia del trasplante de hAT-MSCs para el
tratamiento de SIL es necesario disponer de modelos animales de esta enfermedad. En
el presente trabajo se han desarrollado 3 modelos diferentes de SIL en dos especies
animales: cerdo (modelo de SIL total) y conejo (modelo de SIL parcial y modelo de SIL
total). Todos los procedimientos quirurgicos llevados a cabo en los animales fueron

realizados por el mismo cirujano experto.

13.1. Desarrollo de un modelo de SIL total en cerdo

Los ensayos desarrollados en el cerdo in vivo se realizaron en el animalario de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Ledn y en colaboracién con el

Establecimiento de Tejidos Fundacién Clinica San Francisco de Leén.

Para el desarrollo del modelo de SIL total en cerdo (Sus scrofa) se utilizaron 4 animales
hembras de 4 semanas de edad, los cuales fueron sedados mediante inyeccién
intramuscular de midazolam 0,35 mg/kg, ketamina 5 mg/kg y atropina 0,02 mg/kg v,
posteriormente, anestesiados mediante inyeccidn intravenosa de propofol 4-6 mg/kg.
Los animales fueron intubados y la anestesia fue mantenida mediante administracién
de isofluorano al 2% en 300 ml de oxigeno por via inhalatoria. La cérnea del ojo
derecho de cada animal fue desepitelizada mediante contacto con un hisopo empapado

166 . . Ny . . . .z
7. Esta desepitelizacion fue confirmada mediante tincién con

con n-heptano
fluoresceina sédica. Posteriormente, para eliminar las células madre limbares se realizé
un dafio criogénico en los 360° del limbo poniendo en contacto la zona limbar con un
dispositivo metalico, disefiado especialmente para tal efecto, previamente introducido
en nitrégeno liquido (Figura 14). Por ultimo, mediante sutura con seda 5.0, se realizo

una tarsorrafia (sutura de los parpados) en el ojo lesionado y se mantuvo durante la

primera semana. Tras la lesidn, se administraron 40 mg de triamcinolona de forma
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transeptal en una Unica dosis y antibidticos (cefalosporina) y analgésicos (0,01 mg/Kg

buprenorfina) sistémicos que se mantuvieron durante la primera semana tras la cirugia.

1. Desepitelizacion corneal con 2. Lesion criogénica del limbo
n-heptanol

Figura 14. Metodologia seguida para el desarrollo del modelo in vivo de SIL en cerdo.

13.2. Desarrollo de un modelo de SIL parcial y otro de SIL total en conejo

Todos los procedimientos realizados en conejo se llevaron a cabo en el animalario de la

Universidad de Valladolid.

Se desarrollaron dos modelos de SIL en conejo (Oryctolagus cuniculus), uno parcial y
otro total. Para el desarrollo de estos modelos se utilizaron 12 conejos adultos New
Zealand White hembra de 4-4,5 kg de peso. En 6 de ellos se indujo un SIL parcial y en
los otros 6 un SIL total. En primer lugar, los conejos fueron anestesiados mediante una
Unica inyeccidon intramuscular de ketamina 50 mg/kg y xilacina 7 mg/kg,
complementado con 3 gotas de anestésico combinado tépico ocular (tetracaina 1
mg/ml y oxibuprocaina 4 mg/ml) y analgésico sistémico (buprenorfina 0,02 mg/Kg). A
continuacién, se indujo el SIL en el ojo derecho de cada conejo mediante
desepitelizacion de la cérnea con n-heptanol, la cual fue confirmada mediante tinciéon
con fluoresceina sédica. Seguidamente, se realizd una limbectomia quirurgica parcial,
de 180° del limbo (de VII a | segun los husos horarios en el ojo derecho, incluyendo
limbo superior y temporal) o una limbectomia total de los 360° del limbo para eliminar
las células madre epiteliales del nicho limbar parcialmente, o en su totalidad,
respectivamente (Figura 15), retirando 1-1,5 mm de la conjuntiva adyacente.
Posteriormente, se administraron antiinflamatorios y antibidticos tdpicos (2 gotas de
una solucién compuesta por neomicina 3500 Ul/ml, polimixina B 6000 Ul/ml vy

dexametasona 1 mg/ml, y aplicacion de un ungliento compuesto por tobramicina 3
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mg/g), y antibidticos (enrofloxacina 5 mg/Kg) y analgésicos (buprenorfina 0,02 mg/Kg)
sistémicos el dia de la cirugia y diariamente durante los cuatro dias posteriores a la

cirugia.

1. Desepitelizacidon corneal con 2. Limbectomia quirurgica
n-heptanol

Figura 15. Metodologia seguida para el desarrollo del modelo in vivo de SIL en conejo.

14. Evaluacion de los signos clinicos en los modelos animales

14.1. Evaluacion y seguimiento del modelo porcino de SIL

Los signos clinicos neovascularizacidon, opacidad corneal y defecto epitelial fueron
evaluados semanalmente durante el primer mes y cada 2-3 semanas durante el
segundo y el tercer mes de seguimiento (Figura 16). El defecto epitelial fue puesto de
manifiesto mediante tincion con fluoresceina sédica y lampara de luz azul cobalto para
la toma de fotografias. Ademas, durante estas revisiones se recogieron citologias de
impresion corneal mediante papel de filtro de acetato de celulosa que fueron fijadas
posteriormente en etanol al 96%. El seguimiento completo de los animales fue de 12
semanas desde el momento de la induccién del modelo. Transcurrido este tiempo, los
animales fueron anestesiados y se realizd la eutanasia de los mismos mediante
inyeccion intravenosa de 200 mg/kg de pentobarbital sédico. Los globos oculares
fueron enucleados y transportados al IOBA en frascos que contenian gasas
humedecidas con suero fisiolégico, donde se realizaron los estudios de microscopia

laser confocal y de histopatologia.
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Lesion Trasplante de Eutanasia

| | | | | | I
0 1 2 3 6 9 12

Tiempo (semanas)

Figura 16. Esquema cronolégico de los procedimientos realizados en el modelo de SIL en cerdo.
Realizacion de la lesion en la semana 0 y trasplante de MA en la semana 3. Valoracién de los
signos clinicos en las semanas 1, 2, 3, 6, 9 y 12 del periodo de seguimiento. Eutanasia de los
animales en la semana 12.

14.2. Evaluacion y seguimiento del modelo de SIL parcial en conejo

Los signos clinicos neovascularizacién, opacidad corneal y defecto epitelial fueron
evaluados, semanalmente y bajo lampara de hendidura, por dos investigadores
independientes. El defecto epitelial fue puesto de manifiesto mediante tincién con
fluoresceina sddica e iluminacidon con l[dmpara de luz azul cobalto para la toma de
fotografias. Para realizar las valoraciones se asigné un valor entre 0 y 4 (de menor a
mayor afectacion) a toda la cérnea para cada signo clinico evaluado (Tabla 7)."*’
Ademads, se realizaron fotografias del estado de la superficie ocular, a partir de las
cuales se cuantificé el area del defecto epitelial mediante planimetria con el programa
de analisis de imagen Image J. Transcurridas 11 semanas desde el momento de la
induccion del SIL (8 semanas desde la realizacién del trasplante), los animales fueron
anestesiados, siguiendo el mismo protocolo anteriormente detallado, y se realizd la
eutanasia de los mismos mediante inyeccidon intravenosa de 200 mg/kg de
pentobarbital sédico. Tras la eutanasia, los botones corneoesclerales fueron recogidos
para su posterior estudio histolégico y de inmunofluorescencia. Algunos de los botones

corneoesclerales de los ojos contralaterales sanos fueron recogidos para su estudio

como controles sanos.
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Tabla 7. Escala de valoracion de los signos clinicos que se utilizé para evaluar la evolucion del
modelo de SIL parcial desarrollado en conejo. Valoracién de la neovascularizacién, de la opacidad
corneal y del defecto epitelial de 0 a 4, de menor a mayor severidad.

Valoracién Neovascularizacion Opacidad corneal Defecto epitelial
0 Ausencia Ausencia Ausencia
1 Area< Media Area<%
2 Va<adreass Moderada Ya<dreasls
3 Yh<area<s ¥ Severa, pupila visible Yh<darea<s %
4 Area> % Severa, pupila no visible Area> %

14.3. Evaluacion y seguimiento del modelo de SIL total en conejo

Semanalmente y bajo ldmpara de hendidura fueron evaluados, por dos investigadores
independientes, los signos clinicos neovascularizacion, opacidad corneal, invasion del
tejido conjuntival y defecto epitelial. Se considerd invasién del tejido conjuntival
cuando, desde el borde limbar, se observé la entrada hacia la cérnea de un tejido
facilmente identificable de forma visual como tejido conjuntival (Figura 17). El defecto
epitelial fue puesto de manifiesto mediante tincidn con fluoresceina sddica, lampara de
luz azul cobalto y filtro amarillo para la toma de fotografias. Para realizar las
valoraciones lo mds objetivamente posible, la superficie corneal fue dividida en 5 zonas,
las cuales fueron valoradas de forma independiente asignando valores entre 0 y 4 (de
menor a mayor afectacidn) para cada signo clinico evaluado (Tabla 7 y Figura 17).
Posteriormente, se realizd la media aritmética de los valores de las 5 zonas para cada
uno de los signos clinicos evaluados para obtener un Unico valor que representara el
estado de la cornea completa. Asimismo, se realizaron fotografias del estado de la
superficie ocular. En ellas, la longitud de los neovasos y del tejido conjuntival que
penetraban hacia el centro corneal fue cuantificado con el programa de andlisis de
imagen Image J. Ademas, en el caso de la longitud de los neovasos se empled la escala
Efron (Figura 17)."®® En cuanto al defecto epitelial, se cuantificé el 4rea afectada
mediante planimetria con el programa de analisis de imagen Image J. De igual modo

qgue en el caso del modelo de SIL parcial, transcurridas 11 semanas desde el momento

74



MATERIALES Y METODOS

de la induccidn del SIL (8 semanas desde la realizacién del trasplante), los animales

fueron anestesiados y se realizd la eutanasia de los mismos. Los botones
corneoesclerales fueron recogidos para su posterior estudio histolégico y de

inmunofluorescencia.

B ., Invasion del tejido
Valoracion

conjuntival
0 Ausencia
1 Area<u
2 Va<drea<h
3 Va<dreas<¥
4 Area > %
C LONGITUD DE LOS NEOVASOS (Escala Efron)

Cérmea transparente
Reflejo blanco

Los vasos penetran
< 1 mm desde el
cuadrante inferior

izquierdo (ClI)

Los vasos penetran
2 mm-3 mm desde el Cll
Enrojecimiento limbico
Reflejo menos nitido
Turbidez corneal central

Los vasos penetran
4 mm-5 mm desde el ClI
Turbidez corneal en toro
a los vasos
Reflejo moteado

Los vasos penetran 6 mm
desde el Cll
Lipidos en el borde de
avance vascular
Reflejo muy difuso

Figura 17. Escalas de valoracién de los signos clinicos empleadas en el modelo de SIL total en
conejo. (A) Esquema de los 5 cuadrantes en los que se dividié la cérnea para la evaluacion de los
signos clinicos neovascularizacidn, opacidad corneal, invasidon del tejido conjuntival y defecto
epitelial. (B) Escala de valoracidn que se utilizé para evaluar la invasién del tejido conjuntival de 0
a 4, de menor a mayor severidad. Fotografia representativa de la invasién del tejido conjuntival
hacia la cérnea central. (C) Escala Efron con la que se valoré la penetracion de los neovasos hacia
el centro corneal. Imagenes modificadas de las originales de Efron N. Grading scales for contact
lens complications. Ophthalmic Physiol Opt. 1998,;18(2):182-86.
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15. Trasplante de MA con o sin hAT-MSCs sobre la superficie ocular de los

modelos animales

15.1. Trasplante en el modelo porcino de SIL

Transcurridas 3 semanas desde la lesidn, tal y como se representa en la figura 16, se
realizd el trasplante de MA sobre la superficie ocular de 4 animales a los que se les
habia inducido el SIL. Previamente al trasplante, los animales fueron anestesiados
siguiendo el mismo protocolo de anestesia y sedacidn descrito en el apartado
correspondiente a la inducciéon del SIL en cerdo. El trasplante se realizé suturando la MA
a la esclera del animal mediante sutura continua con nailon 9.0. A continuacion, se
realizd una tarsorrafia con seda 5.0 para proteger el trasplante del parpadeo. Por
ultimo, se administraron 40 mg de triamcinolona de forma transeptal en una Unica
dosis y antibidticos (cefalosporina) y analgésicos (buprenorfina 0,01 mg/Kg) sistémicos

gue se mantuvieron durante la primera semana tras la cirugia.

15.2. Trasplante en los modelos de SIL en conejo

Transcurridas 3 semanas desde la lesidn se realizé el trasplante de MA (con o sin hAT-
MSCs) sobre la superficie ocular de 15 animales. Tres animales con SIL parcial fueron
trasplantados con MA sin hAT-MSCs, 6 animales con SIL parcial fueron trasplantados
con MA con 250.000 hAT-MSCs y otros 6 animales con SIL total fueron trasplantados
con MA con 250.000 hAT-MSCs. Previamente al trasplante, los animales fueron
anestesiados siguiendo el mismo protocolo de anestesia y sedacién descrito en el
apartado correspondiente a la induccion del SIL parcial y total en conejo. El trasplante
se realizé suturando la MA a la esclera del animal mediante 6 puntos, dados de forma
continua en el modelo parcial y con puntos sueltos en el modelo total, utilizando una
sutura de polipropileno Surgipro™ Il 7.0. A continuacién, se realizd una tarsorrafia
parcial en el ojo implantado con seda 5.0, la cual se mantuvo durante las 2 semanas
posteriores al trasplante (tiempo aproximado en el que la MA tarda en reabsorberse)

para proteger el trasplante del parpadeo (Figura 18). Inmediatamente después de
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realizar el trasplante, se administraron 40 mg de triamcinolona de forma transeptal y
durante los cuatro dias posteriores a la cirugia se administraron diariamente
antiinflamatorios y antibidticos tdpicos, y antibidticos y analgésicos sistémicos como se
ha descrito en apartados anteriores. En el modelo de SIL total se retiraron los puntos
con los cuales se habia suturado el trasplante en el momento de la apertura de la
tarsorrafia, mientras que estos puntos permanecieron en la esclera a lo largo de todo el

estudio en el modelo de SIL parcial.

Lesion Trasplante de Eutanasia
MA * hAT-MSCs

Y N e R I B
o 1 2 3 W e 7 8 9 10 1

Tiempo (semanas)

Figura 18. Esquema cronolégico de los procedimientos realizados en los modelos de SIL en
conejo. Realizacidon de la lesidon en la semana 0. Trasplante de MA con o sin hAT-MSCs vy
realizacién de tarsorrafia en la semana 3. Valoracidon semanal de los signos clinicos durante todo
el periodo de seguimiento, exceptuando en la semana 4 debido a la presencia de la tarsorrafia
(cruz negra). Apertura de la tarsorrafia en la semana 5 (representacion de ojo abierto). Eutanasia
de los animales en la semana 11.

16. Procesamiento de citologias de impresion corneal

Las citologias de impresidn corneal recogidas en las revisiones realizadas durante el
seguimiento en el modelo porcino de SIL fueron tefidas con las tinciones de PAS y de
Papanicolau modificadas'® para estudiar la presencia de células caliciformes en la
cornea central. Las citologias, una vez fijadas en etanol al 96%, se rehidrataron
realizando un pase por alcohol al 70% antes de realizar una inmersidén en agua
destilada. Posteriormente, se incubaron las muestras con acido peryédico al 0,5%
durante 2 minutos, se lavaron con agua, se incubaron con el reactivo de Schiff durante
2 minutos y con metabisulfito sddico al 0,5% durante 2 minutos. Se realizé una
incubacion de las citologias con hematoxilina de Gill lll durante 2 minutos, seguida de

un lavado con agua destilada, una incubacién con acido clorhidrico al 0,05% durante 1
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minuto, otro lavado en agua y una incubacién con sustitutivo de agua Scott (2 mg/ml de
bicarbonato sddico + 10 mg/ml de sulfato de magnesio en agua destilada) durante 1
minuto. Por ultimo, las citologias se deshidrataron mediante su paso por alcoholes de
concentracion creciente (80%, 96% y 100%) y un ultimo paso por xileno antes de

realizar el montaje de la preparacion con Entellan.

17. Microscopia laser confocal en ojos de cerdo ex vivo

El estado histoldgico de la cornea y el limbo en los globos oculares ex vivo procedentes
del modelo de SIL en cerdo fue estudiado mediante microscopia laser confocal. Se
realizaron secciones épticas desde las capas mds superficiales del epitelio hasta las
zonas profundas del estroma tanto en areas del limbo superior e inferior, como en

cérnea central.

18. Estudio histopatoldgico

Las muestras histoldgicas procedentes de los estudios ex vivo e in vivo fueron
inmediatamente fijadas con formaldehido tamponado al 4% tras su obtencién para su
posterior estudio histopatoldgico. Previamente a la fijacidn, las muestras de tejido
ocular procedentes de los modelos de SIL parcial y total desarrollados en conejo fueron
talladas de forma que se obtuvo unicamente la zona central del botédn corneoescleral,
comprendiendo limbo superior, cérnea central y limbo inferior, para su posterior
procesamiento (Figura 19). Una vez fijadas, las muestras fueron procesadas en el
procesador automatico de tejidos siguiendo los siguientes ciclos: 20 minutos a
temperatura ambiente en alcohol al 60%, 20 minutos a temperatura ambiente en
alcohol al 70%, 2 pasos de 20 minutos cada uno a temperatura ambiente en alcohol al
95%, 2 pasos de 20 minutos cada uno a temperatura ambiente en alcohol al 100%, 2
pasos de 20 minutos cada uno a temperatura ambiente en alcohol al 100% con xileno, 2
pasos de 20 minutos cada uno a temperatura ambiente en xileno y, por ultimo, 4 pasos

de 15 minutos cada uno a 60°C con presién y vacio en parafina. A continuacién, las
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muestras fueron incluidas en parafina y cortadas en el microtomo con un espesor de 4

um.

Superior

Muestra a analizar

Cdrnea Limbo

Temporal Nasal

Inferior

Figura 19. Esquema representativo de la muestra tisular recogida para su posterior analisis
histopatoldgico en los estudios ex vivo e in vivo. Se recogieron los botones corneoesclerales y se
tallaron de forma que se obtuvo unicamente la zona central, comprendiendo limbo superior,
cornea central y limbo inferior, para su posterior procesamiento.

Previamente a la realizacion de la tincién con PAS, los cortes histoldgicos fueron
desparafinados para permitir la penetracion en el interior de los tejidos de las
soluciones acuosas utilizadas durante la tincion. Para ello, las muestras se mantuvieron
en una estufa a 60°C durante toda la noche y, posteriormente, se incubaron con xileno
puro en tres pasos de 5 minutos cada uno. Para rehidratar las muestras, éstas se
pasaron por una bateria de alcoholes de concentracion decreciente (100% , 96% y 80%)
manteniéndolas durante 4 minutos en cada uno de ellos. Posteriormente, los cortes
fueron lavados con agua e incubados con acido peryddico al 0,5% durante 5 minutos
para su tincion. A continuacidn, las muestras se lavaron con agua destilada de nuevo y
se incubaron con el reactivo de Schiff durante 15 minutos en oscuridad. Tras otro
lavado con agua destilada, los tejidos se incubaron con hematoxilina de Gill lll durante 5

minutos. Por ultimo, los cortes histoldgicos fueron lavados con agua corriente vy
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pasados por una bateria de alcoholes de concentracién creciente (80%, 90% y 100%) y
xileno para deshidratar las muestras y realizar el montaje de las preparaciones con la
solucién Entellan. Las muestras fueron escaneadas en el ACIS Il (Automated Cellular

Imaging System), de donde fueron obtenidas fotografias representativas.

Mediante la tincidon con PAS se puso de manifiesto la presencia de células caliciformes
(tipicas del epitelio conjuntival) en el epitelio corneal y limbar y la presencia de células
inflamatorias y vasos sanguineos en el estroma corneal y limbar. Ademas, se estudiaron
los cambios estructurales producidos en los tejidos como consecuencia de la realizacién

del dafio o del trasplante de las MA con o sin hAT-MSCs.

19. Analisis estadistico

Los valores representados en el presente trabajo corresponden con la media de los
resultados obtenidos en los diferentes experimentos realizados + el error estdndar de la
media (SEM). El analisis estadistico se realizd con el programa estadistico SPSS (SPSS
18.0 para Windows, SPSS Inc.) y bajo el asesoramiento de la Unidad de Estadistica del
IOBA (Dra. Itziar Ferndndez). Los valores de p < 0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.

Las diferencias entre dos condiciones fueron calculadas aplicando el test de t-Student

de muestras independientes.

En el estudio de la capacidad de diferenciacién de las hAT-MSCs hacia epitelio corneal
se llevé a cabo un analisis de la varianza (ANOVA) de 2 factores. Se realizd una prueba
de homogeneidad de las varianzas (test de Levene) para determinar qué test estadistico
aplicar, el test de Tukey para varianzas homogéneas o el test de Games-Howell para

varianzas diferentes.

Para el analisis de los signos clinicos evaluados en los modelos de SIL, los datos fueron
transformados en proporcidon de cambio con respecto a la semana 3 (momento de la

realizacién del trasplante), para poder analizar el efecto del trasplante, y se aplicaron
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test no paramétricos. Para comparar la severidad de los signos entre los diferentes
grupos de animales se utilizaron el test de Kruskal-Wallis (con mds de dos grupos) y el
test de U de Mann-Whitney (con dos grupos). Para estudiar la evolucion de dichos
signos a lo largo del tiempo se emplearon el test de Friedman (con mds de dos grupos)
y el test de Wilcoxon (con dos grupos). Ademas, para el estudio de los signos clinicos
cuantificados mediante andlisis de imagen se realizé un ANOVA de 1 factor (test de

Tukey o test de Games-Howell).
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1. Caracterizacion de la poblacion celular estromal aislada a partir de los

lipoaspirados

La poblacidn celular estromal aislada a partir de los lipoaspirados fue caracterizada, tal
y como se describe en la seccién de materiales y métodos, con el fin de asegurar que la
poblacion celular utilizada en el presente trabajo cumplia los criterios minimos para ser
considerada como una poblacién de MSCs.?® Siguiendo estos criterios, en primer lugar
se aseguro su capacidad de adherencia al plastico observdndolas durante el cultivo tras
su aislamiento. Durante los primeros dias de cultivo, se observé cdmo gran parte de las
células aisladas no se adherian al plastico ya que eran células sanguineas. Por el
contrario, otra parte de la poblacién celular aislada se adheria de forma eficaz a las
placas de cultivo. Mediante la realizacidon de pases sucesivos, las células sanguineas no
adherentes se fueron eliminando y la poblacidon celular selecionada mantenia la

capacidad de adherencia al plastico.

Mediante citometria de flujo, se estudié el inmunofenotipo de las distintas poblaciones
celulares aisladas de diferentes donantes cuando se encontraban en P3-4 tras ser
cultivadas en condiciones estandar. Se observé que mas del 95% de la poblacion celular
expresaba los marcadores CD73, CD90 y CD105, mientras que menos del 2% de la
poblacién expresaba los marcadores CD34, CD45, CD14, CD19 y HLA-DR (Figura 20). Por
tanto, las poblaciones celulares obtenidas a partir de los diferentes lipoaspirados

presentaba el inmunofenotipo propio de una poblaciéon de MSCs.
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Figura 20. Analisis de la expresidon de marcadores de MSCs por citometria de flujo. Mas del 95%
de la poblacién celular analizada expresaba los marcadores CD73, CD90 y CD105, mientras que
menos del 2% de la poblacion expresaba los marcadores CD34, CD45, CD14, CD19 y HLA-DR. En
rojo se representan los controles de isotipo, mientras que en amarillo se representa la expresion
del marcador correspondiente. En naranja se observa la superposicion de ambos colores.
Resultados representativos procedentes de 6 experimentos independientes a partir de muestras
de 6 donantes diferentes.

Ademads, se estudid la capacidad de diferenciacion in vitro de la poblacién celular
obtenida hacia tejido adiposo, 6seo y cartilaginoso. Se observd que las células se
diferenciaron a adipocitos, osteoblastos y condroblastos tras 15, 29 y 27 dias de cultivo
en las condiciones inductoras de la diferenciacién, respectivamente. Tras la induccidn
adipogénica, se observo la presencia de vacuolas lipidicas ocupando la mayor parte de
los citoplasmas celulares (tefiidas en rojo con la tincién Oil Red O). La diferenciacién a
osteoblastos fue puesta de manifiesto por la aparicién de depdsitos de calcio (tefiidos
en negro con la tincion de Von Kossa). En la diferenciacidon condrogénica, se observaron

los mucopolisacaridos (tefiidos en azul con la tincién de azul alcian) presentes en la

matriz extracelular secretada por los condroblastos (Figura 21).
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Figura 21. Capacidad de diferenciacion multilinaje de la poblacién celular aislada de los
lipoaspirados. Las células se diferenciaron a adipocitos (tefiidas en rojo con la tincidn Oil Red O),
osteoblastos (depdsitos de calcio tefiidos en negro con la tincion de Von Kossa) y condroblastos
(mucopolisacéridos tefiidos en azul con la tincién azul alcian) tras su cultivo en condiciones
inductoras de la diferenciacién. Resultados representativos procedentes de 6 experimentos
independientes a partir de muestras de 6 donantes diferentes. Escala de la barra: 50 um.

Con estos resultados, se pudo afirmar que las poblaciones celulares estromales aisladas

a partir de los lipoaspirados y utilizadas en este trabajo cumplian los criterios minimos

definidos por la ISCT para ser consideradas MSCs.

Ademas, se estudié su morfologia, su complejidad, su viabilidad y su ciclo celular tras
ser cultivadas hasta P3-4 en condiciones estandar. Mediante microscopia éptica de
contraste de fases se observo la morfologia alargada y fusiforme tipica de las hAT-MSCs
(Figura 22). Mediante citometria de flujo se analizé el tamano y la complejidad celular,
observandose que las hAT-MSCs cultivadas en condiciones estandar presentaban un
tamafo variable y una complejidad celular baja. La viabilidad de las hAT-MSCs
cultivadas en condiciones estandar fue siempre superior al 95%. En cuanto al ciclo
celular, el indice medio de proliferaciéon de las hAT-MSCs cultivadas en condiciones
estandar fue de 20,8% + 2,8%, lo que indicd que era una poblacién celular con elevada
tasa de proliferacién, ya que aproximadamente el 20% de las células estaban

proliferando (Figura 22).
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Figura 22. Morfologia, complejidad, viabilidad y ciclo celular de la poblacion de hAT-MSCs
cultivadas en condiciones estandar. (A) Fotografia tomada en un microscopio éptico de
contraste de fases donde se observa la capacidad de adherencia al plastico de las hAT-MSCs y su
morfologia alargada y fusiforme. Escala de la barra: 100 um. (B) Grafico obtenido mediante
citometria de flujo en el que se representa el tamafio celular (FS, en el eje de abscisas) y la
complejidad celular (SS, en el eje de ordenadas) de hAT-MSCs en P3-4. Las hAT-MSCs en P3-4
cultivadas en condiciones estdndar presentaron un tamafio variable y una complejidad celular
baja. (C) Grafico obtenido mediante citometria de flujo donde se representa la viabilidad celular
de una poblacion de hAT-MSCs en P3-4 cultivadas bajo condiciones estandar. Mas del 95% de la
poblacién de hAT-MSCs fueron viables (negativas para los marcajes con anexina V y ioduro de
propidio). (D) Grafico obtenido mediante citometria de flujo donde se representa el ciclo celular
de una poblacién de hAT-MSCs en P3-4 cultivadas bajo condiciones estandar en la que en torno
al 20% de las células se encontraban proliferando (células en fases S + G,/M). Resultados
representativos procedentes de 6 experimentos independientes a partir de muestras de 6
donantes diferentes.
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2. Caracterizacion de la linea celular de epitelio corneal humano HCE y de

los FL humanos

De forma previa a la obtencién de los medios de cultivo condicionados, se
caracterizaron las células utilizadas para condicionar estos medios de cultivo. Bajo el
microscopio 6ptico de contraste de fases, la linea celular HCE presentd una morfologia
poligonal, tipica de las células epiteliales. Mediante inmunofluorescencia, se observé
gue estas células expresaban las proteinas especificas de epitelio corneal diferenciado
CK3 y CK12 (Figura 23). Por otro lado, los FL presentaron una morfologia alargada y
fusiforme. Ademads, se comprobd que estas células expresaban las proteinas tipicas de
fibroblastos CD90, vimentina y FSP1 (S100A4)."°'’?> No se observé expresion del
marcador pan-CK en los cultivos de FL, lo que descarté la contaminacion de células

epiteliales en dicha poblacion celular (Figura 23).
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Figura 23. Caracterizacion de las células HCE y de los FL. (A) Las células de la linea celular HCE

mostraron una morfologia poligonal y la expresién de los marcadores de epitelio corneal
diferenciado CK3 y CK12 (flourescencia verde). Imagenes representativas de 4 experimentos
independientes. (B) Los FL mostraron una morfologia fusiforme, expresaron las proteinas CD90,
vimentina y FSP1 (S100A4) (flourescencia verde) y no expresaron el marcador epitelial pan-CK.
Imagenes representativas de 4 experimentos independientes de FL aislados de 4 donantes
diferentes. Nucleos celulares contratefiidos con ioduro de propidio (fluorescencia roja). Escala de
la barra: 50 um.
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3. Efecto de las condiciones de induccion de la diferenciacion hacia

epitelio corneal sobre las hAT-MSCs

Las hAT-MSCs en P3-4 fueron cultivadas durante 15 dias (o 22 dias para el andlisis de
ARNmM) bajo condiciones de induccidn de la diferenciacion hacia epitelio corneal. Para
ello, se cultivaron en confluencia elevada (40.000 céIuIas/cmz) sobre pldstico o
colageno IV y con el medio de cultivo base (MB) o los medios condicionados HCECMB o

FLcMB.

3.1. Efecto en la morfologia, la complejidad, la viabilidad y el ciclo celular

Bajo el microscopio Optico de contraste de fases, se observd que las hAT-MSCs
cultivadas durante 15 dias en confluencia elevada en plastico y colageno IV y con los
medios MB y FLcMB mantenian una morfologia celular alargada y fusiforme. En cambio,
cuando fueron cultivadas con el medio HCEcMB, tanto sobre colageno IV como sobre
pldstico, las células adquirieron una morfologia mds poligonal, mas similar a la
morfologia tipica epitelial (Figura 24A). Mediante citometria de flujo, se observd que,
bajo las diferentes condiciones de cultivo estudiadas, las hAT-MSCs aumentaron en
complejidad en comparacion con las hAT-MSCs cultivadas en condiciones estandar. El
mayor aumento de complejidad se observd en las células cultivadas con el medio
HCEcMB, tanto en pldstico como en coldgeno IV (Figura 24B). Estos datos fueron
corroborados mediante microscopia Optica de contraste de fases, ya que se observo
que las hAT-MSCs cultivadas con HCEcMB mostraban mayor cantidad de gradnulos
citoplasmaticos en comparacién con las células cultivadas en el resto de condiciones
(Figura 24). El sustrato en el que se cultivaron las células no produjo efectos

significativos en el grado de complejidad celular.
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Figura 24. Morfologia, tamaiio y complejidad de las hAT-MSCs cultivadas durante 15 dias en
condiciones inductoras de diferenciacion hacia epitelio corneal. (A) Fotografias tomadas en un
microscopio Optico de contraste de fases. (B) Histogramas obtenidos mediante citometria de
flujo donde se representa el tamafio celular (eje de abscisas) frente a la complejidad celular (eje
de ordenadas). Se observd una morfologia mas poligonal en las hAT-MSCs cultivadas con
HCEcMB. La complejidad celular aumentd en las diferentes condiciones de cultivo, con respecto
a las hAT-MSCs cultivadas en condiciones estandar, alcanzando la mayor complejidad aquellas
células cultivadas con el medio HCEcMB. Resultados representativos procedentes de 4
experimentos independientes. Escala de la barra: 50 um.

En todas las condiciones estudiadas, la viabilidad de las hAT-MSCs fue superior al 95%,
por lo que las condiciones inductoras de la diferenciaciéon no afectaron a la viabilidad

celular. En cuanto al ciclo celular, el indice medio de proliferacion de las hAT-MSCs
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cultivadas en las condiciones inductoras de la diferenciacion disminuyd de forma
estadisticamente significativa de 20,8% + 2,8% (en condiciones estandar) a 12,7% +

1,8% (en condiciones inductoras de la diferenciacion).

3.2. Efecto en el inmunofenotipo

Mediante citometria de flujo, se analizd la expresion de los marcadores CD73, CD90,
CD105, CD34, CD45, CD14, CD19 y HLA-DR en las hAT-MSCs cultivadas durante 15 dias
en las diferentes condiciones de diferenciacion. No se observaron cambios en cuanto al
porcentaje de células que expresaban cada marcador en las poblaciones celulares
analizadas con respecto a las hAT-MSCs cultivadas en condiciones estandar. Mas del
95% de la poblacion celular expresé los marcadores CD73, CD90 y CD105, y menos del
2% de la poblacidon expresé CD34, CD45, CD14, CD19 y HLA-DR. Por el contrario, se
observaron cambios en cuanto a la cantidad de proteina media expresada por célula,
representado como MFI. En las hAT-MSCs cultivadas bajo condiciones estandar, el MFI
de los marcadores CD73, CD90 y CD105 fue de 13,7, 13,2y 2,9, respectivamente. En las
hAT-MSCs cultivadas durante 15 dias en las diferentes condiciones estudiadas, el MFI
de estos mismos marcadores CD73, CD90 y CD105 aumentd con respecto a las células
cultivadas en condiciones estandar. En el caso del CD105, ademas, el aumento del MFI
fue estadisticamente significativo en las hAT-MSCs cultivadas en HCECMB, con respecto
a las células cultivadas en MB o FLcMB (Figura 25). No se encontraron diferencias entre
el MFI de las células cultivadas en plastico y las cultivadas en coldgeno IV. Los MFI de los
marcadores CD34, CD45, CD14, CD19 y HLA-DR no sufrieron ningin cambio en las
células cultivadas en las diferentes condiciones estudiadas con respecto a las células

cultivadas en condiciones estandar.
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Figura 25. Inmunofenotipo de las hAT-MSCs tras 15 dias de cultivo en condiciones inductoras
de diferenciacion hacia epitelio corneal. La cantidad de proteina media expresada por célula
(MFI) del marcador CD105 aumenté de forma significativa en las hAT-MSCs tras 15 dias de
cultivo con el medio HCEcMB. No se encontraron diferencias significativas entre los dos sustratos
estudiados. Resultados obtenidos mediante citometria de flujo y expresados como la media
aritmética de 4 experimentos independientes + SEM. Test estadistico: ANOVA de 2 factores. *p <
0,05.

Ademas, se estudid la expresidn de estos marcadores en la linea celular HCE y en los FL.
Sorprendentemente, el 82% de la poblacion de células HCE expresaba CD73, y el 67%
expresaba CD105, pero ninguno de los demas marcadores analizados. En el caso de los
FL, éstos expresaron los marcadores CD73, CD90 y CD105 (el 97%, 95% y 86% de la
poblacion de FL, respectivamente), mostrando asi un inmunofenotipo similar al de las
hAT-MSCs. En cuanto al MFI de los diferentes marcadores, tanto en células HCE como

en FL, la cantidad de proteina expresada por célula fue en todos los casos menor que la

expresada por las hAT-MSCs (datos no mostrados).

3.3. Efecto en la expresion génica y proteica de marcadores de epitelio corneal
diferenciado

Mediante RT-PCR a tiempo real, se analizd la expresion relativa de ARNm de los
marcadores propios de epitelio corneal diferenciado CK3 y CK12 en las hAT-MSCs
cultivadas durante 1, 8, 15 y 22 dias en las diferentes condiciones estudiadas. La
expresion de ARNm detectada en las células cultivadas en las diferentes condiciones fue
comparada con la expresion encontrada en las hAT-MSCs cultivadas en MB vy plastico
(calibrador), a la cual se le asigné de forma arbitraria el valor 1. Transcurridos 22 dias de
incubacion, la expresion relativa de ARNm de CK3 fue significativamente menor en las

células cultivadas en pldastico con FLcMB con respecto a las cultivadas con MB. En las
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hAT-MSCs cultivadas en colageno 1V, la disminucion de la expresion de CK3 se produjo
en el dia 1 de incubacién, tanto en las células incubadas con HCEcMB como en las
incubadas con FLcMB. Aunque la expresion relativa de ARNm de CK3 en las células
cultivadas sobre plastico fue mayor que en las cultivadas sobre coldageno IV, estas

diferencias no fueron significativas (Figura 26).

En el caso del marcador CK12, la expresidn relativa de ARNm permanecio estable en el
tiempo en las células incubadas con FLcMB, en ambos sustratos. En las hAT-MSCs
cultivadas con HCEcMB, la expresion relativa de CK12 aumentd a lo largo del tiempo,
alcanzando la mayor expresion tras 8 dias de cultivo en ambos sustratos. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las hAT-MSCs cultivadas
durante 8 y 15 dias en plastico con HCEcCMB con respecto a las células cultivadas
durante 1 dia en las mismas condiciones. El aumento de expresion de CK12 fue
significativo a los 8, 15 y 22 dias en las células cultivadas con HCEcMB en plastico con
respecto a las células cultivadas en MB o FLcMB. En el caso de las células cultivadas
sobre colageno |V, la expresion relativa de CK12 fue significativamente mayor en las
células cultivadas durante 8 dias con HCEcMB con respecto a las cultivadas con FLcMB.
Aunque el aumento en la expresion relativa de ARNm de CK12 fue mayor en las células
crecidas sobre plastico que en las crecidas sobre coldageno IV, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre ambos sustratos (Figura 26).
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Figura 26. Expresidn relativa de ARNm de CK3 y CK12 en hAT-MSCs cultivadas, hasta 22 dias, en
condiciones inductoras de diferenciacién hacia epitelio corneal. La expresién relativa de ARNm
del marcador de epitelio corneal CK12 fue significativamente mayor en las células cultivadas con
HCEcMB en comparacién con las células cultivadas con FLcMB o MB. Resultados obtenidos
mediante RT-PCR a tiempo real y expresados como la media aritmética de 4 experimentos
independientes + SEM. Test estadistico: ANOVA de 2 factores. *p < 0,05, **p <0,01.

La expresidon proteica de los marcadores CK3 y CK12 en las hAT-MSCs cultivadas
durante 15 dias en las diferentes condiciones descritas anteriormente fue analizada
mediante western-blotting. Los extractos proteicos de la linea celular HCE fueron
utilizados como controles positivos para la identificacién de las bandas de CK3 y CK12.
En todas las células estudiadas, la proteina CK3 fue detectada en una banda de 64 KDa,
mientras que la proteina CK12 fue detectada en una banda de 108 KDa. La expresién
detectada en las hAT-MSCs cultivadas en las diferentes condiciones fue comparada con
la expresion mostrada por las células cultivadas con MB sobre plastico, a la cual se le
asignd de forma arbitraria el valor 1. En las hAT-MSCs cultivadas en colageno IV con

HCEcMB, la expresién de CK3 disminuyd significativamente con respecto a las células

cultivadas en MB. En el caso de la CK12, en las células cultivadas en plastico con
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HCEcMB la expresién de este marcador fue significativamente mayor que en las células
cultivadas con FLcMB o MB. Aunque la expresién del marcador CK12 fue mayor en las
células crecidas en pldstico que en las crecidas en coldgeno IV, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre ambos sustratos (Figura 27).
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Figura 27. Expresion proteica de CK3 y CK12 en hAT-MSCs cultivadas durante 15 dias en
condiciones inductoras de diferenciacién hacia epitelio corneal. (A) Imagen representativa de
las bandas obtenidas mediante western-blotting en 3 experimentos independientes. (B)
Resultados obtenidos mediante densitometria de las bandas procedentes de 3 experimentos
independientes. La expresion del marcador de epitelio corneal CK12 fue significativamente
mayor en las hAT-MSCs cultivadas con HCEcMB en comparacién con los otros medios de cultivo
estudiados. Datos normalizados con GAPDH y expresados como la media aritmética + SEM. Test
estadistico: ANOVA de 2 factores. *p < 0,05, **p <0,01.

La expresion de los marcadores propios de epitelio corneal CK3 y CK12 fue también
analizada mediante inmunofluorescencia en las hAT-MSCs cultivadas durante 15 dias en
las diferentes condiciones de cultivo. Se observé que las hAT-MSCs cultivadas en
condiciones estandar y los FL (resultados no mostrados), expresaban de forma basal
estas proteinas. Se observd la expresiéon de CK3 en las hAT-MSCs cultivadas en las
diferentes condiciones, siendo mayor la expresién en plastico que en coldgeno IV. En
células HCE, FL y hAT-MSCs cultivadas en condiciones estandar o en sobreconfluencia

con MB, la expresiéon de CK12 se observd localizada por todo el citoplasma (Figuras 23 y
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28). Sin embargo, en las hAT-MSCs cultivadas con HCEcMB o FLcMB, la localizacién de la
proteina CK12 se observd en zonas perinucleares. No se observaron diferencias entre

los sustratos plastico y coldgeno IV en cuanto a la expresion de CK12 (Figura 28).

Plastico Colageno IV

hAT-MSCs HCEcMB LFcMB HCEcMB LFcMB

Figura 28. Andlisis por inmunofluorescencia de la expresion proteica de CK3 y CK12 en hAT-
MSCs cultivadas en condiciones estandar o en condiciones inductoras de diferenciacion hacia
epitelio corneal durante 15 dias. Las hAT-MSCs cultivadas en condiciones estandar expresaron

los marcadores CK3 y CK12 (fluorescencia verde) en todo su citoplasma. En las hAT-MSCs
cultivadas con HCEcMB y FLcMB la expresion del marcador de epitelio corneal CK12 se localizd
en zonas perinucleares. Los nucleos celulares fueron tefiidos con ioduro de propidio
(fluorescencia roja). Imagenes representativas procedentes de 3 experimentos independientes.
Escala de la barra: 50 um.

En resumen, en las hAT-MSCs cultivadas con el medio condicionado HCEcMB se observd
la adquisicion de una morfologia mds poligonal, un aumento de la complejidad celular y
un aumento de la expresiéon de los marcadores CD105 y CK12. Estos resultados sugieren
gue las hAT-MSCs son capaces de adquirir caracteristicas similares a las propias del

fenotipo epitelial corneal cuando son sometidas a un microentorno con sefales

proporcionadas por un epitelio corneal diferenciado.

4. Estudio de dosis celulares en el modelo ex vivo de daiho corneal por

causticacion

Para establecer la dosis mas adecuada de hAT-MSCs con la que realizar los trasplantes a
la superficie ocular, se utilizé6 un modelo ex vivo de dafio corneal por causticacién
desarrollado en el laboratorio dirigido por la Prof. Julie Daniels (Department of Ocular

Biology and Therapeutics, Institute of Ophthalmology, University College London (UCL)).
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Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se realizd una estancia de 3 meses de
duracion en dicho laboratorio con el fin de estudiar la dosis de hAT-MSCs mas adecuada
utilizando el modelo de dafio corneal ex vivo. Gracias a la realizacion de esta estancia, la

presente tesis doctoral opta a la “mencion internacional”.

4.1. Estudios realizados levantando la MA

Efecto de las diferentes dosis de hAT-MSCs en el grado de defecto epitelial

Se desarrollé el modelo de dano epitelial (cérnea y limbo dafados) en ojos de cerdo ex
vivo y se le aplicaron MA con 250.000, 1.000.000 y 10.000.000 de hAT-MSCs.
Transcurridas 2 semanas desde la aplicacion de MA con las diferentes dosis celulares,
las MA fueron levantadas de los botones corneoesclerales y se estudié el grado de
defecto epitelial mediante tincion con fluoresceina sdédica. Como controles se utilizaron
botones corneoesclerales mantenidos con epitelio, botones desepitelizados y botones
desepitelizados trasplantados con MA sin células. En los botones control que se
mantuvieron con el epitelio durante 2 semanas en interfase aire-liquido se observé la
aparicion de pequeios defectos epiteliales. En todos los botones corneoesclerales en
los que se habia retirado el epitelio previamente, los defectos epiteliales observados en
la cérnea alcanzaron areas mayores a 1,2 cm’. El 4rea de defecto epitelial fue
significativamente mayor en los botones corneoesclerales desepitelizados y
trasplantados con MA, con MA + 1.000.000 hAT-MSCs y con MA + 10.000.000 hAT-
MSCs con respecto al de los botones mantenidos con epitelio sin trasplantar. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el area de defecto epitelial
entre los botones sin epitelio tratados con diferentes dosis de hAT-MSCs, ya que en
todos los casos se observaron defectos epiteliales que ocupaban areas mayores a 1,2

cm” (Figura 29).
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Figura 29. Defecto epitelial observado en los botones corneoesclerales del modelo ex vivo

trasplantados con diferentes dosis de hAT-MSCs tras levantar las MA de la superficie ocular.
Los datos (representados como la media aritmética de 3 experimentos independientes + SEM) y
las imagenes muestran el drea de defecto epitelial (tincion con fluoresceina sédica en verde) que
presentaron los botones corneoesclerales. En los botones desepitelizados y trasplantados con
MA, MA + 1.000.000 hAT-MSCs y MA + 10.000.000 hAT-MSCs el defecto epitelial fue
significativamente mayor que en los botones mantenidos con epitelio. No se observaron
diferencias significativas entre los botones sin epitelio trasplantados con diferentes dosis de hAT-
MSCs. Resultados representativos de 3 experimentos independientes. Test estadistico: t-Student.
*p £0,05.

Se realizd un estudio histolégico y se analizd el estado del epitelio en los botones
corneoesclerales tras levantar las MA de los mismos. Ademas de las muestras descritas
anteriormente, se estudiaron muestras control con y sin epitelio fijadas en el momento
de ser recibidas del matadero. Las muestras control con epitelio presentaban 6-7 capas
de epitelio en la cérnea y 8-9 capas de epitelio en el limbo. Ademas, el limbo
presentaba una estructura de crestas y valles similar a la descrita en humanos. En el
caso de las muestras control sin epitelio, fijadas tras la desepitelizacion, se observo la
ausencia total de epitelio tanto en cérnea como en limbo. En el caso de los botones
corneoesclerales con epitelio mantenidos en cultivo durante 2 semanas, se observé una

pérdida de capas de epitelio con respecto al epitelio en condiciones control,

presentando 3-4 capas de células epiteliales, tanto en cérnea como en limbo, lo que se
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correlaciond con los pequenos defectos epiteliales observados con la tincion de
fluoresceina (Figura 29 y 30). En los botones desepitelizados cultivados durante 2
semanas, se observo la ausencia de epitelio casi en la totalidad de la cdrnea y el limbo,
apareciendo unicamente alguna célula epitelial en zonas aisladas. En los botones
desepitelizados y trasplantados con MA (sin hAT-MSCs) se observaron 1-2 capas de
células epiteliales. En el caso de los botones corneoesclerales desepitelizados y
trasplantados con MA con diferentes dosis de hAT-MSCs se observaron 1-2 capas de
células epiteliales tanto en cdrnea como en limbo, sin diferencias entre las diferentes

dosis celulares trasplantadas (Figura 30).
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Figura 30. Histologia de los botones corneoesclerales (tincién con PAS) tras levantar las MA de la superficie del modelo de dafio corneal ex vivo. (A-B)
Cérnea y limbo de un ojo de cerdo control con epitelio. Presentan 6-7 capas de células epiteliales en la cornea y 8-9 en el limbo. Ademas, se observo
una estructura en crestas y valles en el limbo. (C-D) Cérnea y limbo de un ojo de cerdo sin epitelio (fijada tras desepitelizacion). No presentan epitelio.
(E-F) Cornea y limbo de un botdn corneoescleral con epitelio tras 2 semanas en cultivo. Presenta 3-4 capas de células epiteliales. (G-H) Cérnea y limbo
de un botdn corneoescleral sin epitelio tras 2 semanas en cultivo, carentes de epitelio casi en su totalidad. (I-J) Botdn corneoescleral desepitelizado y
trasplantado con MA sin hAT-MSCs. (K-L) Botén corneoescleral desepitelizado y trasplantado con MA y 250.000 hAT-MSCs. (M-N) Botén corneoescleral
desepitelizado y trasplantado con MA y 1.000.000 hAT-MSCs. (O-P) Botdn corneoescleral desepitelizado y trasplantado con MA y 10.000.000 hAT-MSCs.
Presencia de 1-2 capas de células epiteliales en la cdrnea y el limbo de los botones corneoesclerales trasplantados con MA sin hAT-MSCs o con las
diferentes dosis de hAT-MSCs, sin diferencias entre ellos. Imagenes representativas de 3 experimentos independientes. Escala de la barra: 100 um.
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Localizacion de las hAT-MSCs

Una vez levantadas las MA de los botones corneoesclerales, estas fueron analizadas
con el fin de conocer el destino de las hAT-MSCs trasplantadas. Bajo el microscopio
Optico de contraste de fases, se observé la presencia de células adheridas sobre las MA
levantadas de los botones corneoesclerales. Se obseraron células incluso en aquellas
MA que no tenian hAT-MSCs en el momento de la realizacién del trasplante (Figura 31).
Mediante inmunofluorescencia frente a BrdU (las hAT-MSCs habian sido previamente
marcadas con moléculas de BrdU que se intercalan en el ADN) y con ioduro de propidio
(para tefiir los nucleos celulares) se confirmé la presencia de células en todas las MA
levantadas de los botones corneoesclerales. En el caso de las MA trasplantadas sin hAT-
MSCs, se observd la presencia de células no marcadas con BrdU (solo tefiidas con
ioduro de propidio), es decir, de células provenientes del propio botdn corneoescleral
porcino. En el caso de las MA con diferentes dosis celulares, se confirmd la presencia
de células hAT-MSCs (marcadas con BrdU) y células no hAT-MSCs (solo tefiidas con
ioduro de propidio), sin observar diferencias en cuanto a la proporcion de células de un
tipo u otro entre las MA trasplantadas con diferentes dosis celulares (Figura 31). Se
observo que al levantar las MA se estaban quedando adheridas a ellas gran cantidad de
células, tanto hAT-MSCs como células del propio botén corneoescleral. Por lo tanto,
durante el proceso de levantamiento de las MA se podrian haber perdido capas de
células epiteliales en los botones corneoesclerales, lo que pudo afectar a los resultados

de defecto epitelial y de histologia obtenidos.
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Figura 31. Localizacion de las hAT-MSCs en las MA tras ser levantadas de los botones
corneoesclerales del modelo de daiio corneal ex vivo en el cerdo. Fotografias representativas
de microscopia dptica de contraste de fases y de fluorescencia de las MA levantadas de los
botones corneoesclerales transcurridas 2 semanas desde el momento del trasplante. En todas
las MA levantadas, incluso en las que se trasplantaron sin hAT-MSCs, se observaron células
adheridas. Mediante inmunofluorescencia frente a BrdU (fluorescencia verde) y tincidon con
ioduro de propidio (nucleos, fluorescencia roja) se observé que las células presentes en las MA
trasplantadas sin hAT-MSCs no estaban marcadas con BrdU. En las MA con diferentes dosis de
hAT-MSCs se observaron células marcadas con BrdU (hAT-MSCs) y células no marcadas, sin
observar diferencias en cuanto a la proporcién de células de un tipo y otro entre las MA
trasplantadas con diferentes dosis celulares. Resultados representativos procedentes de 3
experimentos independientes. Escala de la barra: 100 um.

Ademads, mediante inmunofluorescencia frente a BrdU, también se estudié la presencia
y la localizacion de las hAT-MSCs en los tejidos de los botones corneoesclerales. Para
ello, se utilizé un anticuerpo primario anti-BrdU diferente al utilizado para localizarlas
en las MA. El cambio de anticuerpo se realizé para mejorar la técnica, ya que se habian
observado problemas de autofluorescencia verde en los tejidos y, por ello, se comenzdé
a utilizar un aticuerpo anti-BrdU marcado con DyLight650 (fluorescencia roja). En las
muestras trasplantadas con las 3 dosis celulares se observaron muy pocas células
marcadas con BrdU (hAT-MSCs), sin encontrar diferencias en cuanto a la cantidad de
células marcadas entre las muestras trasplantadas con las distintas dosis celulares.
Todas las células marcadas se localizaron en zonas estromales muy préximas al epitelio

corneal (Figura 32).

103



RESULTADOS

MA + 250.000 hAT-MSCs  MA + 1.000.000 hAT-MSCs MA + 10.000.000 hAT-MSCs

Figura 32. Localizacion de las hAT-MSCs (inmunofluorescencia frente a BrdU) en las muestras
corneoesclerales trasplantadas con diferentes dosis de hAT-MSCs en el modelo de daiio
corneal ex vivo. Las hAT-MSCs se localizaron (BrdU: fluorescencia roja) en zonas estromales
proximas al epitelio corneal. No se observaron diferencias en cuanto a la cantidad de células
marcadas entre las muestras trasplantadas con diferentes dosis de hAT-MSCs. Ntcleos celulares
tefiidos con el colorante Hoechst (fluorescencia azul). Resultados representativos procedentes
de 3 experimentos independientes. Escala de la barra: 50 um (imdagenes de la parte superior) y
20 um (imagenes de la parte inferior).

Dado que se observd adherencia de células a las MA durante el proceso de
levantamiento de las MA y, en consecuencia, la pérdida de células en los botones
corneoesclerales, se planted realizar el estudio de igual manera pero sin levantar las
MA de los botones corneoesclerales una vez transcurridas las 2 semanas de cultivo.
Debido a que en los experimentos anteriores no se habian observado diferencias
significativas entre las diferentes dosis celulares estudiadas, este estudio se llevd a
cabo solamente trasplantando MA sin células y MA con 250.000 hAT-MSCs,
basandonos en la dosis celular utilizada en el ensayo clinico que se estaba llevando a
cabo con BM-MSCs en pacientes con SIL en el IOBA (EudraCT: 2010-203535-42;
ClinicalTrials.gov: NCT01562002).
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4.2. Estudios realizados sin levantar la MA

Efecto de las hAT-MSCs en el grado de defecto epitelial

Se estudié, mediante histologia, el estado del epitelio corneal de las muestras
corneoesclerales trasplantadas con MA (sin hAT-MSCs o con 250.000 hAT-MSCs) vy
fijadas sin levantar las MA transcurridas 2 semanas en cultivo. Se observd que, en las
muestras con MA trasplantadas sin hAT-MSCs, aparecian 1-2 capas de células
epiteliales tanto en la cdrnea como en el limbo. En las muestras trasplantadas con
250.000 hAT-MSCs se observaron también 1-2 capas de células epiteliales, tanto en la
cornea como en el limbo (Figura 33). En general, en las muestras en las que no se
levanté la MA, se mantuvo una mejor integridad de las capas de epitelio en
comparacién con las muestras en las que la MA se habia levantado (Figura 30). Estos
resultados confirmaron que el proceso de levantar las MA de los botones
corneoesclerales tras 2 semanas en cultivo estaba dafando el epitelio de las muestras.
Por otro lado, no se observaron diferencias en cuanto al nimero de capas de epitelio

entre las muestras trasplantadas con MAy las trasplantadas con MA y hAT-MSCs.
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Figura 33. Histologia de los botones corneoesclerales (tincion con PAS) sin levantar las MA de
la superficie del modelo de daiio corneal ex vivo. Se observd que, tras 2 semanas en cultivo y
sin levantar la MA, en los botones trasplantados con MA y con MA y 250.000 hAT-MSCs
aparecian 1-2 capas de células epiteliales, tanto en la cérnea como en el limbo. Resultados
representativos procedentes de 4 experimentos independientes. Escala de la barra: 50 pm.

Localizacion de las hAT-MSCs

En las muestras trasplantadas con 250.000 hAT-MSCs vy fijadas sin levantar las MA de su
superficie, se estudido también la localizacion de las hAT-MSCs mediante
inmunofluorescencia frente a BrdU. Se observé la presencia de hAT-MSCs en la
superficie de los epitelios corneal y limbar. Este epitelio estaba formado por células
hAT-MSCs (marcadas con BrdU) y por otras células no marcadas con BrdU (Figura 34).
Estos resultados se corresponden con los obtenidos en las MA levantadas, donde se
observaba presencia de células hAT-MSCs junto a células procedentes del propio tejido
del botdn corneoescleral porcino (Figura 31). En este caso no se observaron hAT-MSCs
en el estroma cercano al epitelio como si que sucedid en las muestras en las que se

levantaron las MA, aunque en muy escaso numero (Figura 32). De igual modo, cabria
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esperar que una pequefia cantidad de hAT-MSCs también hubieran migrado hasta las
zonas del estroma cercanas al epitelio en las muestras en las que no se levantaron las
MA. Por consiguiente, las células podrian haber migrado en muy baja cantidad hasta el
estroma pero no se habrian podido observar en los cortes histolégicos debido a que

éstos son una representacion muy escasa del tejido completo.

MA + 250.000 hAT-MSCs

Cdornea Limbo

Figura 34. Localizacion de las hAT-MSCs en las muestras corneoesclerales del modelo de daiio

corneal ex vivo (inmunofluorescencia frente a BrdU) trasplantadas con MA y 250.000 hAT-
MSCs en las que no se levantaron las MA. Las hAT-MSCs se localizaron (BrdU: fluorescencia
roja) en los epitelios corneal y limbar. Se observd que el epitelio estaba formado en parte por
hAT-MSCs y en parte por células de otro origen (no maracdas con BrdU). Nucleos celulares
contratenidos con el colorante Hoechst (fluorescencia azul). Resultados representativos de 4
experimentos independientes. Escala de la barra: 50 um (imagenes de la parte superior) y 20 um
(imagenes de la parte inferior).

Con los resultados obtenidos, se pudo comprobar que el modelo ex vivo utilizado no
era un modelo util para el estudio de la dosis celular y, por lo tanto, no se pudo
establecer qué dosis era la mas adecuada para su trasplante a la superficie ocular. Dada
la falta de evidencias y basandonos en la dosis celular utilizada en el ensayo clinico que

se estaba llevando a cabo con BM-MSCs en pacientes con SIL en el IOBA, se decidié que

la dosis de 250.000 hAT-MSCs seria la que se utilizaria para realizar los trasplantes de
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hAT-MSCs a la superficie ocular en los modelos experimentales de SIL desarrollados en

animales.

5. Modelo de SIL total en cerdo

Se decidié desarrollar un modelo de SIL total en cerdo mediante dafio criogénico de los
360° del limbo. El animal de eleccidon fue el cerdo debido a la similitud de su ojo con el
humano en cuanto a estructuras y a tamafio, permitiendo asi la realizaciéon adecuada
de los procedimientos quirurgicos y la obtencion de resultados potencialmente

extrapolables al humano.

5.1. Evolucion clinica del modelo

El modelo de SIL total se desarrollé en 4 cerdos mediante dafio criogénico del limbo.
Transcurrida 1 semana desde el momento de la realizacidén de la lesidon, se observo la
presencia de vasos sanguineos en la cérnea y opacidad de la misma. El defecto epitelial
creado se cerré parcialmente durante la primera semana de evolucién, permaneciendo
el centro corneal con defecto epitelial. En las semanas posteriores de evolucién, se
observé cémo continuaron penetrando los neovasos hacia el centro corneal y como la
coérnea se mantuvo opacificada. Los defectos epiteliales, aunque se recuperaron en
gran medida durante las primeras semanas de evolucién, se mantuvieron durante todo
el periodo de seguimiento. Al final del seguimiento (12 semanas) se vio la presencia de
neovascularizacién, opacidad y defectos epiteliales en la cdrnea, signos caracteristicos
del SIL (Figura 35). Ademads, mediante las citologias de impresidon corneal recogidas
durante el seguimiento se puso de manifiesto la presencia de células caliciformes en el
centro corneal, signo claro del proceso de conjuntivalizacidn producido durante el
desarrollo de la enfermedad. Aunque en las citologias de impresidn corneal recogidas
durante las primeras revisiones se observaron gran cantidad de células caliciformes, a
lo largo del tiempo de seguimiento la presencia de las mismas fue disminuyendo

(Figura 35).
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Figura 35. Evolucién de los signos clinicos durante el desarrollo del modelo porcino de SIL.
Fotografias tomadas a lo largo del seguimiento donde se observa el desarrollo de los signos
clinicos neovascularizacién, opacidad y defecto epitelial (tincion con fluoresceina sddica en
verde). Citologias de impresion corneal (CIC) recogidas durante el seguimiento y tefiidas con PAS
donde se observa la presencia de células caliciformes (en purpura), signo que indica la
conjuntivalizacidn de la cérnea. El tiempo 0 corresponde al momento inmediatamente posterior
a la realizacidn de la lesién. Imagenes representativas procedentes de 4 animales. Escala de la
barra: 100 pum.

5.2.  Trasplante de MA

Transcurridas 3 semanas desde el momento de la realizacidon de la lesion, se realizo el
trasplante de MA sobre la superficie ocular de 4 cerdos. Durante las semanas previas al
trasplante se desarrollaron los signos clinicos ya descritos que caracterizan el SIL. Tras
el trasplante de MA se observd una gran reaccién inflamatoria en toda la superficie
ocular. La neovascularizacidon y opacidad corneal, asi como los defectos epiteliales
empeoraron de manera significativa tras el trasplante de MA. Esta reaccidon tan
agresiva podria haberse producido debido al traumatismo creado durante la cirugia del
trasplante. La esclera de estos animales ofrecia mucha resistencia al paso de la aguja
durante la sutura realizada para asegurar el trasplante a la superficie ocular y este
procedimiento podria haber sido el responsable de la intensa reaccion inflamatoria

observada en la superficie ocular. En las citologias de impresién corneal también se
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observod la presencia de mayor proporcién de células caliciformes (Figura 36) que en los

animales con SIL no trasplantados (Figura 36).

Figura 36. Evolucion de los signos clinicos en el modelo porcino de SIL trasplantado con MA.
Fotografias tomadas a lo largo del seguimiento donde se observan los signos clinicos
neovascularizacién, opacidad y defecto epitelial (tincion con fluoresceina en verde). Se observo
una gran reaccién y empeoramiento de los signos clinicos tras la realizacion del trasplante de
MA (en la semana 4). Citologias de impresién corneal (CIC) recogidas durante el seguimiento y
tefiidas con PAS donde se observa la presencia de células caliciformes (en purpura), signo que
indica la conjuntivalizacién de la cérnea. El tiempo O corresponde al momento inmediatamente
posterior a la realizacion de la lesién. El tiempo 3 corresponde al momento previo a la
realizacion del trasplante de MA. Imdagenes representativas procedentes de 4 animales. Escala
de la barra: 100 um.

5.2. Estudio de la superficie ocular mediante microscopia laser confocal in vivo

Mediante microscopia laser confocal, se analiz el estado de la superficie ocular en los
globos oculares extraidos tras la eutanasia de los animales en la semana 12 de
seguimiento. Se analizd la estructura del epitelio a varios niveles de profundidad en
limbo superior, cérnea central y limbo inferior. Se analizaron como control los ojos
contralaterales sanos. En los ojos sanos, se observd un fenotipo epitelial corneal
normal, con células aplanadas y algo brillantes en las capas mas superficiales de la
cérnea y con células con un citoplasma oscuro de bordes brillantes en las capas mas

basales del epitelio corneal. En las zonas limbares, se observd la transicion entre la
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cénea, con células con citoplasmas oscuros, y la conjuntiva, con células hiperreflectivas.
Ademas, en el limbo se observd la presencia de estructuras en crestas y valles (epitelio-
estroma) similares a las empalizadas de Vogt, descritas en el limbo humano. En el
estroma de estos ojos controles sanos se observé la presencia de fibras (mas brillantes)
y de queratocitos. En cambio, en los tejidos a los que se les indujo el SIL, se vio la
pérdida del fenotipo de las células corneales, apareciendo células mas hiperreflectivas
similares a las células epiteliales de la conjuntiva. En las zonas limbares, no se
observaron las estructuras de valles y crestas observadas en los ojos sanos. Ademas, en
el estroma de estas muestras, aparecieron fibras mas desorganizadas y se advirtié la
presencia de células inflamatorias (células brillantes en el estroma) y vasos sanguineos.
En los tejidos procedentes de los animales trasplantados con MA, se puso de
manifiesto la pérdida total del fenotipo de las células epiteliales y de las estructuras en
crestas y valles del limbo. Ademas, esto se vio acompanado por una importante
reaccion inflamatoria (aparicion de gran cantidad de células brillantes en las zonas de

epitelio y estroma de la cérneay el limbo) (Figura 37).

111



RESULTADOS

Limbo superior Cérnea central Limbo inferior

CONTROL
Epitelio

Estroma

SIL
Epitelio

Estroma

SiL+ MA
Epitelio

Estroma

Figura 37. Estado de la superficie ocular en el modelo porcino de SIL analizado mediante
microscopia laser confocal. En los controles sanos, se observaron las células epiteliales
corneales con citoplasma oscuro y bordes brillantes, ademds de estructuras similares a las
empalizadas de Vogt en las zonas limbares. En los tejidos procedentes de animales con SIL, se
observé la pérdida del fenotipo corneal, la adquisicion de un fenotipo mas conjuntival (células
hiperreflectivas), la pérdida de la estructura del limbo y la presencia de células inflamatorias en
estroma (células brillantes). En los tejidos procedentes de animales con SIL trasplantados con
MA, se observo la presencia importante de células inflamatorias (células brillantes) y la pérdida
total del fenotipo epitelial corneal y de las estructuras en crestas y valles del limbo. Imagenes
representativas procedentes de 4 animales para cada grupo de estudio.
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5.4. Estudio histopatolagico

Mediante el analisis histopatolégico de las muestras, se estudid el estado de Ia
superficie ocular al final del periodo de seguimiento (12 semanas). En los tejidos sanos,
se observo la presencia de 6-7 capas de células epiteliales en la cérnea y 8-9 capas de
epitelio en el limbo. En los tejidos de los animales con SIL inducido, se mantuvo mas o
menos estable el nUmero de capas de epitelio y se advirtié la presencia de células
caliciformes (tefiidas en purpura) en el epitelio de la cérnea y del limbo. Ademas, se vio
la presencia de vasos sanguineos en el estroma corneal y limbar. En los tejidos de los
cerdos trasplantados con MA, se observd mayor presencia de células caliciformes en el
epitelio corneal y limbar, asi como mayor nimero de vasos sanguineos y gran cantidad

de células inflamatorias en el estroma corneal (Figura 38).

En el modelo porcino de SIL, se repard en que el procedimiento quirdrgico de suturar
las MA a la esclera podria ser el causante de la importante reaccién inflamatoria
observada, como se vio reflejado en los signos clinicos y en el estudio histolégico
realizado en los tejidos analizados al final del periodo de seguimiento. Por esta razdn,
se considerd que este modelo experimental no era el adecuado para la realizacién de
trasplantes mediante sutura en la superficie ocular, aunque si que podria ser un buen
modelo si se utilizaran otros sistemas de trasplante como podrian ser aquellos que

utilizan pegamentos tisulares u otros sistemas o vias de administracion.
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Figura 38. Estado de la superficie ocular en el modelo porcino de SIL en cortes histolégicos
tefiidos con PAS mediante analisis histopatolégico. Se observd la presencia de 6-7 capas de
células epiteliales en la cdrnea y 8-9 en el limbo de los controles sanos. En los tejidos de los

animales con SIL, el nimero de capas de epitelio se mantuvo mas o menos estable y se vio la

presencia de células caliciformes (tefiidas en purpura) en el epitelio de la cérnea y el limbo. En

los tejidos procedentes de animales con SIL y trasplante de MA, se observé mayor nimero de

células caliciformes en el epitelio y de vasos sanguineos en el estroma de la cérnea y del limbo,

asi como acumulo de células inflamatorias en el estroma corneal y limbar. Imdgenes
representativas procedentes de 4 animales de cada grupo de estudio. Escala de la barra: 50 um.
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6. Modelo de SIL parcial en conejo

Se decidié desarrollar un modelo de SIL parcial en conejo en el que poder estudiar la
tolerancia y la eficacia preliminar del trasplante de hAT-MSCs sobre la superficie ocular.
El conejo fue el animal de eleccién ya que posee una cdérnea con caracteristicas
similares a las de la cérnea humana y con un tamano adecuado para la realizacién de
los procesos quirurgicos. Ademads, presenta algunas ventajas frente al cerdo como son

la facilidad de manejo y estabulacion y el bajo coste de mantenimiento.

6.1. Evolucion clinica del modelo

Se desarrollé de forma exitosa el modelo de SIL parcial en 6 conejos. Transcurrida 1
semana desde la realizacion de la lesidn, se vio la aparicién de los signos clinicos que
caracterizan la enfermedad y dichos signos se mantuvieron hasta el final del
seguimiento (11 semanas desde la realizacion de la lesién). Se observd la formacion de
neovasos que penetraban hacia el centro corneal con una severidad de en torno a 2
puntos, es decir, neovasos cubriendo entre % y % del drea corneal total. Estos neovasos
afectaban especialmente al area del limbo superior (el limbo superior y temporal
fueron las zonas lesionadas mediante limbectomia quirdrgica en este modelo de SIL
parcial). La cérnea de los conejos lesionados se comenzd a opacificar transcurrida 1
semana desde la realizacién de la lesion, alcanzando posteriormente un grado de
opacificaciéon cercano a 2 puntos, correspondientes a una opacidad corneal moderada.
En el caso del defecto epitelial, se produjo una recuperacién significativa del epitelio
corneal transcurridas 2 semanas desde el momento de la lesidon. A lo largo del
seguimiento, el defecto epitelial se mantuvo con un grado de severidad aproximado de
1 punto, correspondiente a un defecto epitelial con un area menor de % del area
corneal total. De igual modo, el area de defecto epitelial cuantificado mediante
planimetria mostré una disminucién significativa durante la primera semana desde el
momento de la realizacidon de la lesién y, posteriormente, se mantuvo con un area
menor de 0,25 cm” a lo largo de todo el seguimiento. En los signos clinicos estudiados,
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las valoraciones

correspondientes al tiempo 0, denominando tiempo 0 al momento inmediatamente
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posterior a la realizacion del dafio, y las valoraciones obtenidas a todos los tiempos
analizados durante el seguimiento, excepto a tiempo 1 para el defecto epitelial, lo que
demostré el desarrollo exitoso del modelo de SIL. A tiempo final del seguimiento (11
semanas), los signos clinicos continuaban presentes en la superficie ocular con una
intensidad cercana a 2 puntos en el caso de la neovascularizacién y la opacidad corneal
y cercana a 1 o con un area menor de 0,25 cm” en el caso del defecto epitelial, lo que

puso de manifiesto que el modelo no revertia por si solo (Figura 39).

Durante el desarrollo de este modelo, se observd que a partir de la tercera semana
desde la realizacién de la lesidn, todos los signos clinicos estudiados se mantuvieron
mas o menos estables. Por ello, y basado en modelos de SIL desarrollados en conejos
por otros grupos de investigacion,'” se decidio realizar el trasplante correspondiente
transcurridas 3 semanas desde el momento de la lesién. Ademas, el grupo de animales
utilizado para el desarrollo del modelo de SIL se utilizd como grupo control de SIL
parcial sin tratamiento en el estudio de la tolerancia y eficacia del trasplante de MA con

hAT-MSCs.
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Figura 39. Evolucidn de los signos clinicos en el modelo de SIL parcial en conejo. Transcurrida 1
semana desde el momento de la realizacién de la lesién, se desarrollaron dos de los signos
clinicos que caracterizan la enfermedad: neovascularizaciéon y opacidad corneal. Estos signos
clinicos se mantuvieron con un grado de intensidad préximo a 2 puntos durante todo el periodo
de seguimiento con diferencias significativas con respecto al tiempo 0. El otro signo
caracteristico, defecto epitelial (tefiido en verde con fluoreceina), dismunuyd significativamente
durante las primeras semanas, pero se mantuvo con un grado cercano a 1 punto ( area menor
de 0,25 cm®) durante todo el periodo de seguimiento. El tiempo O corresponde al momento
inmediatamente posterior a la realizacion de la lesidn. Imagenes representativas procedentes de
6 animales. Datos obtenidos de la media aritmética de 6 animales + SEM. Test estadisticos:
Kruskal-Wallis, U de Mann-Whitney y ANOVA de 1 factor. *p < 0,05.

6.2. Trasplante de MA

Previamente al estudio de tolerancia y eficacia del trasplante de MA con hAT-MSCs en
el modelo de SIL parcial, se realizé el trasplante de MA sin células en 3 conejos a los
gue se les habia inducido el SIL parcial 3 semanas antes. Este trasplante se realizd para

comprobar que el proceso quirdrgico no producia una importante reaccién inflamatoria
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en la superficie ocular como habia ocurrido en el modelo porcino de SIL. En este grupo
de animales, al igual que ocurrié en el grupo de SIL sin tratamiento, la formacién de
neovasos se observo desde la semana siguiente a la realizacién de la lesién. En cambio,
en este grupo de 3 animales trasplantados con MA, la neovascularizacion desarrollada
fue menor, de aproximadamente 1 punto en la escala de valoracion, es decir, neovasos
cubriendo menos de % del area corneal total. En cuanto a la opacidad corneal, su
desarrollo fue mas lento en comparaciéon con el grupo de SIL control, aunque sin
diferencias estadisticamente significativas, alcanzando una valoracién de
aproximadamente 1 punto a lo largo de todo el periodo de seguimiento,
correspondiente a una opacidad corneal leve. El epitelio corneal se recuperé
parcialmente durante las 2 primeras semanas tras la lesién, llegando a una valoracion
de aproximadamente 1 punto, lo que corresponde a un defecto epitelial con un area
menor que % del drea corneal total. En el caso del area de defecto epitelial cuantificado
por planimetria, se corrobd que este disminuyd durante las 2 primeras semanas hasta
mantenerse con un area menor de 0,25 cm” a lo largo del resto del periodo de
seguimiento. Aunque la neovascularizacién y la opacidad corneales se desarrollaron de
forma mas leve en este grupo de animales que en el de SIL sin tratamiento, no se
encontraron diferencias significativas entre ambos. En el momento previo a la
realizacién del trasplante de MA sin células (semana 3), el grado de severidad fue de
aproximadamente 1 punto para los 3 signos clinicos estudiados. Estos signos no
empeoraron ni mejoraron tras el trasplante de la MA sobre la superficie ocular,
manteniéndose constantes a lo largo de todo el seguimiento sin diferencias
estadisticamente significativas (Figura 40). Los animales no reaccionaron de forma
negativa frente al proceso quirurgico de sutura de la MA a la esclera, lo que demostré

gue este modelo era adecuado para la realizacién del trasplante mediante sutura.
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Figura 40. Evolucion de los signos clinicos en el modelo de SIL parcial en conejo trasplantado
con MA. Durante las primeras semanas tras la realizacidn de la lesidn, se desarrollaron dos de
los signos clinicos que caracterizan la enfermedad, neovascularizaciéon y opacidad corneal, de
forma mas leve que en el grupo de animales con SIL sin tratamiento. Estos signos clinicos se
mantuvieron con un grado de severidad aproximado de 1 punto durante todo el periodo de
seguimiento. El otro signo caracteristico, defecto epitelial (tefiido en verde con fluoresceina)
disminuyd significativamente durante las primeras semanas hasta mantenerse con un grado de
severidad de 1 punto o un area menor de 0,25 cm’ a partir de la segunda semana de
seguimiento. Ninguno de los signos clinicos empeorard ni mejord tras el trasplante de la MA,
manteniéndose constantes a lo largo de todo el seguimiento sin encontrar diferencias
significativas. No se observaron diferencias significativas con respecto al grupo de animales con
SIL sin tratamiento. El tiempo O corresponde al momento inmediatamente posterior a la
realizacion de la lesién. El tiempo 3 corresponde al momento previo a la realizacién del
trasplante de MA. Imagenes representativas procedentes de 6 animales. Datos obtenidos de la
media aritmética de 6 animales + SEM. Test estadisticos: Friedman, Wilcoxon, Kruskal-Wallis, U
de Mann-Whitney, t-Student y ANOVA de 1 factor.
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6.3.  Trasplante de hAT-MSCs

Se estudid la tolerancia y la eficacia preliminar del trasplante de 250.000 hAT-MSCs en
MA sobre la superficie ocular de 6 conejos con un SIL parcial inducido 3 semanas antes
de la realizacién del trasplante. En este grupo de animales, al igual que en los grupos
descritos anteriormente, se comenzaron a desarrollar los signos neovascularizacion y
opacidad corneal transcurrida 1 semana desde el momento de la induccién del modelo
y el epitelio corneal se regenerd parcialmente durante las 2 primeras semanas tras la
realizacion de la lesidon. Transcurridas 3 semanas desde la creacion del dafio, momento
previo al trasplante, se observé un grado de severidad de aproximadamente 2 puntos
para los signos clinicos neovascularizacién y opacidad corneal y de 1 punto o un 4rea de
0,16 cm?® para el defecto epitelial. Aunque tras el trasplante de las hAT-MSCs no se
observéd una mejora significativa de ninguno de los signos clinicos evaluados con
respecto al momento previo a la realizaciéon del trasplante, tampoco se observd un
empeoramiento de los signos clinicos, ni la aparicion de ninguna reaccién adversa tras
el trasplante de hAT-MSCs sobre la superficie ocular del modelo de SIL parcial (Figura
41). Estos resultados demostraron que las hAT-MSCs fueron bien toleradas tras su

trasplante a la superficie ocular.
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Figura 41. Evolucion de los signos clinicos en el modelo de SIL parcial en conejo trasplantado
con MA y hAT-MSCs. Durante las primeras semanas tras la realizacion de la lesidon, se
desarrollaron dos de los signos clinicos que caracterizan la enfermedad, neovascularizacion y
opacidad corneal, al igual que en el grupo de animales con SIL sin tratamiento. El defecto
epitelial (tefiido en verde con fluoresceina) disminuyd parcialmente durante las primeras
semanas, de forma similar que en el grupo con SIL sin tratamiento. Los signos clinicos se
mantuvieron durante todo el periodo de seguimiento con un grado cercano a 2 puntos en el
caso de la neovascularizacién y la opacidad corneal, y de 1 punto o con un area menor de 0,25
cm’ en el caso del defecto epitelial. No se observé empeoramiento de los signos clinicos ni la
aparicion de ninguna reaccidn adversa tras el trasplante de hAT-MSCs sobre la superficie ocular
del modelo de SIL parcial. El tiempo 0 corresponde al momento inmediatamente posterior a la
realizacion de la lesién. El tiempo 3 corresponde al momento previo a la realizacién del
trasplante de MA con 250.000 hAT-MSCs. Imagenes representativas procedentes de 6 animales.
Datos obtenidos de la media aritmética de 6 animales + SEM. Test estadisticos: Friedman,
Wilcoxon, Kruskal-Wallis, U de Mann-Whitney, t-Student y ANOVA de 1 factor.
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6.4. Estudio histopatolagico

Mediante el analisis histopatoldgico (tincidn con PAS) se estudié el estado de los tejidos
corneales y limbares (areas superior e inferior) de los animales al final del periodo de
seguimiento (semana 11). Como control se utilizaron las muestras obtenidas del ojo
contralateral sano. En los controles sanos, se observaron 4-5 capas de células
epiteliales en la cdrnea central y 6-7 capas de epitelio en el limbo. Ademas, se constatd
la presencia de vasos sanguineos a nivel de estroma limbar. En el caso del grupo de
animales con SIL sin tratamiento, se observé que el nUmero de capas epiteliales, tanto
en la cérnea como en el limbo, fue similar al encontrado en el grupo control (4-5 capas
de células epiteliales en la cérnea y 6-7 en el limbo). En cambio, en este grupo de
animales con SIL, se observd la presencia de alguna célula caliciforme (células tefiidas
en purpura), tanto en el epitelio del limbo superior (dafiado) como en el epitelio del
limbo inferior (no dafiado), lo que indicaba cierta invasién del tejido conjuntival en la
cornea. A nivel de estroma se observaron acimulos de células inflamatorias (pequeiias
células con nucleo morado en las zonas estromales limbares cercanas al epitelio) en el
limbo superior e inferior, siendo algo menor esta inflamacién en el limbo inferior (no
danado). Por el contrario, en la cérnea central, no se encontraron células caliciformes
en el epitelio, ni células inflamatorias o vasos sanguineos en el estroma. Estos datos
confirmaron que se trataba de un modelo de SIL leve con una cérnea central sana. En
los grupos de animales con trasplante de MA o de MA y hAT-MSCs, se encontraron
algunas células caliciformes en el epitelio limbar y células inflamatorias en el estroma
limbar (superior e inferior). Al igual que en el grupo de animales con SIL sin
tratamiento, en los tejidos de los animales tratados con MA o con MA y hAT-MSCs no
se observaron células caliciformes en el epitelio de la cérnea central, ni células
inflamatorias o vasos en el estroma corneal. No se encontraron diferencias
significativas en los hallazgos histoldgicos de los tejidos procedentes de los 3 grupos de
estudio. En ningln caso se observé ninguna reaccion adversa en los tejidos
trasplantados con hAT-MSCs, lo que confirmé que estas células fueron bien toleradas

tras su trasplante a la superficie ocular (Figura 42).
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Figura 42. Histologia (tincion con PAS) de los tejidos corneales y limbares del modelo de SIL
parcial en conejo. En los tejidos procedentes del grupo control (animales sanos), se observaron
4-5 capas de células epiteliales en la cérnea y 6-7 en el limbo, asi como la presencia de vasos
sanguineos en el estroma limbar. En los tejidos procedentes de los 3 grupos de estudio (grupo
con SIL sin tratamiento, grupo con SIL y MA y grupo con SIL, MA y hAT-MSCs), se encontrd
alguna célula caliciforme (tefiida en purpura) en el epitelio del limbo, asi como células
inflamatorias en el estroma limbar (acimulo de células con el nucleo tefiido en morado en el
estroma limbar, en zonas cercanas al epitelio). La cérnea permanecié sana en todos los grupos
estudiados, demostrando que se trataba de un modelo de SIL leve. No se encontraron
diferencias significativas en los hallazgos histoldgicos entre los 3 grupos de estudio. Imagenes
representativas procedentes de 6 animales para cada grupo de estudio, excepto para el grupo
de SIL con MA que estuvo formado por 3 animales. Escala de la barra: 50 um.

6.5. Localizacion de las hAT-MSCs

Las hAT-MSCs marcadas con BrdU antes de ser trasplantadas, fueron localizadas,

mediante imunofluorescencia frente a BrdU, en los tejidos de la superficie ocular de los
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conejos trasplantados. Transcurridas 8 semanas desde la realizacion del trasplante de
250.000 hAT-MSCs en MA sobre la superficie ocular de 6 conejos con SIL parcial, las
hAT-MSCs fueron observadas en el estroma del limbo. Estas células fueron
identificadas tanto en el estroma del limbo superior (drea daifada), como en el estroma
del limbo inferior (drea no dafiada). Estas zonas de localizacion de las hAT-MSCs
coincidian con las dreas con mayor acimulo de células inflamatorias observadas en el
estudio histopatolédgico. No se observd la presencia de hAT-MSCs en cérnea central.
Con estos resultados, se comprobd que tras el trasplante de hAT-MSCs sobre la
superficie ocular de un modelo de SIL parcial, estas células fueron capaces de migrar
hasta las zonas de inflamacién (estroma limbar) y de permanecer alli al menos durante

8 semanas (Figura 43).

Limbo superior Cornea central Limbo inferior

Figura 43. Localizacion de las hAT-MSCs en los tejidos de la superficie ocular de los conejos con
SIL parcial trasplantados con 250.000 hAT-MSCs sobre MA transcurridas 8 semanas post-
trasplante. Las hAT-MSCs fueron localizadas mediante inmunofluorescencia frente a BrdU
(fluorescencia roja) en el estroma del limbo superior e inferior, coincidiendo estas zonas con
areas de inflamacion. Nucleos celulares contratefiidos con el colorante Hoechst (fluorescencia
azul). Imagenes representativas procedentes de 6 animales. Escala de la barra: 50 um.

6.6. Estudio fenotipico

Mediante inmunofluorescencia, se estudié el fenotipo corneal, limbar y conjuntival de
las muestras tisulares obtenidas al final del periodo de seguimiento (semana 11). Se
analizé la expresion de los marcadores de epitelio corneal diferenciado CK3 y E-
cadherina, de los marcadores de células madre epiteliales limbares CK15 y p63 y de los
marcadores de epitelio conjuntival y de mucinas CK7 y lectina, respectivamente. Como
control, se utilizaron muestras obtenidas del ojo contralateral sano.

124



RESULTADOS

En el grupo de controles sanos, la proteina CK3 se expresd en las células epiteliales de
cornea central y en las células mas superficiales del epitelio limbar superior e inferior.
Aunque la expresion de la CK3 se mantuvo en las células epiteliales de la cdrnea central
en el grupo de animales con SIL, su expresidn se vio aumentada de forma significativa
en las células epiteliales del limbo superior e inferior. En el grupo de animales a los que
se les trasplantdé MA, se observé que la expresién de la CK3 se mantenia en las células
epiteliales mas superficiales del epitelio corneal y limbar. Por otro lado, en los animales
trasplantados con MA y hAT-MSCs, la expresion de la CK3 presentd una distribucidn
similar a la encontrada en el grupo control sano, localizdndose en el epitelio de cérnea
central y en las capas mas superficiales del epitelio limbar. Con estos resultados, se
pudo afirmar que en el modelo de SIL parcial en conejo, la expresion de CK3 se vio
modificada y que tras el tratamiento con hAT-MSCs en MA, la proteina CK3 presento

una expresion similar a la observada en los animales sanos (Figura 44).

La proteina de unién intercelular E-cadherina, la cual forma parte del complejo proteico
responsable del mantenimiento de las uniones adherentes intercelulares, se expresa
mayoritariamente en el epitelio corneal. En los tejidos sanos analizados, se observé que
la proteina E-cadherina se expresaba en las células epiteliales de la cérnea, pero estaba
ausente en el epitelio limbar. En el grupo de animales con SIL sin tratamiento, la E-
cadherina se mantuvo con la misma distribucidn que en los animales sanos. Aunque
tras el trasplante de MA la proteina E-cadherina se mantuvo en el epitelio corneal de
forma exclusiva, en el caso de los animales que fueron tratados con hAT-MSCs en MA,
esta proteina se observd, ademds de en el epitelio corneal, en el epitelio del limbo
superior (drea dafiada). Con estos resultados se pudo afirmar que en el modelo de SIL
parcial desarrollado en conejo, la expresidn de la E-cadherina no se vio modificada con
respecto a los animales sanos, pero si que varid en los animales trasplantados con hAT-

MSCs en MA (Figura 45).
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Marcador de epitelio corneal diferenciado CK3
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Figura 44. Andlisis mediante inmunofluorescencia de la expresion del marcador de epitelio
corneal diferenciado CK3 en cdérnea y limbo en el modelo de SIL parcial en conejo. En
condiciones control (animales sanos), la proteina CK3 (fluorescencia amarilla) se expresé en el
epitelio corneal y en las células mas superficiales del epitelio limbar superior e inferior. En el
grupo con SIL sin tratamiento, la CK3 se expreso en todo el epitelio corneal y limbar. En el grupo
trasplantado con MA, la expresidon de la CK3 se observé solo en las células superficiales de la
cornea y el limbo. En el grupo tratado con hAT-MSCs, la expresion de la CK3 fue similar a la
observada en el grupo control sano, localizandose en el epitelio corneal y en las capas mas
superficiales del epitelio limbar. Nucleos celulares contrateiiidos con el colorante Hoechst
(fluorescencia azul). Imagenes representativas procedentes de 6 animales para cada grupo de
estudio, excepto para el grupo de SIL trasplantado con MA que estuvo formado por 3 animales.

Escala de la barra: 100 um.
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Marcador de epitelio corneal diferenciado E-cadherina
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Figura 45. Andlisis mediante inmunofluorescencia de la expresiéon del marcador de epitelio
corneal diferenciado E-cadherina en cérnea y limbo en el modelo de SIL parcial en conejo. En
condiciones control (animales sanos), la proteina E-cadherina (fluorescencia amarilla) se expreso
exclusivamente en el epitelio corneal. En los grupos de animales con SIL sin tratamiento y con SIL
trasplantados con MA, la E-cadherina se expresé de igual modo, solamente en el epitelio
corneal. En el grupo tratado con hAT-MSCs, la E-cadherina se localizd en el epitelio de la cérnea
central y del limbo superior. Nucleos celulares contratefiidos con el colorante Hoechst
(fluorescencia azul). Imagenes representativas procedentes de 6 animales para cada grupo de
estudio, excepto para el grupo de SIL trasplantado con MA que estuvo formado por 3 animales.
Escala de la barra: 100 um.
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En las muestras procedentes de animales sanos, la expresion de la proteina de
citoesqueleto CK15, marcador de células madre epiteliales limbares, fue observada en
las células del epitelio limbar, tanto en limbo superior como en el inferior, presentando
mayor intensidad en las de las capas mas basales. En el grupo de animales con SIL
parcial sin tratamiento, la expresidn de esta proteina se vio modificada, estando
ausente en el epitelio de limbo superior (area dafada), pero manteniéndose en el
limbo inferior. En estos animales con SIL sin tratar, se observd que la expresion de la
CK15 en el epitelio del limbo inferior no se limitaba solo a las células de las capas mas
basales, sino que aparecia también en células mas superficiales del epitelio. Se observo
que en el grupo con SIL y trasplante de MA, la CK15 presentaba un patrén similar al
encontrado en los animales con SIL sin tratamiento. Por el contrario, en los animales
tratados con hAT-MSCs en MA, la CK15 presentd una distribucién similar a la
encontrada en los animales controles sanos, observandose la recuperaciéon de su

expresion en las células basales del epitelio del limbo superior (Figura 46).

El factor de transcripcion p63, marcador de células madre epiteliales limbares, se
expresd en los nucleos celulares de las células basales del epitelio limbar superior e
inferior en los tejidos sanos utilizados como control. En los animales con SIL sin
tratamiento se observé que la expresion de este factor de transcripcion se perdié en el
epitelio del area danada (limbo superior), manteniéndose en las capas basales del
epitelio limbar inferior (area no dafiada). No se produjo ninglin cambio de expresidn
del factor p63 en los animales con SIL trasplantados con MA con respecto a los
animales con SIL sin tratamiento, manteniéndose exclusivamente la expresion en las
células basales del epitelio del limbo inferior. En cambio, en el grupo de animales
tratados con hAT-MSCs, se recuperd la expresion de p63 en las células basales del
epitelio limbar superior y se mantuvo en las células basales del epitelio limbar inferior.
Es decir, los animales tratados con hAT-MSCs presentaron una expresion del factor de

transcripcion p63 similar a la encontrada en el grupo control sano (Figura 47).
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Marcador de células madre epiteliales limbares CK15
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Figura 46. Andlisis mediante inmunofluorescencia de la expresion del marcador de células
madre epiteliales limbares CK15 en cornea y limbo en el modelo de SIL parcial en conejo. En
condiciones control (animales sanos), la proteina CK15 (fluorescencia amarilla) se expresé en las
células del epitelio limbar, presentando mayor intensidad en las células basales del mismo. En
los grupos de animales con SIL sin tratamiento y con SIL trasplantados con MA, la expresion de
CK15 se perdid en limbo superior (drea daifada), manteniendose en limbo inferior. En el grupo
tratado con hAT-MSCs, la expresidon de la CK15 se observé tanto en el limbo superior como en el
limbo inferior, recuperando asi la distribucién observada en los animales sanos. Nucleos
celulares contratefiidos con el colorante Hoechst (fluorescencia azul). Imagenes representativas
procedentes de 6 animales para cada grupo de estudio, excepto para el grupo de SIL
trasplantado con MA que estuvo formado por 3 animales. Escala de la barra: 100 um.
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Marcador de células madre epiteliales limbares p63

Limbo superior Cérnea central Limbo inferior

Control

SIL parcial

SIL parcial + MA

SIL parcial + MA
+ hAT-MSCs

Figura 47. Andlisis mediante inmunofluorescencia de la expresion del marcador de células
madre epiteliales limbares p63 en cérnea y limbo en el modelo de SIL parcial en conejo. En
condiciones control (animales sanos), el factor de transcripcion p63 (fluorescencia blanca debida
a la co-localizacién de la fluorescencia azul y amarilla) se expresé exclusivamente en los nucleos
de las células basales del epitelio limbar. En los grupos de animales con SIL sin tratamiento y con
SIL trasplantados con MA, la expresidon de p63 se perdidé en limbo superior (drea dafiada),
manteniéndose en limbo inferior. En el grupo tratado con hAT-MSCs, la expresién de p63 se
observd tanto en el limbo superior como en el limbo inferior, recuperando asi la distribucién
observada en los animales sanos. Nucleos celulares contratefiidos con el colorante Hoechst
(fluorescencia azul). Imagenes representativas procedentes de 6 animales para cada grupo de
estudio, excepto para el grupo de SIL trasplantado con MA que estuvo formado por 3 animales.

Escala de la barra: 100 um.
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La expresidon de la proteina de citoesqueleto CK7, caracteristica de células secretoras
de la conjuntiva, fue observada en las células epiteliales de la conjuntiva en el grupo
control sano. No se observd expresién de CK7 en el epitelio corneal y solamente alguna
célula epitelial de la zona limbar expresé este marcador en los tejidos utilizados como
controles sanos. En los tejidos procedentes del grupo de animales con SIL sin
tratamiento, no se observd ningun cambio en este marcador con respecto a los
controles sanos, localizdndose exclusivamente en el epitelio conjuntival y en alguna
célula del epitelio limbar. En los grupos trasplantados con MA y con MA y hAT-MSCs
tampoco se observd ningln cambio en la CK7 (Figura 48). Por lo tanto, se puede decir
que la expresién del marcador de epitelio secretor conjuntival CK7 no se vio modificada
en el modelo SIL parcial en conejo, ni en los animales trasplantados con MA ni en los
trasplantados con MA y hAT-MSCs. Por otro lado, mediante la tincién con lectina, se
observd la presencia de mucinas en el interior de las células caliciformes. En las
muestras control obtenidas de animales sanos, se observd la presencia de células
caliciformes Unicamente en el epitelio de la conjuntiva. En los grupos de animales con
SIL, tanto tratados como no tratados, se observo la presencia de células caliciformes
tefidas por la lectina en el epitelio conjuntival y alguna en el epitelio del limbo superior
e inferior, sin encontrar diferencias significativas entre los diferentes grupos de
animales. En ningun caso se observd la presencia de células caliciformes en el epitelio
de la cérnea central. Ademas, en estas muestras, se observé una tincion difusa sobre la
superficie del epitelio conjuntival y limbar, indicando la presencia de mucinas
secretadas sobre la superficie de estos epitelios (Figura 48). Los resultados obtenidos
con la lectina concuerdan con los obtenidos en el estudio histopatoldgico realizado
mediante tincidon con PAS, donde las células caliciformes se tefiian en color purpura y

aparecian en el epitelio limbar (Figura 42).
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Marcador de células epiteliales conjuntivales y de mucinas CK7/lectina

Conjuntiva Limbo superior Cdérnea central Limbo inferior

SIL parcial + MA SIL parcial Control

SIL parcial + MA
+ hAT-MSCs

Figura 48. Anadlisis mediante inmunofluorescencia de la expresion de los marcadores de
epitelio conjuntival CK7 y de mucinas (lectina) en cérnea y limbo en el modelo de SIL parcial en
conejo. En condiciones control (animales sanos), la proteina CK7 (fluorescencia amarilla) se
expreso exclusivamente en conjuntiva y la lectina tifd las mucinas (fluorescencia roja) presentes
en las células caliciformes de la misma. En los 3 grupos de estudio, grupo con SIL sin tratamiento,
grupo con SIL trasplantado con MA y grupo con SIL, MA y hAT-MSCs, la expresién de CK7 se
mantuvo exclusivamente en la conjuntiva. En los grupos de animales con SIL, tanto tratados
como no tratados, se observo la presencia de células caliciformes tefiidas por la lectina en el
epitelio conjuntival y alguna en el epitelio del limbo superior e inferior, sin encontrar diferencias
significativas entre los diferentes grupos de animales. En ningln caso se observé la presencia de
células caliciformes en el epitelio de la cérnea central. Nucleos celulares contratefidos con el
colorante Hoechst (fluorescencia azul). Imagenes representativas procedentes de 6 animales
para cada grupo de estudio, excepto para el grupo de SIL trasplantado con MA que estuvo
formado por 3 animales. Escala de la barra: 100 um.

132



RESULTADOS

Tabla 8. Expresion de los marcadores CK3, E-cadherina, CK15, p63 y CK7 en el modelo de SIL
parcial en conejo. Cuantificacion subjetiva utilizando la siguiente escala: - ausencia de expresion;
+ expresion baja; ++ expresion moderada; +++ expresion alta. LS: limbo superior, CC: cdrnea
central, LI: limbo inferior, CJ: conjuntiva.

Marcadores de epitelio corneal Marcadores de células madre Marcador de epitelio
diferenciado epiteliales limbares conjuntival
CK3 E-cadherina CK15 p63 CK7

LS| CC | LI | LS |cC | L LS | cC | U LS | cC | L (ol] LS | cC LI
Control sano + |+ |+ I I T I I I e BRSNS -
SIL parcial ++ | +++ | - +++ - - - +++ - I = O + -
SIL parcial + MA + + + - | - - - | - - | |+ -
SIL parcial + MA
+ hAT-MSCs + |+ |+ + | | - || - | | | ] e |+ - +

Con los resultados obtenidos en el modelo de SIL parcial se puede decir que las hAT-
MSCs fueron bien toleradas tras su trasplante a la superficie ocular, migraron a las
zonas inflamadas del estroma limbar y permanecieron alli al menos durante 8 semanas.
Por otro lado, el fenotipo de la superficie ocular, alterado en el modelo de SIL parcial,
se vio parcialmente recuperado en los animales trasplantados con 250.000 hAT-MSCs.
Se observé la recuperacion del patréon de expresion del marcador de epitelio corneal
diferenciado CK3 y de los marcadores de células madre epiteliales limbares CK15 y p63

por parte de las células basales del epitelio del limbo dafiado (Tabla 8).

7. Modelo de SIL total en conejo

Debido a la levedad del modelo de SIL parcial desarrollado en conejo, fue dificil
determinar mejoras en cuanto a los signos clinicos con las escalas de valoracién
utilizadas. Por ello, ademds de desarrollar un modelo de SIL total donde testar la
eficacia final del trasplante de hAT-MSCs sobre la superficie ocular, se mejord el
sistema de evaluacidn de los signos clinicos teniendo en cuenta mas pardmetros, como

se explica a continuacion.

7.1. Evolucion clinica del modelo

Se desarrolld de forma exitosa un modelo de SIL total en 6 conejos mediante

limbectomia de los 360° del limbo. En este modelo, se evaluaron los signos clinicos
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neovascularizacién, opacidad corneal, invasién del tejido conjuntival y defecto epitelial,
todos ellos con una escala de 0 a 4. Para obtener unos datos mas refinados, la cornea
fue dividida en 5 sectores y a cada unos de ellos se le asigné un valor para cada signo
clinico. Ademas, en este modelo se evalud la penetracion de los vasos sanguineos (en
mm y mediante la escala de Efron) y del tejido conjuntival (en mm) hacia el centro
corneal y se cuantificé el drea del defecto epitelial. Durante el desarrollo del modelo, se
observé que, transcurrida la primera semana desde la realizacién del dafio, los signos
clinicos neovascularizacidon y opacidad corneal fueron significativamente mayores que
en el momento de la lesién. Ademads, durante las siguientes semanas, continuaron
empeorando hasta alcanzar un grado de severidad de en torno a 2,5 puntos en la
semana 4, manteniendose mas o menos constante hasta el final del seguimiento.
Igualmente, se observé un aumento paulatino significativo de la longitud de los
neovasos que penetraban hacia el centro corneal, alcanzando en la semana 5 post-
lesion valores maximos de 5 mm de longitud o de 3 puntos en la escala Efron
(correspondientes a vasos de 4-5 mm). En el caso de la invasidn del tejido conjuntival
hacia la cdrnea, se observaron dos tendencias: en 2 de los 6 animales se produjo una
invasion del tejido conjuntival sobre la cornea que se mantuvo durante todo el periodo
de seguimiento, mientras que en los otros 4 animales no se desarrollé dicha invasién
conjuntival hacia la cdrnea. Teniendo en cuenta los datos de los 6 animales en
conjunto, la invasion del tejido conjuntival y la longitud del mismo no fueron
significativas. Durante las 2 primeras semanas desde la realizacién de la lesién, el
epitelio corneal se recuperd parcialmente de forma significativa, pero el defecto
epitelial se mantuvo a lo largo de todo el seguimiento con un grado de severidad de
aproximadamente 1,5 puntos en la escala de valoracidn utilizada, o con un area de 0,5
cm? al ser cuantificado con el programa Image J. El modelo de SIL total desarrollado en
conejo presentd los signos clinicos caracteristicos de un SIL moderado-severo. Ademas,
estos signos clinicos se mantuvieron hasta el final del seguimiento y el modelo de SIL
total no revirtié de forma espontdnea (Figura 49). Este grupo de animales fue utilizado

como grupo control de SIL total sin tratamiento.
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Neovascularizacion y opacidad corneal Defecto epitelial
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Figura 49. Evolucion de los signos clinicos en el modelo de SIL total en conejo. Transcurrida 1
semana desde el momento de la realizacion de la lesién, se desarrollaron dos de los signos
clinicos que caracterizan la enfermedad, neovascularizacidon y opacidad corneal, los cuales se
mantuvieron con un grado de severidad aproximado de 2,5 puntos durante todo el periodo de
seguimiento, con diferencias significativas con respecto a tiempo 0. La longitud de los vasos fue
aumentando durante las primeras semanas de seguimiento, alcanzando 5 mm de longitud o
valores de 3 en la escala de Efron (vasos de 4-5 mm). En algunos de los animales se produjo una
invasion del tejido conjuntival sobre la cérnea pero, en conjunto, esta invasién del tejido
conjuntival no fue significativa. El defecto epitelial (tefiido en verde con fluoresceina sédica)
disminuyd de forma significativa durante las 2 primeras semanas de seguimiento y se mantuvo
durante el resto del periodo de seguimiento con una severidad aproximada de 1,5 o con un drea
de unos 0,5 cm®. El tiempo 0 corresponde al momento inmediatamente posterior a la realizacion
de la lesién. Imagenes representativas procedentes de 6 animales. Datos obtenidos de la media
aritmética de 6 animales + SEM. Test estadisticos: Kruskal-Wallis, U de Mann-Whitney y ANOVA
de 1 factor. *p £ 0,05.
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Comparacion entre el modelo de SIL parcial y el modelo de SIL total

Debido a que el sistema de evalucién de los signos clinicos utilizado en ambos modelos
no fue el mismo, no se han podido comparar los datos numericos de ambos modelos.
Para evaluar los signos clinicos en el modelo de SIL parcial se dié un Unico valor a toda
la cérnea para cada signo, mientras que en el modelo de SIL total se dividié la cérnea
en 5 zonas y a cada una de ellas se le asignd un valor para cada signo, realizando
posteriormente la media de los valores de las 5 zonas. En ambos casos se desarrollaron
los signos clinicos neovascularizacién y opacidad corneal durante las primeras semanas
desde el momento de la realizaciéon de la lesion. En cambio, en las fotografias
realizadas durante el seguimiento se observd mayor cantidad y mayor penetracion de
los neovasos en el modelo de SIL total con respecto al modelo de SIL parcial. En cuanto
a la opacidad corneal también se observd mayor severidad de la misma en el modelo
de SIL total en comparacion con el modelo de SIL parcial. Por otro lado, aunque las
fotografias tomadas en el modelo parcial se realizaron sin filtro amarillo mientras que
en el modelo total si que fueron realizadas con dicho filtro, se pudo observar que en el
modelo de SIL total se observaron mayores defectos epiteliales que en el modelo de SIL
parcial (Figura 50). En general, se puede decir que los signos clinicos del modelo de SIL
total, como era de esperar, se desarrollaron de forma mucho mas severa que los signos

clinicos del modelo de SIL parcial.
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Neovascularizacidn y opacidad corneal Defecto epitelial

Semana 3 Semana 11 Semana 3 Semana 11

SIL parcial

SIL total

Figura 50. Comparacion de los signos clinicos desarrollados en el modelo de SIL parcial y en el
modelo de SIL total en conejo. En las fotografias se puede observar cdmo los signos clinicos
neovascularizacion, opacidad corneal y defecto epitelial (tefiido en verde con fluoresceina
sddica) se desarrollaron con mayor severidad en el modelo de SIL total que en el modelo de SIL
parcial. Resultados representativos procedentes de 6 animales para cada grupo de estudio.

7.2, Trasplante de hAT-MSCs

Transcurridas 3 semanas desde el momento de la realizacién de la lesiéon de los 360°
del limbo, se trasplantaron 250.000 hAT-MSCs sembradas en MA sobre la superficie
ocular de 5 conejos. Aunque el SIL fue inducido en 6 animales, 1 de ellos desarrolld
simblefaron (adhesion entre la conjuntiva palpebral y bulbar), por lo que fue retirado
del grupo de estudio. En este grupo de 5 animales, al igual que en el grupo con SIL total
sin tratamiento, se comenzaron a desarrollar los signos clinicos neovascularizacién y
opacidad corneal transcurrida 1 semana desde el momento de la realizacion de la
lesién y el epitelio corneal se regenerd parcialmente durante las primeras semanas tras
la realizacién del dafio. En el grupo de SIL total sin tratamiento, se observé un aumento
significativo de la neovascularizacién entre la semana 3 y las semanas 5, 6, 7, 8 y 10. En
cambio, en el grupo tratado con las hAT-MSCs, no se observé aumento significativo de
la neovascularizacién entre la semana 3 (momento previo a la realizaciéon del
trasplante) y las semanas posteriores. De igual modo, se observé que en el grupo con
SIL total sin tratamiento, los vasos penetraron mas mm hacia el centro corneal que en

el grupo tratado con hAT-MSCs, encontrando diferencias estadisticamente
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significativas entre ambos grupos en las semanas 5, 6, 7, 8, 9 y 11. Analizando la
penetracion de los vasos mediante la escala Efron, también se observd un aumento
estadisticamente significativo de la penetracién en el grupo con SIL total sin
tratamiento entre la semana 3 y las semanas 5-11, mientras que en el grupo tratado
con hAT-MSCs, no se encontraron diferencias significativas entre la semana 3 vy las
semanas posteriores. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre el grupo
de animales con SIL sin tratar y el grupo de animales con SIL trasplantados con hAT-
MSCs. En el caso de la opacidad corneal, en el grupo con SIL total sin tratamiento se
observd un aumento significativo entre la semana 3 y las semanas posteriores
(semanas 4, 5, 6, 7 y 8). En cambio, en el grupo tratado con hAT-MSCs, no se observo
un aumento de la opacidad corneal, sino que dicho signo clinico se mantuvo con
valores similares a los encontrados en la semana 3 durante las semanas siguientes al
trasplante. En cuanto a la invasién del tejido conjuntival sobre la cérnea, solo en 1 de
los 5 animales estudiados se observo su desarrollo. Al estudiar los datos en conjunto,
no se observaron diferencias significativas entre el grupo con SIL sin tratamiento y el
grupo con SIL tratado en cuanto a la invasion del tejido conjuntival hacia el centro
corneal. Aunque no se encontraron diferencias significativas en el defecto epitelial
entre el grupo sin tratamiento y el tratado con hAT-MSCs, tanto en la valoracién
subjetiva, como en la cuantificacion mediante analisis de imagen, se observé que el
defecto epitelial fue algo mayor en el grupo con SIL total sin tratamiento que en el
grupo tratado (Figura 51). Con estos datos, se puede concluir que el trasplante de hAT-
MSCs en el modelo de SIL total podria frenar el desarrollo de la neovascularizacién y de

la opacidad corneal.

138



RESULTADOS

Neovascularizacion y opacidad corneal Defecto epitelial
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Figura 51. Evoluciéon de los signos clinicos en el modelo de SIL total trasplantado con MA y
hAT-MSCs. En el grupo con SIL total sin tratamiento, se observé un aumento significativo de la
neovascularizacién, la penetracién de los vasos hacia el centro corneal y la opacidad corneal
entre la semana 3 y las semanas posteriores. En cambio, estos signos no empeoraron en el
grupo tratado con hAT-MSCs, sino que se mantuvieron con valores similares a los encontrados
en la semana 3 durante las semanas siguientes al trasplante. Se observaron también diferencias
en la penetracion de los vasos (cuantificados en mm) hacia el centro corneal, siendo
significativamente mayor en el grupo con SIL sin tratamiento en comparacién con el grupo
tratado con hAT-MSCs. La invasion del tejido conjuntival sobre la cérnea no fue estadisticamente
significativa. Aunque no se encontraron diferencias, se observd que el defecto epitelial (tefiido
en verde con fluoresceina) fue algo mayor en el grupo con SIL total sin tratamiento que en el
grupo tratado. El tiempo 0 corresponde al momento inmediatamente posterior a la realizacién
de la lesién. El tiempo 3 corresponde al momento previo a la realizacion del trasplante de MA
con 250.000 hAT-MSCs. Imdgenes representativas procedentes de 6 animales para el grupo de
SIL total sin tratamiento y de 5 animales para el grupo de SIL tratado con hAT-MSCs. Datos
obtenidos de la media aritmética de 6 animales para el grupo de SIL total sin tratamiento y de 5
animales para el grupo de SIL tratado con hAT-MSCs + SEM. Test estadisticos: Friedman,
Wilcoxon, Kruskal-Wallis, U de Mann-Whitney, t-Student y ANOVA de 1 factor. *p < 0,05.
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7.3. Estudio histopatolagico

Mediante el analisis histopatoldgico (tincidn con PAS) se estudié el estado de los tejidos
corneales y limbares (areas superior e inferior) de los animales al final del periodo de
seguimiento (semana 11). Como control, se utilizaron muestras obtenidas del ojo
contralateral sano. En los controles sanos, se observaron 4-5 capas de células
epiteliales en la cérnea central y 6-7 en el limbo. Ademas, se observé la presencia de
vasos sanguineos a nivel del estroma limbar. En el caso de los tejidos procedentes de
animales con SIL sin tratamiento, el nimero de capas de células epiteliales fue menor
gue en el control, presentando entre 2-3 capas de epitelio, tanto en cérnea central
como en limbo superior e inferior. Ademas, este epitelio presentd una mayor
desorganizacion y se observd la presencia de células caliciformes (tefiidas en color
purpura) en el epitelio limbar, indicando la invasién del epitelio conjuntival sobre el
limbo (Figura 52). Ademas, 2 de los 6 animales presentaron células caliciformes en el
centro coneal y en todos los tejidos procedentes de este grupo de animales se
observaron células inflamatorias (células con nucleos tefiidos en color morado) tanto
en el estroma del limbo como en el estroma de la cdrnea central, a diferencia de lo
observado en el grupo con SIL parcial sin tratamiento, en el cual no aparecian células
inflamatorias en el estroma corneal, aunque si en el estroma limbar (Figura 42).
Ademas, en el grupo con SIL total sin tratamiento se observd la aparicion de alguin vaso
sanguineo en el estroma corneal, el cual presenté mayor desorganizacion que el de los
tejidos control o que los del grupo con SIL parcial, demostrando asi que el modelo de
SIL total desarrollé dafios mas severos a nivel histoldgico que el modelo de SIL parcial.
Al igual que en el grupo con SIL sin tratamiento, en los animales con SIL tratados con
MA y hAT-MSCs, se observd un menor numero de capas de células epiteliales en
cornea y en limbo en comparaciéon con el grupo control sano, asi como la presencia de
células caliciformes en el epitelio del limbo y de infiltrados inflamatorios en el estroma
limbar. En el grupo de SIL trasplantado con hAT-MSCs, solo un animal presenté células
caliciformes en el centro corneal e infiltrados inflamatorios en algunas zonas del
estroma corneal. A diferencia del grupo de animales con SIL sin tratamiento, en los
animales tratados con hAT-MSCs, se observd una menor infiltracion de células

inflamatorias y una menor desestructuracién del estroma corneal (Figura 52).
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Limbo superior Cérnea central Limbo inferior
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SIL total
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Figura 52. Histologia (tincion con PAS) de los tejidos corneales y limbares del modelo de SIL
total en conejo. En los tejidos procedentes del grupo control sano, se observaron entre 4y 5
capas de células epiteliales en la cdrnea y 6-7 en el limbo y la presencia de vasos sanguineos en

el estroma limbar. En los tejidos procedentes de los animales con SIL sin tratamiento y con SIL
trasplantados con MA y hAT-MSCs ,se encontré la presencia de células caliciformes (tefiidas en
purpura) en el epitelio del limbo y de células inflamatorias en el estroma limbar (acimulo de
células con el nucleo tefiido en morado en el estroma limbar, en zonas subepiteliales). En el
grupo de animales con SIL sin tratamiento, se observé la presencia de infiltrados inflamatorios
en el estroma de la cérnea central y la desestructuraciéon del mismo. En los animales tratados
con MA y hAT-MSCs, se observé una menor infiltracion de células inflamatorias y una menor
desestructuracion del estroma corneal. Imagenes representativas procedentes de 6 animales de
cada grupo de estudio, excepto para el grupo de SIL total + MA + hAT-MSCs que estuvo formado
por 5 animales. Escala de la barra: 50 um.

7.4. Localizacion de las hAT-MSCs

Las hAT-MSCs marcadas con BrdU antes de ser trasplantadas fueron localizadas
mediante imunofluorescencia frente a BrdU en los tejidos de la superficie ocular de los
conejos trasplantados. Transcurridas 8 semanas desde la realizacion del trasplante de
250.000 hAT-MSCs en MA sobre la superficie ocular de 5 conejos con un SIL total, las
hAT-MSCs fueron localizadas en el estroma del limbo, tanto en el limbo superior como

en el limbo inferior (Figura 53). Estas zonas de localizacidon de las hAT-MSCs coincidian
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con las areas con mayor numero de células inflamatorias observadas en el estudio
histopatolégico (Figura 52), por lo que las hAT-MSCs trasplantadas sobre la superficie
ocular fueron capaces de migrar hasta zonas de inflamacién (estroma limbar) vy
permanecer alli durante al menos 8 semanas. Ademads, se observd una correlacién
entre la cantidad de hAT-MSCs detectada y la severidad del SIL desarrollado en cada
animal. En aquellos animales en los que se observéd mayor infiltrado inflamatorio se
encontré una mayor cantidad de hAT-MSCs en el tejido estromal. En concreto, en el
conejo en el cual se encontraron células inflamatorias en cérnea central también se

observd la presencia de hAT-MSCs en esta zona.

Limbo superior Cérnea central Limbo inferior

Figura 53. Localizacién de las hAT-MSCs en los tejidos de la superficie ocular de los conejos con
SIL total trasplantados con 250.000 hAT-MSCs transcurridas 8 semanas post-trasplante. Las
hAT-MSCs fueron localizadas mediante inmunofluorescencia frente a BrdU (fluorescencia roja)
en el estroma limbar del limbo superior e inferior, coincidiendo estas zonas con areas de
inflamacidon. Imagenes representativas procedentes de 5 animales. Nucleos celulares
contratefidos con el colorante Hoechst (fluorescencia azul). Escala de la barra: 50 um.

7.5. Estudio fenotipico

Mediante inmunofluorescencia, se estudié el fenotipo corneal, limbar y conjuntival de
las muestras tisulares obtenidas al final del periodo de seguimiento (semana 11). Se
analizé la expresion de los marcadores de epitelio corneal diferenciado CK3 y E-
cadherina, de los marcadores de células madre epiteliales limbares CK15 y p63 y de los
marcadores de epitelio conjuntival y de mucinas CK7 y lectina, respectivamente. Se

utilizaron como control muestras obtenidas del ojo contralateral sano.
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En el grupo de controles sanos, el marcador de epitelio corneal diferenciado CK3 se
expreso en las células epiteliales de cérnea central y en las células mas superficiales del
epitelio limbar (superior e inferior). En el grupo de animales con SIL total sin
tratamiento, no se observd expresion de la proteina CK3 ni en el epitelio corneal ni en
el limbar. En el grupo de animales con SIL total tratado con MA y hAT-MSCs, la
expresion de la CK3 se localizd de manera homogénea en todo el epitelio del limbo
(superior e inferior) y en las capas mads superficiales del epitelio de la cérnea central
(Figura 54). En conjunto se puede decir que la proteina CK3 no se expresd en los

animales con SIL total, pero si en los tratados con hAT-MSCs.

Los cambios de expresidon de la CK3 fueron diferentes en el modelo de SIL parcial y en
el modelo de SIL total. En el modelo de SIL parcial, la expresion de la CK3 se localizé
tanto en cérnea como en limbo en los animales sin tratamiento (Figura 44). En cambio,
en los animales con SIL total, no se observod expresidon de CK3 ni en cdrnea ni en limbo.
Por otro lado, en los animales con SIL parcial tratados con hAT-MSCs, se recuperd el
fenotipo, expresandose CK3 en cérnea pero no en limbo, mientras que en los animales
con SIL total tratados con hAT-MSCs la expresién de la CK3 se localizé en el epitelio del

limbo y en las capas mas superficiales del epitelio corneal.

En los tejidos procedentes de animales sanos, se observé que la proteina de uniones
intercelulares E-cadherina se expresaba en las células epiteliales de la cérnea central,
pero estaba ausente en el epitelio limbar. En el grupo de animales con SIL total sin
tratamiento, la expresidén de la proteina E-cadherina disminuyd en el epitelio corneal
con respecto al grupo control sano. En el grupo de animales trasplantados con hAT-
MSCs en MA, la proteina E-caherina presentd unos niveles de expresion en el epitelio
corneal similares a los observados en el control sano. Ademas, en el grupo de animales
tratados con hAT-MSCs, esta proteina se distrubuyd tanto en el epitelio corneal como
en el epitelio del limbo (superior e inferior) (Figura 55). Con estos resultados, se puede
afirmar que en el modelo de SIL total, la expresion de la proteina E-cadherina se vio
disminuida, mientras que en los animales que fueron tratados con hAT-MSCs, la
expresion de la E-cadherina aumentd en el epitelio limbar y se mantuvo con niveles

similares a los del control sano en el epitelio corneal.
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En comparacién con el modelo de SIL parcial, en el cual la expresion de la E-cadherina
no se vio modificada en los animales sin tratamiento (Figura 45), en los animales de SIL
total, la expresién de E-cadherina disminuyd. Por otro lado, tanto en los animales con
SIL parcial tratados con hAT-MSCs como en los animales con SIL total tratados con hAT-

MSCs, la expresién de la E-cadherina aumenté en el epitelio limbar.

Marcador de epitelio corneal diferenciado CK3

Limbo superior Cdérnea central Limbo inferior

SIL total Control

SIL total + MA +
hAT-MSCs

Figura 54. Analisis mediante inmunofluorescencia de la expresidon del marcador de epitelio
corneal diferenciado CK3 en cérnea y limbo en el modelo de SIL total en conejo. En condiciones
control (animales sanos), la proteina CK3 (fluorescencia amarilla) se expresé en el epitelio
corneal y en las células mas superficiales del epitelio limbar (superior e inferior). En el grupo con
SIL sin tratamiento, no se observé expresidon de la proteina CK3. En el grupo tratado con hAT-
MSCs, la expresion de la CK3 se localizé en las capas mas superficiales del epitelio corneal y de
manera homogénea en el epitelio limbar. Nucleos celulares contratefiidos con el colorante
Hoechst (fluorescencia azul). Imagenes representativas procedentes de 6 animales en cada
grupo de estudio, excepto para el grupo de SIL total + MA + hAT-MSCs que estuvo formado por 5
animales. Escala de la barra: 100 um.
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Marcador de epitelio corneal diferenciado E-cadherina

Limbo superior Cdérnea central Limbo inferior

SIL total

SIL total + MA +
hAT-MSCs

Figura 55. Andlisis mediante inmunofluorescencia de la expresiéon del marcador de epitelio
corneal diferenciado E-cadherina en cérnea y limbo en el modelo de SIL total en conejo. En
condiciones control (animales sanos), la proteina E-cadherina (fluorescencia amarilla) se expresé
exclusivamente en el epitelio corneal. En el grupo de animales con SIL total sin tratamiento, la
expresiéon de la proteina E-cadherina se vio disminuida en el epitelio corneal. En el grupo de
animales trasplantados con hAT-MSCs en MA, la proteina E-cadherina presentd en la cornea
unos niveles de expresion similares a los observados en el control sano. Ademas, en el grupo de
animales tratados con hAT-MSCs, esta proteina se distrubuyd tanto en el epitelio corneal como
en el epitelio del limbo (superior e inferior). Nucleos celulares contratefiidos con el colorante
Hoechst (fluorescencia azul). Imagenes representativas procedentes de 6 animales en cada
grupo de estudio, excepto para el grupo de SIL total + MA + hAT-MSCs que estuvo formado por 5
animales. Escala de la barra: 100um.
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Se observd la expresion del marcador de células madre epiteliales limbares CK15 en las
capas basales del epitelio limbar, tanto en el superior como en el inferior, de las
muestras procedentes de animales sanos. En el grupo de animales con SIL total, no se
observd la expresidn de esta proteina. En cambio, en los animales tratados con hAT-
MSCs, la proteina CK15 se expresd en el epitelio limbar (superior e inferior) y en el
epitelio de la cornea central. Ademas, esta expresion no se distribuyd exclusivamente
en las células de las capas mas basales del epitelio, sino que también se observé en las
capas mas superficiales del mismo (Figura 56). En conjunto, la expresién de la proteina
especifica de células madre limbares CK15 se perdié en el grupo de animales con SIL
total sin tratamiento y se recuperd parcialmente en los tejidos del grupo de animales

trasplantados con hAT-MSCs sobre la superficie ocular.

Los cambios de expresion de la CK15 fueron similares en ambos modelos de SIL, parcial
y total. En los animales no tratados, la expresién de la CK15 se perdié en las zonas que
habian sido dafiadas, limbo superior en el modelo de SIL parcial y limbo superior e
inferior en el modelo de SIL total. Por otro lado, en ambos modelos, la CK15 recuperd
niveles de expresion similares a los de los controles sanos en los animales tratados con

hAT-MSCs (Figuras 46 y 56).

En los tejidos control procedentes de animales sanos, la expresion del factor de
trascripcion p63, marcador de células madre epiteliales limbares, se observé en los
nucleos celulares de las células basales del epitelio limbar superior e inferior. En los
animales con SIL total sin tratamiento, no se observd expresidon de este factor de
transcripcidon en ninguno de los tejidos estudiados. En cambio, en el grupo de animales
tratados con hAT-MSCs, la expresion de p63 se recuperd en las células basales del
epitelio limbar inferior, pero no en el epitelio del limbo superior de algunos de los
animales estudiados (Figura 57). Es decir, los animales tratados con hAT-MSCs

recuperaron parcialmente la expresion del factor de transcripcion p63.

Los cambios de expresion del factor de transcripcién p63 fueron similares en ambos
modelos de SIL, parcial y total. En los animales no tratados, la expresidon de p63 se

perdid en las zonas que habian sido dafiadas, limbo superior en el modelo de SIL parcial
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y limbo superior e inferior en el modelo de SIL total. Por otro lado, en los animales
tratados con hAT-MSCs, la expresion de p63 se recuperd en el limbo superior en el

modelo de SIL parcial y en el limbo inferior en el modelo de SIL total (Figuras 47 y 57).

Marcador de células madre epiteliales limbares CK15

Limbo superior Cdérnea central Limbo inferior

SIL total Control

SIL total + MA +
hAT-MSCs

Figura 56. Andlisis mediante inmunofluorescencia de la expresion del marcador de células
madre epiteliales limbares CK15 en cérnea y limbo en el modelo de SIL total en conejo. En
condiciones control (animales sanos), la proteina CK15 (fluorescencia amarilla) se expresé
exclusivamente en las células basales del epitelio limbar. En el grupo de animales con SIL sin
tratamiento, la expresion de CK15 se perdid. En los animales tratados con hAT-MSCs, la proteina
CK15 se expreso en el epitelio limbar (superior e inferior) y en el epitelio de la cérnea central,
distribuyéndose también en las capas mas superficiales del epitelio. Nucleos celulares
contratefidos con el colorante Hoechst (fluorescencia azul). Imagenes representativas
procedentes de 6 animales en cada grupo de estudio, excepto para el grupo de SIL total + MA +
hAT-MSCs que estuvo formado por 5 animales. Escala de la barra: 100 um.
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Marcador de células madre epiteliales limbares p63

Limbo superior Cdérnea central Limbo inferior

SIL total

SIL total + MA +
hAT-MSCs

Figura 57. Andlisis mediante inmunofluorescencia de la expresion del marcador de células
madre epiteliales limbares p63 en cdérnea y limbo en el modelo de SIL total en conejo. En
condiciones control (animales sanos), el factor de transcripcion p63 (fluorescencia blanca debida
a la co-localizaciéon de la fluorescencia azul y amarilla) se expresé exclusivamente en los nucleos
de las células basales del epitelio limbar superior e inferior. En el grupo de animales con SIL sin
tratamiento, la expresion de p63 se perdid. En el grupo tratado con hAT-MSCs, la expresién del
p63 se observo en las células de las capas basales del limbo inferior, pero no en las del limbo
superior. Nucleos celulares contratefiidos con el colorante Hoechst (fluorescencia azul).
Imagenes representativas procedentes de 6 animales en cada grupo de estudio, excepto para el
grupo de SIL total + MA + hAT-MSCs que estuvo formado por 5 animales. Escala de la barra: 100

pm.
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La expresion de la proteina de citoesqueleto CK7, caracteristica de células conjuntivales
secretoras, fue observada en las células epiteliales de la conjuntiva en el grupo control
sano. En el epitelio corneal de los tejidos utilizados como controles sanos, no se
observd expresion de la proteina CK7 y solamente alguna célula epitelial de la zona
limbar expresd este marcador. Al igual que en el modelo de SIL parcial, en los tejidos
procedentes del grupo de animales con SIL total, no se observé ningin cambio en la
expresion de este marcador con respecto a los controles sanos, expresandose
exclusivamente en el epitelio conjuntival y en alguna célula del epitelio limbar superior
e inferior. En los grupos trasplantados con MA y hAT-MSCs, tampoco se observd ningun
cambio en la expresién de la CK7 (Figura 58). Por otro lado, mediante la tincion con
lectina se evidencid la presencia de mucinas en el interior de las células caliciformes de
la conjuntiva. En las muestras control, obtenidas de animales sanos, se observé la
presencia de células caliciformes Unicamente en el epitelio de la conjuntiva. En los
grupos de animales con SIL, tanto tratados como no tratados, se observé la presencia
de células caliciformes tefiidas por la lectina en el epitelio conjuntival y en el epitelio
limbar, sin encontrar diferencias significativas entre los diferentes grupos de animales.
Al igual que en el estudio histopatoldgico, en alguno de los animales que presentaban
un SIL mds grave, se observd la presencia de alguna célula caliciforme en la cérnea
central. Ademas, en estas muestras se constatd una tincion difusa sobre la superficie
del epitelio conjuntival y limbar, indicando la presencia de mucinas secretadas sobre la
superficie de estos epitelios (Figura 58). Los resultados obtenidos con la lectina
concuerdan con los obtenidos en el estudio histopatoldgico realizado mediante tincidn

con PAS, donde las células caliciformes se tefiian en color purpura (Figura 52).
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Marcador de células epiteliales conjuntivales y de mucinas CK7/lectina

Conjuntiva Limbo superior Cérnea central Limbo inferior

SIL total Control

SIL total + MA +
hAT-MSCs

Figura 58. Anadlisis mediante inmunofluorescencia de la expresion de los marcadores de
epitelio conjuntival CK7 y de mucinas (lectina) en cérnea y limbo en el modelo de SIL total en
conejo. En condiciones control (animales sanos), la proteina CK7 (fluorescencia amarilla) se
expreso exclusivamente en conjuntiva y la lectina tifié las mucinas (fluorescencia roja) presentes
en las células caliciformes de la conjuntiva. Tanto en el grupo con SIL sin tratamiento como en el
grupo con SIL trasplantado con MA y hAT-MSCs, la expresion de CK7 se mantuvo exclusivamente
en conjuntiva. En los grupos de animales con SIL, tanto tratados como no tratados, se observo la
presencia de células caliciformes tefiidas por la lectina en el epitelio conjuntival y en el epitelio
limbar, sin encontrar diferencias significativas entre los diferentes grupos de animales. Nucleos
celulares contratefiidos con el colorante Hoechst (fluorescencia azul). Imagenes representativas
procedentes de 6 animales en cada grupo de estudio, excepto para el grupo de SIL total + MA +
hAT-MSCs que estuvo formado por 5 animales. Escala de la barra: 100 um.

Tabla 9. Expresion de los marcadores CK3, E-cadherina, CK15, p63 y CK7 en el modelo de SIL
total en conejo. Cuantificacidn subjetiva utilizando la siguiente escala: - ausencia de expresion; +
expresion baja; ++ expresion moderada; +++ expresion alta. LS: limbo superior, CC: cérnea
central, LI: limbo inferior, CJ: conjuntiva.

Marcadores de epitelio corneal Marcadores de células madre Marcador de epitelio
diferenciado epiteliales limbares conjuntival
CK3 E-cadherina CK15 p63 CK7

LS | CC LI LS (oo Ll LS | CC LI LS | CC LI CJ LS | CC LI
Control sano + |+ |+ R N B s R s s o o B I I S S -
SIL total - - - - + - - - - - - - +++ |+ -
SIL total + MA +
hAT-MSCs |+ | | | b | | | ] - - +H+ | o+ |+ - +

150



RESULTADOS

Con los resultados obtenidos en el modelo de SIL total se puede afirmar que las hAT-
MSCs fueron bien toleradas tras su trasplante a la superficie ocular, frenando, ademas,
el desarrollo de la neovascularizacion y de la opacidad corneal de forma significativa.
Ademads, las hAT-MSCs migraron a las zonas inflamadas del estroma limbar,
permanecieron alli durante al menos 8 semanas y favorecieron la recuperacién parcial
del fenotipo de la superficie ocular alterado por el SIL: se recuperd la expresién de los
marcadores de epitelio corneal diferenciado CK3 y E-cadherina por parte de las células
de la cérnea central y la expresion de los marcadores de células madre epiteliales
limbares CK15 y p63 por parte de las células basales del epitelio del limbo dafiado

(Tabla 9).

A modo de resumen, se puede concluir que el modelo de SIL parcial desarrollado fue
un modelo mucho mads leve que el modelo de SIL total, como indican tanto los datos
clinicos como los datos moleculares. En este modelo, las hAT-MSCs trasplantadas
fueron bien toleradas, mientras que en el modelo de SIL total se observé que los signos
clinicos neovascularizacién y opacidad corneal se veian frenados tras el trasplante de
hAT-MSCs. En ambos modelos, las hAT-MSCs fueron capaces de migrar hacia zonas
inflamadas del estroma limbar y permanecer alli al menos 8 semanas. Ademads, a nivel
molecular, en ambos modelos se evidencid una recuperacién parcial del fenotipo
corneal (CK3 y E-cadherina) y limbar (CK15 y p63). En el caso de los animales con SIL
parcial tratados con hAT-MSCs la proteina CK3 se expresé en el epitelio corneal,
mientras que en el modelo de SIL total trasplantado con hAT-MSCs la CK3 se expreso
en el epitelio limbar y en las capas mas superficiales del epitelio corneal. En los
animales tratados con hAT-MSCs, en ambos modelos la E-cadherina se expresé en
cornea y en limbo, con mayor expresion en el limbo del modelo de SIL total. En el caso
de los marcadores de células madre epiteliales limbares CK15 y p63, su expresion fue
recuperada tras el trasplante de hAT-MSCs en el epitelio limbar que habia sido dafado,
excepto en el limbo superior en algunos de los animales con SIL total trasplantados con

hAT-MSCs.
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Estudios in vitro

En el presente trabajo, se ha estudiado la capacidad que tienen las hAT-MSCs para
adquirir un fenotipo similar al epitelial corneal y de regenerar el epitelio corneal danado

en un modelo animal de SIL.

En primer lugar, para estudiar la capacidad de las hAT-MSCs de adquirir in vitro un
fenotipo similar al de las células epiteliales corneales, se recrearon algunas de las
sefiales moleculares presentes tipicamente en los microambientes corneal y limbar.
Para ello, se cultivaron las hAT-MSCs sobre plastico o coldgeno IV con MB condicionado
con sobrenadantes recogidos del cultivo de células epiteliales corneales o de FL. El
colageno IV es uno de los principales componentes de la membrana basal del epitelio
limbar, siendo mucho menos predominante en la membrana basal del epitelio de la

72>27 para intentar simular las sefiales presentes en el microambiente

cornea central.
del epitelio corneal in vivo, se utilizé la combinacién de los sobrenadantes secretados
por las células HCE y la ausencia de coldgeno IV en el sustrato. Por otro lado, se
recrearon ciertas caracteristicas del microambiente del nicho limbar in vivo mediante la
combinacién de sobrenadantes secretados por los FL y la presencia de coldgeno IV en el

161,174,175
sustrato.

Ninguna de las condiciones de cultivo estudiadas afecté a la viabilidad de las hAT-MSCs.
En cambio, el ciclo celular se vio influido en las células cultivadas bajo las condiciones
de induccién de la diferenciacién. Se observé un aumento en el nimero de células en
estado quiescente dentro de la poblacién celular y un consecuente descenso en el
nimero de células en estado de proliferacidén. Estos datos se pueden relacionar con el
efecto bien conocido de que el proceso de diferenciacién celular suele ir acompafado

. . 17
de un descenso en la tasa de proliferacion. 6
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Las hAT-MSCs cultivadas con HCEcMB adquirieron una morfologia mas poligonal similar
a la de las células epiteliales. En estas condiciones, se observd también un aumento de
la complejidad celular y del contenido de granulos citoplasmaticos. Estos datos se
correlacionan con trabajos previos que describen un alto contenido de granulos de
glicogeno en las células epiteliales corneales.”” Por lo tanto, las hAT-MSCs podrian
adquirir ciertas caracteristicas tipicas de un fenotipo epitelial cuando son sometidas a
un microambiente que contiene seiales similares a las presentes en el microambiente

del epitelio corneal.

Por otra parte, se observd que las células HCE expresaban los marcadores tipicos de
MSCs: CD73 y CD105. El CD73 (ecto-5-nucleotidasa) se ha descrito expresado en

diferentes tipos de células epiteliales.”’®**°

Sin embargo, esta es la primera vez que se
ha identificado la expresién del CD105 (componente del receptor del TGF-B)”’ en
células de linaje epitelial, lo que podria sugerir que esta molécula podria mediar la

accion del factor TGF-B en las células epiteliales corneales.

El MFI del CD105 aumentd en las células cultivadas con HCEcMB, mientras que el MFI
de los marcadores CD73 y CD90 no cambié de forma significativa. Estos resultados
concuerdan con un trabajo previo en el cual cultivaban las hAT-MSCs con un medio
condicionado con células del epitelio pigmentario de la retina para diferenciarlas hacia

181 por el

células epiteliales retinianas, las cuales mantenian la expresion de CD90.
contrario, otro grupo de investigacion observd una disminucion de la expresién de
CD90 y un mantenimiento de los niveles de expresién de CD73 y CD105 en hAT-MSCs
cultivadas con medio condicionado de células epiteliales de tubulo renal.’®® En

183 . . .y
. observaron una disminucion de la

contraste con nuestros resultados, Ho et a
expresion del CD105 en las MSCs derivadas de grasa orbitaria cultivadas bajo
condiciones inductoras de diferenciacién hacia epitelio corneal. Estas diferencias entre
ambos estudios pueden deberse a la diferente fuente de las MSCs estudiadas. La
expresion del marcador CD105 en las HCE junto con el aumento del MFI del mismo en

las hAT-MSCs cultivadas con HCEcMB sugieren que esta proteina podria ser un

potencial marcador de diferenciacion hacia epitelio corneal. Ademas, el TGF-B
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secretado de forma natural por los fibroblastos y las células epiteliales corneales tiene
una accion paracrina y/o autocrina y esta implicado en el proceso de cicatrizacion de
heridas corneales.'® Todos estos datos sugieren que los cambios morfoldgicos y de
expresion de marcadores de epitelio corneal observados en las hAT-MSCs podrian estar
mediados por factores como el TGF-B. Esto es consistente con la conocida participacién
del TGF-B en procesos de inmunomodulacién y de diferenciacién, como la transicion
mesenquima—epitelio.l47’185'186

Se analizé la expresion de los marcadores especificos de epitelio corneal CK3 y CK12.*°
Ambos marcadores se expresaron en bajos niveles en hAT-MSCs y FL cultivados bajo
condiciones estandar. Estos datos estan de acuerdo con las observaciones descritas por
otros investigadores que afirman la expresion de CK3 y CK12 en BM-MSCs de conejo y

en hAT-MSCs,®”**° y de otras citoqueratinas como la CK18 en hAT-MSCs. %8115

Aunque el peso molecular de la proteina CK12 es 54 KDa, mediante western-blotting se
detectd la CK12 en una banda de 108 KDa. Esto indica que la CK12 se encontraba en
conformacién de homodimero, fendmeno observado en aquellas queratinas que

forman los filamentos intermedios.*®’

Nuestros resultados mostraron que la proteina CK12 se expresé en todo el citoplasma
de las hAT-MSCs cultivadas en condiciones estandar o crecidas en elevada confluencia
con MB. Por otro lado, en las hAT-MSCs cultivadas con HCEcMB y FLcMB, la expresion
de CK12 se localizd en areas perinucleares. Este cambio de localizacién podria ser
debido a un aumento de la sintesis de la proteina en el reticulo endoplasmatico,'®®
como sugiere el incremento de la expresidon proteica observado mediante western-

blotting.

Los resultados obtenidos mostraron un aumento de la expresién de la CK12 en las hAT-
MSCs cultivadas con HCEcMB en plastico mientras que la expresion de la CK3 no cambié

161 . .z
1.7" observaron un incremento de la expresién del

de forma significativa. Ahmad et a
ARNmM de CK12 y CK3 en células madre embrionarias cultivadas con medio de cultivo

especifico para células epiteliales condicionado con FL. En esos experimentos, el
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aumento de expresion de CK12 se produjo en una fase mas precoz que el incremento
de expresion de CK3. Si nuestros tiempos de incubacion hubieran sido mas
prolongados, tal vez se habria observado también un aumento de los niveles de ARNm
de CK3. Ademas, otros grupos de investigacidon observaron un aumento de expresion de
los marcadores de epitelio corneal y la adquisicidon de un fenotipo similar al epitelial en

161,175
En nuestros

células madre cultivadas con medios de cultivo condicionadas con FL.
experimentos, se evidencié que la expresion de marcadores de epitelio corneal fue

mayor en las hAT-MSCs cultivadas con HCEcMB que en aquellas cultivadas con FLcMB.

161 175
l. I.

Ahmad et a emplearon células madre embrionarias y Blazejewska et a utilizaron
células madre de foliculo piloso. Por lo tanto, estos tipos celulares parecen tener un
comportamiento diferente al de las hAT-MSCs cuando son cultivadas bajo condiciones
gue simulan el microambiente del nicho limbar. De acuerdo con nuestros resultados,

165 , . .
. observaron un aumento de CK12 en células madre embrionarias

Notara et a
cultivadas sobre colageno IV y con medio suplementado con EGF, mientras que no
observaron este aumento de CK12 cuando cultivaron las células con medio

condicionado con FL.

Nuestros resultados son acordes a los obtenidos por Jliang et al.,® guienes, mediante la
realizacion de co-cultivos de BM-MSCs con células estromales corneales, observaron
que las BM-MSCs expresaban CK12 y adquirian un fenotipo similar al epitelial corneal.
Igualmente, varios grupos de investigacién han demostrado que las BM-MSCs o las
MSCs de estroma limbar pueden adquirir un fenotipo similar al epitelial corneal cuando

141,142

se cultivan con un medio para células madre limbares. De acuerdo con nuestros

resultados, se ha descrito que las AT-MSCs de ratén pueden adquirir una morfologia
similar a la epitelial y expresar el marcador de epitelio corneal CK12 cuando son

transfectadas con Pax-6.'%3

En relacion a esto, otros grupos de investigaciéon observaron
qgue las MSCs adquirian un fenotipo similar al epitelial corneal cuando eran cultivadas

, . 140 . . .
en una cornea decelularizada™" o trasplantadas sobre la superficie ocular de animales

75,83 | 183

con coérneas danadas. En cambio, los estudios llevados a cabo por Ho et a
mostraron que las MSCs derivadas de grasa subcutanea tenian menor capacidad para

diferenciarse hacia un fenotipo epitelial corneal que las obtenidas a partir de grasa
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orbitaria. Aunque sus resultados no son consistentes con los nuestros, las diferencias
podrian explicarse por el hecho de que, en nuestro caso, las células se cultivaron
durante mas tiempo y a mayor confluencia, condicién que se ha definido como un

160
El aumento de

factor importante en la modulacidn de la diferenciacién de las MSCs.
expresion de CD105 y CK12, junto con la adquisicién de una morfologia mas similar a la
epitelial por parte de las hAT-MSCs cultivadas con HCEcMB sobre plastico, indican que
las hAT-MSCs sometidas a sefales similares a las presentes en el epitelio corneal
pueden adquirir un fenotipo con caracteristicas propias del epitelio corneal. Por otro

lado, Vossmerbaeumer et al.'®' diferenciaron hAT-MSCs en células de epitelio

pigmentario de la retina con medio condicionado con estas mismas células.

Con estos resultados se ha demostrado de forma preliminar la capacidad de las hAT-
MSCs extraoculares de adquirir caracteristicas similares a las propias del fenotipo
epitelial corneal cuando son sometidas a un microentorno con sefiales proporcionadas

por un epitelio corneal diferenciado.

Estudios ex vivo

Para estudiar la capacidad de las hAT-MSCs de regenerar la superficie ocular dafiada en
un modelo animal, es necesario establecer previamente la dosis de hAT-MSCs mas
adecuada para su trasplante a la superficie ocular. Las dosis de MSCs aplicadas en los
estudios preclinicos publicados varian mucho de unos trabajos a otros, dependiendo,
ademas, de la via de administracion. Estas dosis celulares varian desde las 100.000
células hasta los 10.000.000 de células en una Unica administraciéon. Las dosis mas bajas

suelen ser administradas sembradas sobre un sustrato, normalmente MA,SO'145

76

. s . . o 7 . o s
aplicadas de forma tépica sobre la superficie ocular, >’® mientras gue las dosis mas

altas son administradas mediante inyeccidn intravenosa o intraperitoneal,

. 79,189,1
principalmente. 2:189,190

En nuestro caso, se elegidé la administracion de las células
mediante su trasplante a la superficie ocular en MA por varias razones: Por un lado, la
MA con células madre epiteliales limbares expandidas in vitro es el sistema de

trasplante celular mas utilizado actualmente en el tratamiento de SIL en la clinica
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humana. Ademas, se trata de una administracion local, por lo que de esta forma se
asegura que las células se encuentran lo mas cerca posible de la zona donde se quiere
qgue lleven a cabo su accién terapéutica. Por otro lado, mediante el trasplante de las
células sobre MA, se ponen en contacto las células con toda la superficie corneal y
limbar, garantizando asi que las células cubren toda la zona afectada por la
enfermedad. Por ultimo, hay datos que demuestran que la administracidn sistémica de
MSCs puede conllevar la pérdida de células durante su migracién hasta el tejido diana,

acumuldndose en algunos 6rganos, especialmente en el pulmén.**

Para el estudio de la dosis celular llevado a cabo en esta tesis, se utilizé un modelo de
dafio corneal en ojo de cerdo ex vivo desarrollado previamente por el grupo de la Prof.

Julie T. Daniels.”>"*

El modelo consiste en la realizacién de un daifio epitelial que
comprende la cérnea y el limbo. Aunque el modelo habia sido desarrollado tanto en ojo
de conejo como de cerdo, en nuestro estudio se empled el modelo desarrollado en
cerdo ya que la cdrnea porcina guarda una mayor similitud con la cérnea humana. Para
abordar el estudio de las dosis de MSCs reflejadas en la bibliografia, se probaron
diferentes cantidades de hAT-MSCs (250.000, 1.000.000 y 10.000.000) sembradas sobre

MA y trasplantadas sobre el modelo de dafio corneal ex vivo.

La cérnea, en condiciones normales, se encuentra expuesta al exterior en contacto con
el aire. Por lo tanto, los botones corneoesclerales trasplantados con diferentes dosis de
hAT-MSCs se cultivaron en interfase aire-liquido para, por un lado, reproducir las
condiones naturales de la cérnea y, por otro, favorecer la estratificacion del epitelio

192
corneal.”

En contraposicién a la estratificacién descrita en la bibliografia,’®* en las muestras
mantenidas con epitelio durante 2 semanas en interfase aire-liquido, se observé una
disminucién en el nimero de capas de epitelio en comparacidon con las muestras
control que fueron fijadas con epitelio en el momento de la obtencién. Esta pérdida de
células epiteliales se podria deber a que el tejido se encontraba en condiciones ex vivo

y, por lo tanto, las células madre epiteliales limbares habrian perdido en gran medida la
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capacidad de regenerar el epitelio corneal como lo harian durante la vida del animal.
Ademas, al encontrarse en interfase aire-liquido, las células epiteliales estuvieron mas
expuestas a los factores adversos externos que si se hubieran mantenido sumergidas en
el medio de cultivo. En un trabajo publicado recientemente, estudiaron el
mantenimiento de cérneas de conejo ex vivo en interfase aire-liquido comparando un
sistema estatico frente a un sistema en movimiento que permitia que las cérneas
estuvieran sumergidas en medio de cultivo de forma intermitente, simulando el
parpadeo. En concordancia con nuestros resultados, observaron que en condiciones
estdticas el numero de capas de epitelio corneal disminuia de forma mdas acusada que

cuando las muestras eran mantenidas en el sistema dinamico.**®

En un principio, para estudiar la reepitelizacién de los botones corneoesclerales del
modelo ex vivo se levantaron las MA de la superficie ocular transcurridas 2 semanas
desde el trasplante de las hAT-MSCs en MA. Se observé que las MA estaban muy
adheridas a la superficie de las muestras y que costaba levantarlas de las mismas. En
relacidon a esto, en las MA que habian sido levantadas de la superficie ocular de los
botones corneoesclerales, se observd la presencia de células no marcadas con BrdU,
provenientes del propio botén corneoescleral. Ademas, estas células no marcadas con
BrdU fueron observadas tanto en las muestras que habian sido trasplantadas con MA
sin células, como en las muestras trasplantadas con las diferentes dosis de hAT-MSCs.
Estas células no marcadas podrian proceder de la proliferacion de células madre
epiteliales que no hubieran sido bien eliminadas del limbo al generar el dafio corneal en

los botones corneoesclerales.

Por otro lado, las células hAT-MSCs presentes en las MA levantadas presentaron un
marcaje con BrdU diferente al habitual. Este marcaje no se localizé en los nucleos
celulares, sino que en la mayoria de las células aparecia en el citoplasma. Se confirmoé
que este marcaje era especifico mediante la utilizacidon de controles negativos (omisidn
del anticuerpo primario e inmunofluorescencia de células no marcadas). Esta
deslocalizacion del marcaje se pudo deber a que las células podrian haber incorporado

la molécula de BrdU no solo en el nucleo, sino también en el ADN mitocondrial y de
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esta manera pudo aparecer también marcado el citoplasma celular. Ademads, el escaso
marcaje encontrado en los nucleos celulares podria deberse a una competencia directa
0 enmascaramiento de la tincién con el marcaje con ioduro de propidio (utilizado para

marcar el ADN).

Se observd una escasa migracion celular desde las MA a los botones corneoesclerales
en el modelo de dafio corneal ex vivo. Se ha descrito que las MSCs tienen la capacidad
de migrar hacia las zonas lesionadas mediante la quimioatracciéon producida por las

129135 | 3 causa de la baja migracion

guimiocinas secretadas en los tejidos tras un dafio.
pudo ser la ausencia de sefiales especificas para la migracién de las MSCs. El dafo en el
epitelio corneal se realizdé una vez que el tejido habia sido extraido de los animales, por
lo tanto, el tejido podria no haber secretado las sefiales especificas frente al dafio
generado. A pesar de ello, se observaron algunas, aunque muy pocas, hAT-MSCs en el

estroma corneal, muy cercanas al epitelio.

Debido a que la mayoria de las células habian quedado adheridas en las MA, los datos
obtenidos en cuanto a la recuperacion del epitelio corneal (mediante tincién con
fluoresceina y andlisis histolégico) no eran validos. Dado que el proceso de
levantamiento de la MA no se realizaria en un trasplante, ya que in vivo la MA seria
reabsorbida en la superficie ocular, y para evitar que los resultados se vieran afectados
por la metodologia, se realizaron ensayos en los que no se levanté la MA de la

superficie ocular.

Puesto que no se encontraron diferencias entre las distintas dosis celulares estudiadas
en los ensayos en los que se levantd la MA y que el modelo ex vivo presentaba
limitaciones, el experimento realizado sin levantar las MA se realizd solamente con la
dosis celular de 250.000 hAT-MSCs. Se eligid esta dosis celular ya que era la dosis que
estaba siendo utilizada en el ensayo clinico puesto en marcha a mediados de 2012 por
nuestro grupo de trabajo, en colaboracién con la Unidad de Produccion Celular del

IBGM de la Universidad de Valladolid, en el que se estaba comparando la eficacia del
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trasplante alogénico de BM-MSCs frente al de células madre epiteliales limbares para el

tratamiento del SIL (EudraCT: 2010-353520-42; ClinicalTrials.gov: NCT01562002).

Una vez realizado el estudio sin levantar las MA de la superficie de los botones
corneoesclerales, se observé que el mantenimiento de la MA sobre la superficie
protegia el epitelio formado. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas
entre el nimero de capas de células epiteliales formadas cuando se trasplanté MA sin
células o con 250.000 hAT-MSCs. La presencia de células epiteliales en los botones
corneoesclerales trasplantados con MA sin células indicaba que las células que no
habian sido bien eliminadas del epitelio durante la generacion del dafio habian podido
proliferar y generar alguna capa de epitelio en la cérnea. En los botones que habian
sido trasplantados con 250.000 hAT-MSCs, se observaron células marcadas con BrdU en
las capas de epitelio, pero no en el estroma corneal como se habia visto en los botones
en los que se habia levantado la MA. Cabria haber esperado que una pequeia cantidad
de hAT-MSCs también hubiera migrado hasta las zonas del estroma cercanas al epitelio
en las muestras en las que no se levantaron las MA. Debido al bajo nimero de células
gue habrian migrado y a que los cortes histolégicos de 4 um son una representacion
muy escasa del tejido completo (cérnea de 15 mm de didmetro), las células podrian no

haber sido observadas en estos cortes a pesar de haber migrado hasta el estroma.

Deshpande et al.”® observaron que las células madre epiteliales limbares sembradas
sobre lentes de contacto y trasplantadas en un modelo de dafio corneal ex vivo en
conejo migraban a la superficie corneal transcurridos 3 dias. Posteriormente, vieron
que, ademas, las células estratificaban cuando el modelo se mantenia en cultivo en
interfase aire-liquido. En nuestro caso, los botones corneosclerales no se dejaron en
cultivo tras levantar las MA y no se observé que las células que habia sobre la superficie
de la cérnea hubieran estratificado. Para que esto hubiera sucedido, las hAT-MSCs
trasplantadas tendrian que haberse diferenciado previamente a células epiteliales
corneales. A pesar de que no se estudid la expresion de marcadores de epitelio corneal
diferenciado en estos ensayos, es posible que las hAT-MSCs no se diferenciaran hacia

epitelio corneal, ya que en las muestras en las que se levantaron las MA solo se
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encontraron hAT-MSCs en algunas zonas del estroma cercanas al epitelio y en las MA,
aunque estas podrian haberse desprendido del epitelio. Igualmente, en los ensayos en
los que no se levantaron las MA, se observod la presencia de hAT-MSCs en la superficie
de la cdérnea junto con otras células no hAT-MSCs. En ambos casos, las hAT-MSCs
presentaban una morfologia fusiforme que distaba mucho de la epitelial. Por otro lado,
en su estudio’> observaron que en los casos en los que la adhesién celular al sustrato
fuera muy estable o el cultivo celular se mantenia durante mds de 1 dia sobre el
sustrato provocaba una baja migracidon celular a la superficie ocular, aunque no
analizaron si quedaban o no células adheridas a las lentes de contacto tras retirarlas de
la superficie ocular. En nuestro trabajo, se observd que gran parte de las células
guedaban adheridas a las MA al ser éstas levantadas, por lo que se observaron grandes
defectos epiteliales con las diferentes dosis celulares estudiadas. En este sentido,
aunque el tiempo de cultivo previo al trasplante utilizado en nuestro trabajo fue de 1
dia, la MA podria representar un sustrato al que las MSCs se adhieren firmemente y de
forma estable, ya que posee una membrana basal muy rica en proteinas de adhesion
tales como fibronectina, colageno IV y laminina."®* Por ello, y por la ausencia de sefales
gue atrajeran a las MSCs hacia el tejido, es por lo que se podria haber observado una

escasa migracién de las células desde la MA hasta el tejido.

Por otro lado, en los trabajos de Notara et al.”**®

realizaron el trasplante de una
monocapa celular. Posteriormente, dejaron que la monocapa estratificara durante los
dias posteriores hasta que se establecié un epitelio estratificado sobre la cérnea del
modelo ex vivo. Ademas, en estos trabajos, la monocapa celular habia sido levantada de
placas de cultivo de poliestireno y trasplantada sobre la superficie ocular sin un sustrato
al que las células estuvieran intimamente adheridas y que pudiera dificultar su
migracion. Para ello, se utilizaron ldminas no adhesivas de Tegapore™. Tal vez, para el
estudio de las diferentes dosis celulares hubiera sido mdas adecuado el empleo de una

aproximacion similar a la utilizada en este estudio para asi facilitar la migracion de las

células hacia la superficie ocular del modelo ex vivo.
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En otro trabajo llevado a cabo por el mismo grupo de investigacic’m,195 se estudio el
trasplante de células madre epiteliales limbares sembradas sobre membranas de acido
poli-lactico-co-glicélico sobre el modelo ex vivo de conejo. En este caso, transcurridas 4
semanas desde el momento del trasplante, se observd que las células se encontraban
en la superficie de la cdrnea. Ademas, no se levantaron las membranas de los botones
corneoesclerales, por lo que se asemejaria a lo encontrado en la segunda aproximacion
de nuestro estudio, en la cual no se levantaron las MA de la superficie ocular. Ademas,
compararon el mantenimiento del modelo de dafio corneal ex vivo sumergido en medio
de cultivo frente al cultivo en interfase aire-liquido y comprobaron que en las muestras
mantenidas en interfase aire-liquido, las células aparecian mas intimamente adheridas

a la membrana basal de la cérnea.

Por otro lado, la menor migracién celular observada en nuestro trabajo con respecto a
otros estudios podria ser debida al tipo celular empleado. En los trabajos descritos
anteriormente, las células trasplantadas fueron epiteliales corneales o células madre
embrionarias diferenciadas a epitelio corneal, mientras que en nuestro estudio se
trasplantaron hAT-MSCs. Para que se produzca la migracidn de las MSCs hacia el tejido
dafado es necesaria la presencia de sefiales especificas, mientras que las células
epiteliales corneales podrian tener afinidad por estos tejidos de forma natural para
migrar y anclarse de forma especifica a las proteinas expresadas por la membrana basal

de la cérnea.

La ausencia de resultados concluyentes puede ser debida a que el modelo de dafio
corneal ex vivo no es un buen modelo para el estudio de las diferentes dosis de hAT-
MSCs. Las MSCs necesitan reconocer las quimiocinas producidas en la zona de lesién

129135 Al tratarse de un tejido ex

para migrar y llevar a cabo sus funciones reparadoras.
vivo que no pudo responder de forma natural al dafio, las MSCs no recibieron las
sefiales necesarias para migrar. Ademas, la MA pudo retener firmemente a las hAT-
MSCs impidiéndolas migrar, lo que podria haberse evitado mediante la utilizacién de
otro tipo de sustrato en el que no se produjera una adhesion tan estable o firme de las

células.
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Estudios in vivo

Para el estudio de tolerancia y eficacia del trasplante de hAT-MSCs sobre la superficie
ocular fue necesario el desarrollo de un modelo experimental de SIL in vivo. El animal
de eleccion para el desarrollo del modelo de SIL en el presente trabajo fue, en un
primer momento, el cerdo ya que su ojo posee caracteristicas muy similares al ojo
humano y, ademads, posee un tamafo adecuado para la realizacidon de las cirugias, la
inducién del SIL y el trasplante de MA. Asimismo, la cdrnea porcina posee una
estructura similar a la cdrnea humana, presentando membrana de Bowman, y se ha
descrito recientemente que el limbo de cerdo estd formado por estructuras similares a
las empalizadas de Vogt del limbo humano.”* Se han podido corroborar estos datos
analizando la superficie ocular del cerdo mediante microscopia confocal e histologia,
donde se observé la presencia de estructuras en crestas y valles (epitelio-estroma)

similares a las empalizadas de Vogt humanas.

El modelo de SIL desarrollado en cerdo mediante dafio criogénico del limbo evolucioné
adecuadamente y reprodujo los signos clinicos que caracterizan la enfermedad en
humanos: neovascularizacidén, opacidad corneal y defectos epiteliales. Ademas, estos
signos clinicos se mantuvieron sin revertir de forma espontanea durante todo el
periodo de seguimiento. Hasta el momento, no se ha descrito ningin modelo de SIL
desarrollado en cerdo, por lo que cabe destacar que este seria el primer modelo que
reproduce los signos clinicos tipicos de la enfermedad en humanos. La elecciéon del tipo
de dafo se realizd6 en base a que la lesidén criogénica tiene la ventaja de ser una
guemadura por frio, lo que permite inducir un modelo mads estable y mas facilmente
controlable que los modelos generados mediante quemadura quimica. No obstante, no
se ha encontrado en la bibliografia ningiin modelo de SIL desarrollado mediante dicha
metodologia, por lo que seria necesario realizar estudios comparativos de induccién de
SIL mediante ambos tipos de quemadura para poder confirmar las ventajas de la
guemadura criogénica frente a la quemadura quimica. En cuanto al seguimiento del
modelo, no se utilizé una escala de valoracidn para evaluar los signos clinicos durante la

evolucion del modelo, aunque si que se tomaron fotografias que reflejaban el progreso
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de la enfermedad. Asimismo, se recogieron citologias de impresidon corneal durante los
dias de revisidon con el fin de estudiar la presencia de células caliciformes en el epitelio
corneal. Esta técnica permitié observar la evolucién del fenotipo epitelial que poseia la
cornea pero, por otro lado, se trata de una técnica mediante la cual se desprenden
células de la superficie corneal, lo que puede interferir en el proceso de reepitelizacién
y, por lo tanto, en la evolucion de la enfermedad. Al final del periodo de seguimiento,
se realizd el estudio anatémico y estructural de la susperficie ocular mediante
microscopia laser confocal. Esta técnica permitid la realizacion de secciones 6épticas
finas que fueron desde las capas mas superficiales del epitelio hasta las zonas mas
profundas del estroma, permitiendo asi visualizar la estructura completa de la cérneay
el limbo. La desventaja de esta técnica es que los tejidos se podrian haber visto
alterados para el posterior andlisis histologico, ya que desde la enucleacion hasta la
fijacion transcurrieron aproximadamente unas 10 horas y, ademas, fueron sometidos a
la presion que ejerce el cabezal del laser sobre la superficie ocular. Por todas las
razones mencionadas, en los ensayos realizados en conejo no se utilizaron las técnicas

de citologia por impresion corneal ni de micoscopia laser confocal.

Por otro lado, cuando en este modelo se trasplantaron MA sin células mediante sutura
a la esclera, se desarrolld una reaccién adversa muy severa que produjo un
empeoramiento de los signos clinicos y de la inflamacién en la superficie ocular. Esta
reaccion adversa pudo ser provocada por el traumatismo generado durante la cirugia,
ya que durante el proceso de sutura, el cirujano tuvo grandes dificultades para pasar la
aguja por la esclera debido a que estos animales poseen unos tejidos de gran
consistencia y dureza que les confiere una enorme proteccion frente a agresiones
externas y/o traumatismos. Debido a la reaccién desarrollada tras el trasplante de la
MA, este modelo tuvo que ser descartado para la realizacién de trasplantes mediante
sutura quirurgica sobre la superficie ocular. Aunque en el presente trabajo no se
continud con este modelo, puede considerarse un buen modelo de SIL para el estudio
de las bases fisiopatoldgicas de la enfermedad y/o siempre que se utilice otro método
de administracién, ya sea el trasplante de células en un sustrato mediante el uso de

pegamentos tisulares o la utilizacion de otras vias de administracion como la

167



DISCUSION

administraciéon tdpica, la inyeccién subconjuntival o, incluso, la inyeccion

sistémica.75’190’196’197

Una vez descartado el cerdo, el animal de eleccién para el desarrollo del modelo de SIL
fue el conejo. Al igual que el cerdo, el conejo tiene un tamafio ocular adecuado para la
realizacién de los procedimientos quirudrgicos. Por otro lado, la cérnea de conejo tiene
una relativa similitud con la cérnea humana, aunque en menor medida que la cérnea
porcina, ya que posee la misma estructura histolégica que la cérnea humana,
diferenciandose entre si en las proporciones de las diferentes capas, y en que la capa de
Bowman es rudimentaria en conejos.”® Ademds, en comparacién con el cerdo, el
conejo es un animal de facil manejo, estabulacién y bajo coste. Otra importante razén
por la que se eligié el conejo para llevar a cabo este trabajo fue que en la bibliografia

actual el conejo es el modelo mas utilizado para el desarrollo y el estudio del S|L.Be881e7

Debido a que el desarrollo del modelo de SIL en conejo esta muy bien definido en la
bibliografia y a que uno de los modelos mas representados se desarrolla mediante la
eliminacion del epitelio corneal por quemadura quimica, seguida de una limbectomia

86,87,199

quirdrgica, este fue el procedimiento seleccionado para desarollar el SIL en el

conejo.

En el modelo de SIL parcial, desarrollado para testar la tolerancia y la eficacia preliminar
de las hTA-MSCs trasplantadas sobre la superficie ocular, se realizé una limbectomia
parcial que comprendia el limbo superior y temporal (de VII a | segun los husos
horarios). Se realizé la limbectomia parcial con el fin de desarrollar un modelo de SIL
leve/moderado donde poder observar cualquier complicacion o intolerancia tras el
trasplante de las hAT-MSCs. Fueron seleccionadas las zonas superior y temporal como
las zonas a dafiar asumiendo que, como ocurre en el humano, el limbo superior

. . , . 200,201
contiene mayor cantidad de células madre que el resto de zonas limbares.?***°

Durante las primeras semanas posteriores a la realizacion del dafio, se desarrollaron de
forma leve los signos clinicos que caracterizan la enfermedad en humanos

(neovascularizacion, opacidad corneal y defectos epiteliales). Ademas, estos signos
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clinicos se mantuvieron durante todo el periodo de seguimiento sin revertir de forma
espontanea. Para evaluar los signos clinicos se utilizé una escala de valoracion de 0 a 4
puntos de menor a mayor severidad, similar a las utilizadas en otros modelos de SIL

81,82,146,147,167 .
Se observé que la

descritos por numerosos grupos de investigacion.
neovascularizacion desarrollada en la cérnea fue mayor en la zona superior de la
misma, coincidiendo con la zona del dafo limbar. Este dato podria apoyar la hipdtesis
asumida de que, al igual que en el limbo humano, la zona del limbo superior es la mas
rica en células madre epiteliales limbares y que el dafio generado podria haber
provocado que no se pudiera regenerar el epitelio corneal de forma normal,
desencadenando la neovascularizacion de la zona. Por otro lado, se observé que
durante las 2 semanas posteriores a la realizacion del dafio, el defecto epitelial se
recuperaba en gran medida, aunque se mantuvo sin llegar a cerrarse por completo
durante todo el periodo de seguimiento. Estos datos se pueden relacionar con los
obtenidos por el grupo de Chen et al.’* donde observaron que en 1-2 semanas se

cerraban los defectos epiteliales creados en un modelo de SIL parcial en conejo

desarrollado mediante limbectomia.

Una vez establecido el modelo de SIL parcial, se observd que los signos clinicos
evolucionaban durante las primeras semanas y que a partir de la tercera semana estos
se mantenian estables en el tiempo. Por ello, y apoyados en otros trabajos donde
establecian la tercera semana como el momento del trasplante en modelos de SIL en
conejo,173 se decidio este tiempo como el momento para la aplicacién del tratamiento.
Segun la bibliografia, el momento de la aplicacién del tratamiento puede hacerse en la
fase aguda de la enfermedad, cuando se aplica justo después de la inducién del

78,146,148,199

modelo, o en la fase crénica, administrado en una etapa mas estable de la

, 83,87,173
enfermedad, como seria nuestro caso.” ™"

Se trasplantd MA sin células sobre la superficie ocular de 3 animales con SIL parcial con
el fin de asegurar que en este modelo no se desarrollaba una importante reaccion
inflamatoria debido al proceso de sutura, como ocurrié en el modelo porcino de SIL. En

este caso, la cirugia del trasplante no produjo ninguna reaccion y los signos clinicos no
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empeoraron después del trasplante de MA sin células. En comparacién con el cerdo, el
conejo posee una esclera menos dura, mas facilmente suturable y menos reactiva.
Ademas, los signos clinicos en el grupo de animales trasplantados con MA no mostraron
diferencias significativas con respecto al grupo de animales con SIL parcial sin
trasplante. En concordancia con nuestros resultados, existen varios trabajos en los que
no encontraron diferencias entre los signos clinicos neovascularizacién, opacidad
corneal y defecto epitelial del grupo de animales con SIL sin tratamiento y los del grupo

80,87,167,202 .
Por el contrario, otras

de animales con SIL trasplantados con MA.
investigaciones sefialan que el trasplante de MA sobre modelos de SIL desarrollados en
conejo o rata acelera el proceso de reepitelizacion comparado con el grupo de animales

81,86,203 . . .
27 Las diferencias encontradas en estos trabajos en cuanto al

con SIL sin trasplante.
efecto de la MA sobre la repitelizacidon corneal podrian deberse a diversas variables ya
gue las especies animales empleadas, la forma de inducir el modelo de SIL, el momento
de la realizacidn del trasplante y los sistemas de valoracién y analisis de los signos
clinicos fueron diferentes. A pesar de que en humanos la MA favorece la epitelizacidon
corneal,” no se vio este efecto en el modelo de SIL parcial en conejo. El escaso nimero

de animales utilizado en este grupo de estudio también podria ser la causa de no haber

observado este efecto de la MA en el epitelio corneal de los conejos.

La MA se reabsorbid por completo entre la primera y la segunda semana de
seguimiento. Por lo tanto, para asegurar la proteccidon del trasplante frente al parpadeo
las tarsorrafias fueron mantenidas durante 2 semanas. Como en nuestro caso, el grupo

204 ~ 1z ’
1.7 sefialé que la mayoria de las MA se reabsorben por completo durante

de Zhang et a
los 10 primeros dias tras la realizacién del trasplante. En cambio, en otro trabajo,’®
describen que la MA se reabsorbe entre la segunda y la quinta semana post-trasplante.
En este caso, la variabilidad en el tiempo de reabsorcion de la MA podria deberse a que
el modelo de SIL era muy inestable y variable ya que se indujo mediante quemadura

202 . . s
Por otro lado, en el modelo porcino, la MA se reabsorbid por

guimica con NaOH.
completo durante la primera semana tras el trasplante. En humanos, sin embargo, se
ha descrito que la MA es reabsorbida por la superficie ocular entre la tercera y la quinta

semana tras el trasplante, dependiendo de la patologia subyacente.205 En la experiencia
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clinica de nuestro grupo de trabajo, cuando la MA tiene células limbares se reabsorbe
entre la primera y la octava semana (EudraCT: 2010-203535-42; ClinicalTrials.gov:
NCT01562002).”"

Con el fin de obtener unos datos mas precisos y objetivos, en el modelo de SIL total se
mejoro el sistema de evaluacion incluyendo la valoracidn de otros signos clinicos que no
habian sido medidos en el modelo de SIL parcial, como la invasién del tejido conjuntival
y la longitud de la misma y de los vasos sanguineos hacia el centro corneal. Ademas, la
cornea fue dividida en 5 areas y se valoraron los signos clinicos en cada una de las dreas
por separado, de manera que se obtuvieran datos mas objetivos y representativos. Se
introdujo la medida de la longitud de los vasos sanguineos que estaban penetrando
hacia el centro corneal. Este signo clinico, ademas, fue valorado mediante dos escalas
diferentes, en mm y con la escala Efron. La escala Efron es la utilizada en la practica
clinica diaria, de esta manera se pudieron tener datos similares a los que se obtienen en
la clinica humana. Por otro lado, se introdujo la valoracién de la penetracion del tejido
conjuntival hacia la cdrnea, ya que en el modelo de SIL total se comenzé a observar
como este tejido penetraba hacia la cérnea en alguno de los animales. Este signo clinico
fue valorado en funcién del drea que el tejido conjuntival ocupaba sobre la cdrnea vy,
ademas, segun la longitud del tejido que estaba penetrando hacia el centro corneal. En
el modelo de SIL total también se incluyeron modificaciones a la hora de valorar el
defecto epitelial. Durante la toma de fotografias de la superficie ocular tefiida con
fluoresceina sdédica se comenzé a utilizar un filtro amarillo de 515 nm con el fin de
mejorar la visualizacidn de la fluoresceina, la cual emite a una longitud de onda de 520
nm. Por ultimo, para evitar la formacién de arcos de cuerda del hilo de sutura sobre la
superficie ocular, en el modelo de SIL total la sutura realizada para el trasplante de la
MA fue mediante puntos sueltos, a diferencia del modelo de SIL parcial donde la sutura
realizada fue continua. Ademas, con el fin de proteger y favorecer el buen estado de la
superficie ocular en el modelo de SIL total, se retiraron los puntos de sutura una vez
reabsorbida la MA (transcurridas 2 semanas desde la realizacion del trasplante)
mientras que en el modelo de SIL parcial los puntos no fueron retirados tras la

reabsorcion de la MA. La presencia de las suturas durante todo el periodo de
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seguimiento en el modelo de SIL parcial podria haber empeorado el estado de la
superficie ocular de los animales, aumentando la neovascularizacion.?*® Ademas, en el
modelo parcial, el hilo de la sutura continua generaba arcos de cuerda que pudieron
rozar sobre los tejidos de manera reiterada, lo que también podria haber producido un
empeoramiento del estado de la superficie ocular en el modelo de SIL parcial. A pesar
de ello, en los animales con SIL parcial trasplantados con MA sin o con hAT-MSCs, no se
observé un aumento en la severidad de los signos clinicos. En el modelo porcino de SIL,
la sutura realizada fue continua y aunque en este caso la sutura se retird transcurrida 1
semana desde el momento de la realizacién del trasplante, los arcos de cuerda
formados sobre la superficie ocular podrian haber contribuido a la reaccién inflamatoria

generada tras el trasplante de la MA.

En el caso del modelo de SIL total desarrollado en conejo, se observé el desarrollo de
los signos clinicos neovascularizacién y opacidad corneal durante las primeras semanas
de seguimiento aunque, como era de esperar, de forma mads severa que en el modelo
parcial de SIL. Estos datos apoyan lo encontrado en la bibliografia, donde observan la
aparicion de neovascularizacién transcurrida 1 semana desde la inducién del SIL,Z
incluso en modelos que utilizan una metodologia diferente a la nuestra para la creacién

77,146,147,207-209 ., 210
o la queratectomia.

de la lesidon, como son la quemadura quimica
Concretamente, en el trabajo de Ono et al*'® observaron gue transcurrida 1 semana
desde la creacidn de la lesidn, la neovascularizacion y la opacidad corneal tenian una
severidad de aproximadamente 1,5 puntos, mientras que en nuestro modelo la
severidad alcanzada durante la primera semana fue inferior a 1 punto. Se ha de tener
en cuenta que tanto el modelo de SIL como las escalas de valoracién utilizadas son
diferentes y que, en nuestro caso, se realizaron las medidas mediante la valoracién
independiente de 5 areas de la cérnea. Por otro lado, en el modelo de SIL total los
signos clinicos se mantuvieron a lo largo de todo el periodo de seguimiento sin revertir
de forma espontanea. A diferencia de lo observado en el modelo de SIL parcial, en el
modelo de SIL total, la neovascularizacién se desarrollé por toda la superficie ocular, sin

aparecer con mayor tendencia o mayor severidad en una zona concreta. Debido a que

en este caso la limbectomia fue total (360° del limbo), todas las areas de la cérnea
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fueron afectadas en igual medida. De manera similar a lo observado en el modelo de SIL
parcial, el defecto epitelial se recuperé en gran proporcién durante las 2 semanas
siguientes a la realizacién de la lesion, pero se mantuvo sin cerrar por completo durante
todo el periodo de seguimiento. En algunos trabajos llevados a cabo por otros grupos
de investigacion, también se ha observado una gran recuperacion del defecto epitelial
durante las 2 primeras semanas después de la creacién de la lesion, pero sin llegarse a

167,203,204 .
27 Por otro lado, en 2 de los 6 conejos en los que se

reepitelizar por completo.
desarrolld el SIL total, se produjo una invasién del tejido conjuntival hacia el centro
corneal, signo que no fue observado en el modelo de SIL parcial. Este dato corrobord
gue el modelo de SIL total desarrollado fue mas severo que el modelo de SIL parcial.
Ademads, con estos resultados se pudo confirmar que, en condiciones normales, el

limbo actua de barrera fisica entre la conjuntiva y la cérnea, impidiendo la invasién del

tejido conjuntival sobre la cérnea, funcién que se ve afectada en casos de SIL graves.

En el grupo de animales con SIL parcial trasplantados con hAT-MSCs, no se observaron
diferencias en la evolucion de los signos clinicos con respecto al grupo de animales con
SIL parcial sin tratamiento. La ausencia de resultados que apunten a que el tratamiento
es eficaz podria deberse a la levedad del modelo desarrollado, ya que se partié de unos
valores muy bajos para los signos clinicos estudiados, lo que dificultd observar una
mejora significativa en los mismos. Del mismo modo, tampoco se observé una reaccién
de intolerancia o empeoramiento de los signos clinicos tras el trasplante de las hAT-
MSCs, por lo que con este modelo de SIL parcial y leve, se pudo demostrar que las hAT-
MSCs son bien toleradas cuando son trasplantadas sobre la superficie ocular. Ha de
tenerse en cuenta que las células trasplantadas sobre la superficie ocular de los conejos
fueron de origen humano. Gracias a las baja inmunogenicidad que poseen,™! las hAT-
MSCs fueron bien toleradas sin necesidad de inmunosuprimir a los conejos, incluso
aunque se realizé un trasplante xenogénico. Se realizé este tipo de trasplante ya que de
cara a la traslacion clinica, es necesario realizar los ensayos preclinicos en animales con
las mismas células que posteriormente se quieren llevar al ensayo clinico en humanos.
De esta manera, se posibilita que los efectos demostrados en las fases preclinicas

puedan verse reflejados en las posteriores fases clinicas. En diversos trabajos también
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han observado que las MSCs humanas no produjeron reaccién de rechazo inmune

.. 75 76,80,82
cuando fueron trasplantadas sobre la superficie ocular de ratones,”” ratas y

78,151

conejos sin inmunosuprimir.

A diferencia de lo observado en el modelo de SIL parcial, en el modelo de SIL total se
observd que la evolucién de los signos clinicos neovascularizacién y opacidad corneal se
veia frenada tras el trasplante de hAT-MSCs con respecto al grupo de animales con SIL
total sin tratamiento, donde los signos clinicos neovascularizacidon y opacidad corneal
continuaron aumentando a lo largo del periodo de seguimiento. A pesar de que las
MSCs tienen un papel proangiogénico en muchos tejidos, existen diversos trabajos de
investigacion en los cuales se ha observado una disminucién de la neovascularizacion
tras el tratamiento con MSCs en diferentes modelos de SIL o de quemadura corneal. En
concreto, se ha demostrado que las hAT-MSCs trasplantadas en lentes de contacto
esclerales sobre la superficie ocular de un modelo de SIL desarrollado mediante
guemadura quimica en conejos disminuyen la neovascularizaciéon y la opacidad
corneal.™* Igualmente, en un modelo de quemadura corneal en conejo, se ha visto que
las AT-MSCs administradas en la superficie ocular mediante la combinacién de tres vias:
aplicacién tdpica, en bolsillo estromal e inyeccion subconjuntival, atendan Ia

1.2 por otro lado, en un modelo de SIL

neovascularizacion y la opacidad cornea
desarrollado en conejo, se ha descrito que las BM-MSCs de conejo poseen una mayor
capacidad que las AT-MSCs de conejo para reducir la neovascularizacion y la opacidad
corneal cuando son trasplantadas sobre la superficie ocular en membranas de acido
polilactico.”™ Ademads, existen numerosos trabajos en los que tras la administracion de
BM-MSCs o MSCs de estroma limbar, se advirti6 una disminuciéon de la
neovascularizacion acompafiada de una disminuciéon de la opacidad corneal, como

80-82,144-147,197,212

ocurridé en nuestro estudio. En casos en los que solo se ha estudiado uno

de estos dos signos clinicos, y no conjuntamente, se ha descrito la disminucién de la

77,148 |79,190,213

neovascularizacion o de la opacidad cornea tras la administracién de MSCs.
Estos datos parecen indicar que los signos clinicos neovascularizacién y opacidad
corneal podrian tener una evolucién intimamente relacionada. Por otro lado, no se

observaron diferencias en cuanto al defecto epitelial entre el grupo de animales con SIL
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total tratado con hAT-MSCs y el grupo de animales con SIL total sin tratamiento. En
ambos casos, el defecto epitelial se mantuvo sin cerrar por completo durante todo el
periodo de seguimiento. En cambio, a diferencia de lo observado en nuestro estudio,
existen datos que apoyan la recuperacion de los defectos epiteliales tras el tratamiento
con MSCs en modelos animales de SIL o de quemadura corneal.’//8%14>197.211,213
Concretamente, las hAT-MSCs han demostrado contribuir a la regeneracién del epitelio
corneal en varios modelos experimentales de quemadura corneal e incluso en un

. . 75,76,78,151,152,209,214,215
paciente con Ulceras corneales recurrentes.

A pesar de no haber
encontrado diferencias significativas, el defecto epitelial fue algo mayor en el grupo de
animales sin tratamiento que en el grupo de animales tratados con hAT-MSCs. Por ello,
y dado que la variabilidad entre animales fue grande, si se hubiera aumentado el
nimero de conejos en los grupos de estudio, tal vez se podria haber observado una

recuperacion significativa del epitelio corneal tras el trasplante de hAT-MSCs.

Mediante histopatologia, se observd que en el modelo de SIL parcial el nimero de
capas de epitelio en cérnea y limbo no disminuyd con respecto al grupo de animales
sanos. En cambio, en el modelo de SIL total, este nimero de capas de células epiteliales
disminuyd en los animales sin tratamiento con respecto a los animales sanos. Por otro
lado, en los tejidos del modelo de SIL parcial se observd la presencia de células
inflamatorias en el limbo superior (dafiado) e inferior (no dafiado). Aunque la zona de
limbo inferior no se habia dafnado mediante limbectomia quirurgica, si que se elimind el
epitelio de esta zona con n-heptanol. Por lo tanto, la inflamacién pudo ser desarrollada
en el limbo inferior como consecuencia del contacto con el n-heptanol. En el caso del
modelo de SIL total la presencia de células inflamatorias fue mayor en comparacién con
el SIL parcial y se distribuyo tanto en cérnea como en limbo superior e inferior. Ademas,
en el modelo de SIL total el estroma corneal aparecié mas desectruturado que en el
modelo de SIL parcial. Con todos estos datos, se pudo comprobar que el modelo de SIL
total se desarrollé de forma mas severa que el modelo de SIL parcial confirmando los
resultados obtenidos en la evaluacion clinica. En el caso del modelo de SIL parcial no se
observaron diferencias a nivel histolégico entre los grupos de animales estudiados. Esta

ausencia de diferencias podria deberse a que la inflamacién desarrollada en el modelo
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de SIL parcial fue demasiado leve como para observar una mejoria sin cuantificar el
numero de células inflamatorias. En cambio, en el modelo de SIL total se observd una
disminucién de la inflamacidon y una recuperacion en la estructura estromal en los
animales que fueron tratados con hAT-MSCs. En diversos trabajos, se ha descrito el
papel antiinflamatorio que tienen las hAT-MSCs en la superficie ocular. Zeppieri et al.”®
observaron una disminucion de la inflamaciéon corneal en un modelo de quemadura
corneal en rata tras la aplicacién tépica de hAT-MSCs. Lin et al.”” demostraron que se
producia una disminucién de la infiltraciéon de macréfagos en la cérnea cuando las ratas
con quemadura corneal eran tratadas con MSCs de grasa orbitaria. Espandar et al.™!
observaron una disminucién de la inflamacion y de la desorganizacidon de las fibras de
colageno del estroma corneal cuando se trasplantaron hAT-MSCs en lentes de contacto
sobre la superficie ocular de un modelo de SIL inducido mediante quemadura quimica

214 .z ,
1.°7" también demostroé

en conejo. El trabajo de tesis llevado a cabo por del Hierro et a
que las hAT-MSCs tienen capacidad antiinflamatoria al ser aplicadas sobre un modelo
de SIL desarrollado mediante quemadura quimica en conejo. También se ha descrito el
papel antiinflamatorio de MSCs procedentes de otros tejidos. Concretamente, Holan et
al* han demostrado que las BM-MSCs de conejo tienen una mayor capacidad
antiinflamatoria que las AT-MSCs de conejo al ser trasplantadas en membranas de
acido polilactico sobre la superficie ocular de un modelo de SIL. Ademas, diversos
autores han observado una disminucidn de la inflamacion en el estroma corneal y/o de
la desorganizacidn de las fibras de colageno tras la administraccién de BM-MSCs, tanto

77,216

en modelos de quemadura quimica en rata, como en modelos de SIL desarrollados

80,81,147,190 148,217

en rata y conejo. Ademas, un reciente estudio llevado a cabo por Acar et
al.,*”’ ha demostrado que las MSCs obtenidas de estroma limbar pueden disminuir la

inflamacién en un modelo de quemadura corneal en rata.

Con todos estos resultados, se puede decir que las MSCs juegan un papel
antiinflamatorio en la superficie ocular dafiada. Ademas, se sabe que algunas de las
moléculas implicadas en las propiedades antiinflamatorias de las MSCs son la IL-10 y el
TGF-B. Por otro lado, se ha descrito la participacién del TSG-6 como una de las

proteinas antiinflamatorias secretada por las MSCs ante un dafio tisular. Esta proteina
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actua a nivel de cérnea disminuyendo la infiltracién de neutréfilos y reduciendo la

. . . . . ] 190,216,218
secrecion de citoquinas proinflamatorias y de quimiocinas.

Por otro lado, en ambos modelos de SIL, parcial y total, se observd que aparecian
algunas células caliciformes en el epitelio del limbo, tanto en el superior, como en el
inferior. En el modelo de SIL parcial no se observé la presencia de células caliciformes
en el epitelio corneal, mientras que en el modelo de SIL total solamente se observaron
células caliciformes en el centro corneal en los 3 conejos en los que el tejido conjuntival
habia invadido la cdrnea, 2 de los cuales pertenecian al grupo sin tratamiento, mientras
gue el otro habia sido tratado con hAT-MSCs. Por lo tanto, en general, no se observé la
presencia de células caliciformes en el epitelio corneal, salvo que el tejido conjuntival
hubiera invadido por completo la cdrnea. En relacién a esto, ha sido publicado que en
guemaduras corneales puede no observarse la aparacion de células caliciformes en la
cérnea,” lo gue explicaria la ausencia de células caliciformes en el modelo de SIL en
conejo, ya que durante la induccion del modelo se realizé una quemadura del epitelio
corneal y limbar. Por otra parte, se ha descrito que las células caliciformes que migran
en un primer momento desde la conjuntiva hacia el epitelio corneal en modelos
experimentales desarrollados en conejos acaban desapareciendo de la superficie de Ia

87,214,219,220 .
En el caso del modelo porcino de SIL,

cornea al cabo de unas pocas semanas.
aunque en las citologias de impresidn corneal recogidas durante las primeras revisiones
se observaron gran cantidad de células caliciformes, a lo largo del tiempo de
seguimiento la presencia de las mismas fue disminuyendo, aunque sin desaparecer por
completo como se observd en la histologia a tiempo final. A pesar de ello, en todo

momento se observaron mayor cantidad de células caliciformes en el modelo porcino

gue en los modelos desarrollados en conejo.

En cuanto a la migracion de las células, en el presente trabajo se ha observado la
migracion de las hAT-MSCs desde las MA trasplantadas sobre la superficie ocular hasta
el estroma del limbo. Las zonas donde se observéd la presencia de las hAT-MSCs
coincidian con las dreas con mayor cantidad de células inflamatorias. En ambos

modelos de SIL, parcial y total, en conejo se detectd la presencia de hAT-MSCs tanto en
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el estroma del limbo superior como en el estroma del limbo inferior transcurridas 8
semanas desde el momento del trasplante. La capacidad de migracién de las MSCs
hacia tejidos dafiados o inflamados ha sido descrita y comprobada en modelos
experimentales de SIL. Dos grupos de investigacion vieron que las hAT-MSCs y las MSCs
de grasa orbitaria administradas tépicamente en modelos de quemadura corneal

75,76
De acuerdo con

migraban hasta el epitelio y el estroma de la cérnea y el limbo.
nuestros resultados, varios trabajos han demostrado que las BM-MSCs administradas
de forma tdpica o sistémica migraban hacia el estroma de la cérnea y el limbo

~ 146,147,213,217
danados.

En cambio, otros grupos de investigacion observaron que las BM-
MSCs y las MISCs de estroma limbar administradas por diferentes vias migraban hasta el
epitelio corneal, pero no hasta el estroma como se evidenci6 en nuestro

. 80,83,197,214
estudio.

Las diferencias con respecto al sitio de localizacion de las MSCs entre
estos trabajos y el nuestro se podrian deber a que tanto el tipo celular administrado
como las especies animales utilizadas y la metodologia empleada para la realizacion del
dano fueron diferentes. Ademas, en estos casos, el tiempo de seguimiento también fue
menor al tiempo de seguimiento estudiado en nuestro modelo vy, tal vez, las MSCs
podrian haber continuado migrando hasta el estroma si se hubieran realizado
seguimientos a mas largo plazo. Existen también trabajos en los que se ha observado
gue las MSCs, tanto adiposas como de médula ésea, administradas mediante inyeccién
subconjuntival, se acumulaban en el sitio de inyeccién y no migraban hacia los tejidos
dafnados o solo migraba una pequefia cantidad de células hacia el epitelio

75,77,214
corneal.””""

Por ultimo, en otro modelo de SIL en rata, se ha observado que las MSCs
inyectadas intraperitoneales o sistémicamente no migran hacia la cérnea, sino que

. s o . . 190
llevan a cabo su accién terapéutica desde la distancia.

Una de las rutas de sefializacion mds conocidas por las que se sabe que esta regulado el
mecanismo de migracién y homing de las MSCs es la mediada por la quimiocina CXCL12
0 SDF-1y su receptor CXCR4.>**® Se ha descrito que las MSCs expresan CXCR4 y que,
gracias a ello, son capaces de migrar desde sus nichos sanos hacia los tejidos dafados,

221

donde hay niveles elevados de CXCL12/SDF-1.”“" Ademas, se ha demostrado que en el

epitelio del limbo humano sano se expresa significativamente mdas CXCL12/SDF-1 que
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en el epitelio de la cornea humana sana y que en el estroma del limbo se expresa mas

222,223

CXCR4 que en el estroma de la cérnea. Por otro lado, se sabe que en situaciones

de inflamacidn, los tejidos expresan mayor cantidad de CXCL12/SDF-1.%*

Aunque no se
poseen datos de lo que ocurre con la expresidn de estas proteinas a nivel de cérnea y
limbo en los modelos experimentales de SIL, la expresién de CXCL12/SDF-1 podria estar
elevada en el estroma limbar dafiado y ser la responsable de la migracion de las hAT-

MSCs hacia el mismo.

Mediante inmunofluorescencia se estudiaron los cambios producidos a nivel molecular
en los modelos de SIL parcial y total desarrollados en conejo. En el caso del marcador
de epitelio corneal diferenciado CK3, en los animales con SIL parcial sin tratar su
expresion aumento en el epitelio del limbo, tanto superior como inferior, pero no se vio
afectada en la cérnea central. Esto podria deberse a que las células madre epiteliales
limbares residentes, células no dafiadas en el limbo inferior y células remanentes tras el
dano en el limbo superior, se estuvieran diferenciando y migrando desde el limbo hacia
la cdrnea central para reepitelizarla. Por el contrario, en el caso del modelo de SIL total,
la expresidon del marcador de epitelio corneal diferenciado CK3 se perdié tanto en el
epitelio corneal como en las capas mas superficiales del epitelio limbar en los animales
con SIL no tratados. De acuerdo con estos resultados, en los modelos de SIL
desarrollados en rata y en conejo por varios grupos de investigacién se observd una
disminucion de la expresién de los marcadores CK3/12 en el epitelio corneal.?1¢7204224
También ha sido descrita la disminucién de la expresion de CK3 en modelos de SIL

225,226 . .z . ,
Ademas, esta alteracidn en la expresién de las CK ya habia

desarrollados en cabra.
sido previamente descrita en el epitelio corneal en diferentes enfermedades como
sindrome de Stevens-Johnson, penfigoide cicatricial o quemaduras quimicas.”?’ La
pérdida de este marcador estaria confirmando que el SIL conlleva la perdida del
fenotipo de epitelio corneal como se ha visto en otro trabajo en el que estudian la

afectacidon de la expresion de diferentes marcadores en un modelo de SIL total en

conejo desarrollado de forma similar al nuestro.?*®
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En el grupo de animales con SIL parcial trasplantados con MA no se observaron grandes
cambios en la expresion de los marcadores con respecto al grupo con SIL sin
tratamiento. Solamente se observd una disminucidon de la expresidon del marcador de
células epiteliales corneales diferenciadas CK3 en cérnea central. De acuerdo con este
resultado, Reinshager et al®” observaron una disminucién de la expresion de CK3 en el
epitelio corneal tras el trasplante de MA sin células sobre la superficie ocular de conejos
con SIL. Por otro lado, Jiang et al.®! no observaron cambios en la expresién de la CK12
entre el grupo de animales con SIL y el grupo de animales con SIL trasplantados con MA
sin células, en ambos casos no se observd expresion de CK12. A diferencia de nuestros
resultados, en otros trabajos se vio una recuperacidon parcial de la expresién de las
proteinas CK3, CK3/12 y p63 en los animales con SIL trasplantados solo con MA con

2,167 . .
82167 | a5 diferencias encontradas

respecto a los animales con SIL no trasplantados.
podrian deberse a que en los ensayos en los que se recupero el fenotipo corneal la MA
no habia sido previamente desepitelizada mientras que si que se desepitelizé tanto en
nuestros estudios como en los trabajos de Reinshager et al. y Jiang et al. Por lo tanto,
las células de la propia MA podrian estar jugando un papel regenerador en la superficie

corneal.

Aunque no se observaron diferencias entre los grupos de estudio (tratados y sin tratar)
del modelo de SIL parcial en cuanto a signos clinicos e histopatologia, si que se
encontraron diferencias a nivel molecular de los marcadores de epitelio corneal
diferenciado y de células madre epiteliales limbares. De modo similar, otros dos grupos
de investigacion han descrito la ausencia de diferencias a nivel clinico en modelos

experimentales de SIL trasplantados con BM-MSCs,®®’

a pesar de que en ambos
trabajos si que encontraron diferencias a nivel molecular tras el trasplante de BM-
MSCs. En los animales con SIL parcial tratados con hAT-MSCs el marcador de células
epiteliales corneales diferenciadas CK3 recuperd los niveles de expresién que mostraba
en los animales sanos, expresandose en cérnea central y solo en las capas mas
superficiales de epitelio limbar. Las hAT-MSCs podrian haber ayudado a las células

madre residentes a recuperar el fenotipo mas rdpidamente que en ausencia de estas.

Ademas, en los animales con SIL total trasplantados con hAT-MSCs se observé que el
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marcador de epitelio corneal diferenciado se expresaba en el epitelio corneal y limbar,
de forma similar a cdmo se expresaba en los animales con SIL parcial sin tratamiento.
Estos datos podrian estar indicando una recuperacidn del fenotipo corneal a partir de
las células madre limbares remanentes que no habrian sido eliminadas por completo
del nicho limbar. Las hAT-MSCs podrian estar llevando a cabo un papel regenerador
mediante la secrecién de moléculas con efecto tréfico sobre las células madre limbares,
promoviendo su proliferacidn y diferenciacién hacia epitelio corneal para reparar los
defectos epiteliales y recuperar el fenotipo epitelial coneal. En relacién con nuestros
resultados, varios grupos de investigacion han observado que tras la administracién
sistémica o el trasplante de BM-MSCs sobre la superficie ocular en modelos animales de
SIL o de quemadura corneal se recuperaba la expresion de CK3 y/o CK12 en el epitelio

1,82,87,144,21 . 7 . . .
| 88287144215 ) i et al.”> vieron que algunas de las MSCs de grasa orbitaria

cornea
administradas tépicamente se encontaban en el limbo y la cérnea y expresaban CK3. Gu
et al.®®> demostraron que las BM-MSCs trasplantadas en matrices de fibrina migraban
hasta el epitelio corneal y expresaban CK3. Por el contrario, del Hierro et al.**
observaron expresion de CK3 solo en 2 de los 8 ojos tratados con hAT-MSCs en un
modelo de SIL desarrollado en conejos mediante quemadura quimica y Ma et al.?° no
observaron expresion de CK3 o panCK en el epitelio corneal de las ratas trasplantadas

con BM-MSCs en MA.

En el caso de la proteina de unidn intercelular E-cadherina, su expresidon no se vio
modificada en los animales con SIL parcial no tratados, pero si que se vio disminuida en
el epitelio corneal de los animales con SIL total sin tratamiento. Estos resultados
sugieren que las uniones intercelulares del epitelio corneal estaban debilitadas en el
modelo de SIL total debido a la pérdida del fenotipo epitelial corneal, pero no en el
modelo de SIL parcial. De acuerdo con nuestros resultados, se ha descrito la
disminucién de la expresidon de E-cadherina en ratones transgénicos con defectos en el

. . 229
desarrollo del epitelio corneal.

En el caso de los animales con SIL parcial tratados con hAT-MSCs, la expresion de la E-

cadherina se vio levemente aumentada en el epitelio limbar. En los animales con SIL
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total tratados con hAT-MSCs, la expresion de E-cadherina no solo aumentd en el
epitelio corneal, sino también en el limbar. Las células madre limbares remanentes que
no hubieran sido eliminadas por completo del nicho limbar se podrian estar
diferenciando a epitelio corneal desde el limbo hacia la cérnea central, reforzando las
uniones intercelulares que le confieren la alta impermeabilidad que caracteriza al
epitelio corneal. Del mismo modo, las hAT-MSCs trasplantadas podrian estar
contribuyendo a la creacion de un ambiente propicio para que las células madre
limbares puedan llevar a cabo su funcién de regeneracidon del epitelio corneal. Estos
resultados estdn en concordancia con los encontrados en otro trabajo donde
observaron un aumento de la proteina intercelular conexina 43, propia de las uniones
comunicantes de tipo gap, en el epitelio corneal tras el trasplante de BM-MSCs en un

modelo de SIL en conejo.87

La expresion de los marcadores de células madre limbares CK15 y p63 se perdid en el
limbo superior (limbo dafiado) en los animales con SIL parcial sin tratamiento y tanto en
el limbo superior como en el limbo inferior en los animales con SIL total no tratados.
Estos resultados confirmaron la eliminacién de la mayor parte de las células madre
limbares de la zonas dafiadas mediante la limbectomia quirdrgica. En varias
publicaciones se ha demostrado la pérdida de los marcadores de células madre
limbares cuando se desarrollaron modelos experimentales de SIL, tanto en conejo como

82,89,225
en cabra.

Por otro lado, en los animales con SIL parcial sin tratamiento, la
expresion de la CK15 aumentd en las capas superiores del epitelio del limbo inferior.
Este hecho se podria deber a que las células madre limbares residentes en el epitelio
del limbo inferior estuvieran proliferando y diferencidndose hacia células epiteliales
corneales para regenerar el epitelio corneal dafado. Por ello, las células que se
encontraban en las capas superiores del epitelio limbar inferior presentaron un
fenotipo intermedio entre células madre limbares (expresaron CK15) y células de
epitelio corneal diferenciado (expresaron CK3). Estas células podrian ser células

amplificadas transitorias que se estuvieran diferenciando y migrando desde el limbo

hacia el centro corneal.
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La expresion de CK15 y p63 se recuperd en el limbo superior (area dafiada) en los
animales con SIL parcial trasplantados con hAT-MSCs y parcialmente en las capas
basales del epitelio limbar de los animales con SIL total tratados con hAT-MSCs. Las
hAT-MSCs podrian estar desempefiando un papel protector para las células madre
limbares remanentes que no habrian sido eliminadas por completo del nicho limbar,
ayudandolas en su superviviencia, proliferacién y funciéon, mediante la creacion de un
ambiente mas propicio por medio de la secrecién de factores paracrinos.>* Estos
factores podrian estar favoreciendo la proliferacion y la autorrenovacién de las células
madre limbares y, por lo tanto, estarian aumentando el numero de células madre
limbares en las capas basales del limbo, para posteriormente poder llevar a cabo su
funcion de regeneracidon del epitelio corneal. Ademads, las células presentes en el
epitelio limbar expresaban también el marcador de epitelio corneal diferenciado CK3,
por lo que podrian ser células amplificadas transitorias con un fenotipo intermedio
entre célula madre y célula diferenciada. En concordancia con estos resultados, en
varios trabajos se ha descrito un aumento de la expresion de p63 en el epitelio limbar

82,146,215
Por el

en modelos experimentales de SIL tras la administracién de BM-MSCs.
contrario, el grupo de Reinshagen et al.¥’ no observé diferencias en cuanto a la

expresion del p63 en el epitelio limbar tras el trasplante de BM-MSCs.

El marcador de células secretoras de epitelio conjuntival CK7 no sufrié ningin cambio
de expresion en los grupos de animales con SIL parcial y total sin tratamiento. Al igual
gue en los animales sanos, su expresién se mantuvo en algunas células del epitelio
conjuntival y, en menor proporcion, en el epitelio limbar. Por el contrario, en algunos
modelos de SIL se describe el aumento de expresién de los marcadores de células
e . . 85,167 81 T
epiteliales conjuntivales CK4 y CK13"" en el epitelio corneal. A pesar de que la CK4
ha sido definida como marcador de células epiteliales conjuntivales,® se ha visto que
este marcador se expresa en las capas mas superficiales del epitelio corneal en conejos,
. . . . 173 ‘ ¢
por lo que no es un buen marcador de epitelio conjuntival.””> Ademas, la proteina
analizada (CK7) en el presente trabajo es un marcador de células secretoras, por lo que
gueda evidenciado que las células secretoras de la conjuntiva no se vieron afectadas

por el desarrollo del SIL. En el caso de la tincidn con lectina, la cual marcé las mucinas
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presentes en las células caliciformes, se observd que en los animales con SIL parcial y
total sin tratar aparecian células caliciformes en el epitelio limbar, asi como una tinciéon
difusa sobre la superficie del epitelio conjuntival y limbar que indicaba la presencia de
mucinas secretadas sobre la superficie de estos epitelios. Ademas, en los conejos que
presentaron el SIL total mas grave, se observé la presencia de células caliciformes
tefiidas con lectina en el epitelio corneal, tal y como se habia visto previamente

mediante tincion con PAS.

Por ultimo, no se observaron diferencias en la expresion del marcador de células
epiteliales secretoras de la conjuntiva CK7 entre los diferentes grupos de estudio. En
todos los casos, la proteina CK7 se expresé en algunas células del epitelio conjuntival y
en menor proporcidn en el epitelio limbar. Por ello, se puede afirmar el trasplante de
las hAT-MSCs no modificé la expresién de dicho marcador en la superficie ocular. En el
caso de la tincidn con lectina, no se vieron diferencias entre los diferentes grupos de
estudio, observandose células caliciformes en el epitelio del limbo y una tincion difusa
sobre el epitelio limbal y conjuntival debida a las mucinas secretadas sobre la superficie
de los mismos. Tomando en conjunto estos resultados, junto con los obtenidos
mediante histologia, se puede afirmar que la presencia de células caliciformes en
cornea central fue muy baja en ambos modelos de SIL en conejo. Como ya se ha
sefalado anteriormente, esta ausencia de células caliciformes podria deberse a que
durante la induccién del modelo se realizé una quemadura del epitelio corneal® o a
que células caliciformes que hubieran migrado en un primer momento desde la
conjuntiva hacia el epitelio corneal acabaran desapareciendo de la superficie de la

, 87,214,219,220
cornea al cabo de unas pocas semanas.” "

Aunque algunos autores atribuyen a las MSCs la capacidad de transdiferenciacidn hacia

| 75,81-83,87
7

epitelio cornea solamente dos trabajos han demostrado que las células MSCs

que habian sido administradas in vivo expresaban el marcador CK3 una vez que habian

| 75,83

migrado hasta el epitelio cornea Ha de tenerse en cuenta que nuestro grupo de

investigacion y otros grupos han descrito que las MSCs cultivadas en condiciones

87,150

estandar expresan el marcador CK3 in vitro. Por lo tanto, puede que la expresion
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de CK3 por parte de las MSCs en el epitelio corneal de los modelos in vivo no esté
indicando una transdiferenciacion real. Por otro lado, los resultados obtenidos durante
la fase in vitro de este trabajo demuestran que las hAT-MSCs pueden adquirir ciertas
caracteristicas similares a las del epitelio corneal. Aunque en la fase in vivo de este
trabajo no se ha demostrado que las hAT-MSCs se estén transdiferenciando hacia
epitelio corneal, si que se ha visto que contribuyen a su regeneracion. Estos datos
podrian sugerir que la expresion de los marcadores de epitelio corneal por parte de las
hAT-MSCs podria estar implicada en el papel regenerador que tienen estas células
sobre la superficie ocular. Conjuntamente, los resultados obtenidos en el presente
trabajo y los obtenidos por otros autores parecen indicar que la accién de las MSCs en
la recuperacién del epitelio corneal se basa en la secrecién de moléculas que actuan a
nivel paracrino disminuyendo la neovascularizacién, la inflamacién’’#%% y
proporcianando un ambiente propicio para la proliferaciéon y supervivencia de las

2021 Aunque ya habia sido previamente

células madre residentes en los tejidos.
demostrada la capacidad de las hAT-MSCs extraoculares de migrar hasta tejidos de la
superficie ocular y de disminuir la neovascularizaciéon, la opacidad corneal y la

76,151,214

inflamacion en la misma, es la primera vez que se demuestra que estas células

pueden contribuir a recuperar el fenotipo corneal y limbar.

En conjunto, el trabajo que ha dado lugar a esta tesis doctoral ha abierto la puerta a
una nueva terapia para el tratamiento del fracaso de la superficie ocular por deficiencia
de células madre epiteliales limbares. Las hAT-MSCs representan una fuente de células
madre eficiente, cuya disponibilidad y accesibilidad no ofrece limitaciones y cuyas
propiedades inmunomoduladoras y regeneradoras permitirdn, no solo escapar de la
inmunoreaccién inducida por el alotrasplante, sino también obtener beneficios directos
gue incrementarian las posibilidades terapéuticas y disminuirian sustancialmente los

costes sanitarios.
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CONCLUSIONES

1. Las células madre mesenquimales de tejido adiposo humano (hAT-MSCs) son
capaces de adquirir caracteristicas similares a las propias del fenotipo epitelial
corneal cuando son sometidas a un microentorno con sefiales proporcionadas por

un epitelio corneal diferenciado.

2. El modelo de dafo corneal ex vivo no es un modelo util para estudiar la dosis
celular mds adecuada con la que realizar un trasplante a la superficie ocular. Para
abordar este tipo de estudios, es necesario realizar ensayos de dosis-respuesta en
modelos animales en los que los tejidos vivos puedan responder, tanto al dafio

generado, como al tratamiento recibido.

3. El modelo porcino de sindrome de insuficiencia limbica (SIL) es un buen modelo
para estudiar las bases fisiopatolégicas y moleculares de la enfermedad, ya que
reproduce de manera fehaciente las caracteristicas del SIL en humanos. Sin
embargo, no es un buen modelo en el que poder ensayar nuevas terapias que

requieran el uso de sutura quirurgica.

4. Los modelos de SIL parcial y total desarrollados en conejo reproducen los grados
progresivos de severidad que se presentan en la patologia en humanos. Estos
modelos son adecuados para el estudio de nuevas terapias para el tratamiento del

SIL antes de ser consideradas para su traslacién a la clinica humana.

5. Las hAT-MSCs trasplantadas sobre la superficie ocular de un modelo experimental
de fracaso de la superficie ocular por deficiencia de células madre de limbo (o SIL)
son bien toleradas, migran hacia los tejidos inflamados, frenan la evolucién de la
neovascularizacion y de la opacidad corneal, ejercen un efecto antiinflamatorio y

contribuyen a la recuperacion del fenotipo epitelial corneal y limbar.

6. Finalmente, los resultados de esta tesis doctoral permiten proponer el trasplante
de hAT-MSCs como una nueva terapia celular para el tratamiento del fracaso de la

superficie ocular por deficiencia de células madre epiteliales limbares en humanos.
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Esto es debido a que estas células representan una fuente alternativa de células
madre cuya disponibilidad y accesibilidad no ofrece limitaciones y cuyas
propiedades inmunomoduladoras y regeneradoras permitirian, no solo escapar de
la inmunoreaccioén inducida por el alotrasplante, sino también obtener beneficios
directos que incrementarian las posibilidades terapéuticas y disminuirian

sustancialmente los costes sanitarios.



LIMITACIONES DEL TRABAJO Y FUTURAS INVESTIGACIONES

LIMITACIONES DEL TRABAJO

El presente trabajo tiene una serie de limitaciones que han de tenerse en cuenta a la

hora de valorar las conclusiones obtenidas.

En primer lugar, el estudio in vitro llevado a cabo para analizar la capacidad de
diferenciacion de las hAT-MSCs hacia células epiteliales corneales, como cualquier
experimento realizado in vitro, simplifica el nivel de complejidad que tendria un tejido
completo o, incluso, un individuo. Como consecuencia, se impide el andlisis de las
interacciones entre los diferentes tipos celulares y moléculas presentes en el organismo
vivo y reduce el posible estudio de las respuestas producidas frente a determinados
estimulos. En concreto, en este estudio se intentaron reproducir algunas de las sefiales
presentes el microambiente de la cdérnea y el limbo. Para ello, se utilizaron dos
sustratos diferentes y los factores secretados por dos tipos celulares presentes en
cérnea y limbo. A pesar de ello, la aproximacién in vitro estd siempre alejada de la

verdadera complejidad que presenta el microambiente in vivo de la cérneay el limbo.

Por otro lado, el modelo de dafio corneal en ojo de cerdo ex vivo también resulté ser un
modelo alejado del comportamiento in vivo. Al tratarse de un tejido ex vivo, la
respuesta generada frente al daifo no fue tal y como se produciria en un tejido vivo. Por
lo tanto, no se pudo observar migracidon de las hAT-MSCs hacia los tejidos dafiados, ya
que no se activaron los procesos de quimiotaxis. Ademas, el procedimiento técnico de
levantar la MA realizado en el modelo ex vivo no fue el adecuado ya que modificé los

resultados de recuperacion del epitelio corneal.

Durante el estudio in vivo se utilizaron exclusivamente hAT-MSCs procedentes de un
unico donante. Se procedié de esta forma para evitar la variabilidad entre células
procedentes de diferentes donantes que podrian dispersar los resultados pero, en
consecuencia, las conclusiones no podran ser completamente extrapolables a células de
otros donantes. Lo ideal hubiera sido haber realizado el estudio con una mezcla de

células procedente de varios donantes diferentes. De esta forma se habria eliminado la
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variabilidad entre donantes y los datos habrian sido representativos de células

procedentes de varios donantes.

También existen limitaciones en los modelos in vivo desarrollados. El desarrollo de la
enfermedad puede variar de unas especies a otras, por lo que no puede ser del todo
extrapolable al humano. Ademads, se encontré una elevada variabilidad bioldgica entre
animales, lo que hace necesario aumentar considerablemente el nimero de animales
por grupo para poder obtener datos con significacion estadistica. En este trabajo ha de
tenerse en cuenta que el niumero de animales estudiado por grupo ha sido bajo. Por
ultimo, las escalas de valoracién utilizadas en la evaluacién de los signos clinicos en los
modelos in vivo fueron subjetivas y, por ello, menos precisas, ya que no reflejaron

pequefias variaciones producidas en los signos clinicos.

FUTURAS INVESTIGACIONES

El proyecto intramural “BioScaff-EYE” del Centro de Investigacion Biomédica en Red en
Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina (CIBER-BBN), en el que participé el IOBA
junto con otros 5 grupos de investigacion para el desarrollo de “bionichos” de células
madre para la reconstrucciéon de la superficie ocular, fue transferido a la industria
mediante un contrato de investigacion y licencia con la empresa Ferrer Internacional
S.A. en octubre de 2012. Bajo el amparo de este contrato, se estd trabajando para
disenar, desarrollar y explotar productos de terapias avanzadas basados en el uso de
células madre y biomateriales para la regeneracién de la superficie ocular. Los
conocimientos generados en la presente tesis doctoral, asi como los modelos de SIL
desarrollados estan sirviendo de base para el abordaje de los nuevos objetivos

planteados en este proyecto.

Asimismo, y al haber logrado resultados positivos en el ensayo clinico en humanos en el
gue se trasplantaron BM-MSCs frente a células epiteliales limbares (EudraCT: 2010-
203535-42; ClinicalTrials.gov: NCT01562002), se planteara en el futuro la puesta en

marcha de un ensayo clinico que enfrente ambos tipos celulares, BM-MSCs y hAT-MSCs.
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Esto sera posible tras la demostracidn en esta tesis de su buena tolerancia y eficacia a

nivel preclinico.
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INTRODUCTION AND JUSTIFICATION

INTRODUCTION AND JUSTIFICATION

Corneal transparency and visual function are dependent upon the integrity of the
outermost epithelial layer that is maintained and continuously renewed by a population
of stem cells. These stem cells are located in the basal epithelium of the circular
transitional zone between the cornea and conjunctiva-sclera known as the sclero-

. 7,11,12,14
corneal limbus.

The limbus provides a unique local microenvironment niche in
which limbal epithelial stem cells are surrounded by an extracellular matrix containing
other non-stem cells. The microenvironment provides the cues or signals required to

71213 pysfunction of limbal epithelial

maintain the limbal epithelial stem cell phenotype.
stem cells (LSCD) or of the limbal niche can occur as a consequence of a multitude of
conditions, e.g., chemical or thermal burns, radiation, cicatrizing-autoimmune
pathologies, trauma, infections etc. This usually results in chronic pain, persistent ocular

. . . . 36,37
surface inflammation, corneal opacity, and blindness.™

In cases of unilateral ocular trauma or disease, transplantation of autologous limbal
epithelial stem cells extracted from the limbal niche of the contralateral, unaffected

59,67-69
In case of

healthy eye and expanded in vitro is the technique of choice so far.
bilateral disease, which is actually more frequent, the recovery of a limbal biopsy is not
possible due to the lack of healthy tissue. The use of deceased donor tissue in these
cases transforms an autologous transplant into an allogenic one. To avoid immune
rejection, allogenic transplantations require long-term systemic immunosuppression
that subsequently increases the potential morbidity and health costs.”® The ideal
solution for bilateral diseases would be to maintain transplants of autologous origin by

using an extraocular source of stem cells or stem cells that do not trigger the immune

system.

In recent years, mesenchymal stem cells (MSCs) have emerged as a major form of cell
therapy. MSCs are pluripotent and, under the appropriate conditions, have the capacity

. . . . 135,136,232
to differentiate into mesodermal and non-mesodermal cell lineages.
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INTRODUCTION AND JUSTIFICATION

The MSCs have immunomodulatory properties. They can act as immunosuppressive

cells by inhibiting the activation and proliferation of T and B lymphocytes and dendritic

123,125,126

cells. Besides, MSCs do not express major compatibility complex class Il antigen

. . 124
or the classic co-stimulatory molecules

and thus they are likely to have a non-
immunogenic phenotype. Therefore, transplantation of MSCs to inflamed ocular
surfaces may have therapeutic benefit. Due to their immunosuppressive properties and
release of anti-inflammatory and anti-angiogenic factors in situ,’ they could represent

a promising therapy in cases of ocular surface failure caused by LSCD.
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Figure 1. Properties of MSCs. MSCs have the capacity to differentiate into other cell types, to
support of tissue-specific progenitor cells, to provide a regenerative microenvironment, to have
immunomodulatory, anti-fibrotic, and anti-apoptotic properties and to migrate to the site of
injury. Adapted from the original image: Holan V, Javorkova E. Mesenchymal stem cells,
nanofiber scaffolds and ocular surface reconstruction. Stem Cell Rev. 2013;9(5):609-19.
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HYPOTHESES AND OBJECTIVES

HYPOTHESIS

Human adipose tissue-derived MSCs (hAT-MSCs) are able to acquire in vitro some
features of corneal epithelial-like cells. Furthermore, transplantation of these cells to
the ocular surface may improve the damaged corneal epithelium in an in vivo animal

model of LSCD.

OBJECTIVES

1. To test the in vitro differentiation potential of hAT-MSCs to corneal epithelial-like

cells.

2. To determine the adequate dose of hAT-MSCs to perform a transplantation onto

the ocular surface in an ex vivo corneal wound model.

3. To develop an in vivo animal model of ocular surface failure due to LSCD.

4. To test the tolerance and the efficacy of hAT-MSCs to regenerate the ocular

surface in the previously developed animal model of LSCD.
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METHODOLOGY

This study was approved by the IOBA Research Committee, the University of Valladolid
Ethics Committee, and the Animal Care and Ethics Committee of the University of
Valladolid. All procedures followed the guidelines of the Declaration of Helsinki for
research involving human tissues, and the standars of ARVO (Statement for the Use of

Animals in Ophthalmic and Visual Research).

1. Isolation and expansion of hAT-MSCs

Subcutaneous human adipose tissue from six different donors was obtained from
cosmetic liposuction procedures after written informed consent was obtained. Cells

1.® Lipoaspirates

were isolated using the procedure previously described by Zuk et a
were digested at 37°C for 30 minutes with 0.075% collagenase type |, incubated with
160 mM NH4CI erythrocyte lysing buffer, and filtered through 100 um and 40 um mesh
filters. Until passage (P) 3-4, cells were cultured in basal medium (BM) composed of
low-glucose (1 g/L) Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), GlutaMAX™, 1 mM
sodium pyruvate, 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml
streptomycin at 37°C, 5% CO, and 95% humidity. Under standard culture conditions the

cells were cultured in BM and the passages were made at a density of 3,000-6,000

2
cells/cm® when cultures reached 90% of confluence.

2. Immunophenotypic analysis

According to the International Society for Cellular Therapy (ISCT) position statement,®
cell surface marker expression was performed by flow cytometry. P3-4 hAT-MSCs were
harvested, washed and blocked with 40 ug/ml immunoglobulin G at room temperature
for 15 minutes. Afterwards, cells were incubated with 10 pl anti-human monoclonal
antibodies (Table 1) at 4°C for 30 minutes in darkness. Alternatively, they were

incubated with the corresponding mouse anti-human isotypic-matched controls IgG1-
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FITC, IgG1-PE, IgG1-APC, 1gG1-PC7 and IgG2a-FITC. For each assay, at least 5 x 10* cells

were analyzed.

Table 1. Primary antibodies used in flow cytometry experiments.

Antibody Specificity Clone
CD14-FITC Monocytes and Macrophages RMO052
CD19-PE B cells SJ25C1
CD34-PC7 Hematopoietic stem cells 581
CDA45-FITC Pan-leukocyte marker 133
HLADR-FITC Antigen-presenting cells 357
CD73-PE Mesenchymal stem cells AD2
CD90-FITC Mesenchymal stem cells F15-42-1-5
CD105-APC Mesenchymal stem cells 2H6F11

3. Invitro multilineage differentiation

For adipogenic and osteogenic differentiation, P3-4 hAT-MSCs were cultured at a
density of 10,000 cells/cm? using a StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit for 15
days and a StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit for 29 days following the
manufacturer’s instructions. To achieve chondroblast differentiation pellets, 10° hAT-
MSCs were maintained in StemXVivo™ Chondrogenic Base Media with StemXVivo™
Chondrogenic Supplement for 27 days. Adipocyte and osteoblast differentiation was
evidenced by Oil Red O and von Kossa staining, respectively. To confirm chondroblast
differentiation, hAT-MSCs pellets were fixed with paraformaldehyde, embedded in
Optimal Cutting Temperature Compound (OCT), sectioned, and stained with Alcian blue

dye.

4. Isolation and expansion of human limbal fibroblasts

Human corneoscleral tissues from 10 different deceased donors were obtained from
the Barraquer Eye Bank (Barcelona, Spain). Excessive sclera, conjunctiva, and iris were
removed, and the central corneal button was extracted. The limbal epithelium was

separated from the stroma by incubation with 5 mg/ml dispase Il. Then the limbal
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stroma was digested with 2 mg/ml collagenase | overnight at 37°C, and the resulting
cell pellets were cultured and expanded in BM plus 1% non-essential amino acids at

37°C, 5% CO,, and 95% humidity until P3.

5. Conditioning of culture media and coating of tissue culture plates with

collagen IV

Conditioning of hAT-MSCs BM by human corneal epithelial (HCE) cells,"® kindly

>% was performed by culturing

provided by Arto Urtti (University of Helsinki, Finland),
preconfluent HCE cells with 200 ul/cm?® hAT-MSCs BM for 24 hours. HCE-conditioned
BM (HCEcBM) was collected daily for 4 consecutive days and finally pooled.
Conditioning of hAT-MSCs medium by limbal fibroblasts (LF) was performed following

1.1 with some modifications.

the protocol previously described by Ahmad et a
Mitotically inactivated LF were cultured with 200 pl/cm® hAT-MSCs BM, and the LF-
conditioned BM (LFcBM) was collected daily for 7 days and finally pooled. Pools of
harvested culture media were centrifuged at 277 g, filtered through a 0.22 um pore to
avoid any kind of cross contamination, and stored at -80°C until used. Tissue culture
plates were coated with collagen IV following the protocol previously described by

161

Ahmad et al.””" and following the manufacturer’s instructions.

For the induction of corneal epithelial differentiation, P3-4 hAT-MSCs from four
different donors were plated separately at a density of 40,000/cm? on polystyrene and
collagen IV coated tissue culture plates. Epithelial differentiation was induced with 200
wl/cm? BM, HCECBM, or LFcBM. Culture media were changed twice a week. Cell viability
and cell cycle were studied by flow cytometry with the Annexin V-FITC Kit and Coulter®
DNA Prep™ Reagents Kit, respectively, following the manufacturer’s protocols. For

each assay, at least 2 x 10 cells were analyzed.
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6. RNA isolation and reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-

PCR)

Total RNA was isolated from P3-4 hAT-MSCs cultured under different differentiation
conditions for 1, 8, 15, and 22 days using a previously described method.”*? TagMan®
Universal PCR Master Mix and specific Tagman® probes for cytokeratin 3 (CK3,
Hs00365080_m1), cytokeratin 12 (CK12, Hs00165015 _m1) and glyceraldehyde
phosphate dehydrogenase (GAPDH, 4352934E) were used. Results were analyzed by
the comparative “cycle-threshold method”.”* GAPDH was used as a housekeeping
reporter gene, and hAT-MSCs grown in BM on plastic for each corresponding time point

were used for calibration.

7. Western-blotting

P3-4 hAT-MSCs incubated for 15 days under differentiation-inducing conditions were
homogenized in ice-cold radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer plus protease
and phosphatise inhibitors (100 pg/ml phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.033 U/ml
aprotinin, 1 mM sodium orthovanadate). Homogenate proteins (20 pug) were separated
by sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) on 10%
polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose membranes. The membranes
were blocked in 5% dried milk and 4% FBS in Tris-buffered saline with 0.05% Tween-20
for 1 hour at room temperature and then incubated with the primary antibodies diluted
in blocking buffer (Table 2) overnight at 4°C. Membranes were incubated for 1 hour at
room temperature with the secondary antibodies donkey anti-mouse-HRP 1:5000 or
donkey anti-rabbit-HRP 1:2000. Protein extracts from HCE cells were used as positive
controls. Immunoreactive bands were visualized by a chemiluminescence method using
the ChemiDoc Gel Documentation System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), and
images were analyzed with the Quantity One software (Bio-Rad Laboratories) using

hAT-MSCs cultured with BM on plastic as the control.
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Table 2. Primary antibodies used in western-blotting and immunofluorescence experiments.

Antibody Specificity Clone Dilution and technique
Ab-1 (CD90) Fibroblasts AS02 1:40 (IMF)

BrdU hAT-MSCs (AM ex vivo) BU-33 1:500 (IMF)
BrdU-DyLight 650 hAT-MSCs (histology) Policlonal 1:100 (IMF)

CK3 Corneal epithelial cells AE5 1:50 (IMF); 1:500 (WB)
CK7 Conjunctival epithelial cells OV-TL12/30 1:50 (IMF)

CK12 Corneal epithelial cells H60 1:50 (IMF); 1:200 (WB)
CK15 Limbal epithelial stem cells LHK15 1:50 (IMF)

E-cadherina Corneal epithelial cells 36 1:100 (IMF)

GAPDH Housekeeping 10B8 1:500 (WB)

Pan-CK Epithelial cells 80 1:50 (IMF)

p63 Limbal epithelial stem cells 4A4 1:50 (IMF)

S100A4 (FSP1) Fibroblasts 1B10 1:100 (IMF)

Vimentin Fibroblasts V9 1:500 (IMF)

Abbreviations: WB, western-blotting; IMF, immunofluorescence.

8. Immunofluorescence

The samples were permeabilized with phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.3%
Triton X-100. After that, samples were incubated for 1 hour with 5% donkey or goat
serum in PBS at room temperature to block nonspecific binding and then at 4°C
overnight with cell-specific monoclonal antibodies (Table 2) diluted in blocking buffer.
Afterwards, the cells were incubated for 1 hour at room temperature in darkness with
corresponding secondary antibody (Alexa Fluor® 488 donkey anti-mouse IgG 1:200,
Alexa Fluor® 488 donkey anti-rabbit IgG 1:300 or PECy5 goat anti-mouse 1:100) diluted
in PBS. Finally, cell nuclei were counterstained with propidium iodide or Hoechst and
visualized in an inverted fluorescence microscope. Primary antibodies were omitted in
negative control studies. Immunofluorescence against 5’-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)
was performed to locate hAT-MSCs. To that end, firstly the samples were incubated
with 2 M HCl at room temperature for 30 min, to allow the entry of the antibody in the

DNA, and neutralized with sodium borate buffer (10 mM NaOH, pH 8.5).
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9. hAT-MSCs culture onto amniotic membrane

P3-4 hAT-MSCs were labeled with BrdU in order to locate them.?> When hAT-MSCs
achieved 70% of confluence, they were incubated with 10 pM BrdU in BM (200 p/cm?)
for 24 hours at 37°C. Human amniotic membrane (AM) was obtained from cesarean
section after written informed consent was obtained. AM was processed using the

1.*%* with some modifications. The AM was

procedure previously described by Tseng et a
received in physiological saline containing antibiotics. The AM was cut into pieces of
approximately 4 cm x 4 cm, and stored in DMEM-glycerol (1:1) solution at -80°C.
Immediately before use, AM was thawed, washed with Hank’s balanced salt solution
(HBSS) three times for 10 minutes, and treated with 0.25% trypsin-EDTA for 10 minutes
at room temperature. After that, trypsin was inactivated with FBS, and the AM was
scraped to remove the epithelium and cut into 2 cm x 2 cm pieces. Three different cell
doses (250,000, 1,000,000 and 10,000,000 hAT-MSCs) were seeded onto the AM with
250 pl of culture medium to allow adhesion of the cells to the AM. After 2 hours, 200

},Ll/cm2 of BM was added.

10. Ex vivo corneal wound model

. . 73,74,165
The ex vivo corneal wound model was based on previous works.”™"™

Porcine eyes
were obtained from a slaughterhouse. Excess of muscle and conjunctival tissues was
removed, and eyes were disinfected using 2% betadine antiseptic solution and PBS
containing antibiotic and antimycotics. Then, corneal and limbal epithelium was
debrided by n-heptanol, using a crecesnt knife. The corneoscleral button was excised
and its back was filled with DMEM/F12 containing 0.5% agar to maintain the shape of
the button. Positive controls were establised following the same process without the
heptanol-scraping step. AM with hAT-MSCs were transplanted to the ocular surface of
the ex vivo model with the cells facing down. Buttons were maintained in air-liquid
interface culture. Two weeks after the transplantation, AM were lifted (or not) from the

buttons and fixed with 4% formaldehyde. Epithelial defects were evaluated using

sodium fluorescein, cobalt blue flash and yellow filter. Finally, corneoscleral buttons
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were rinsed with PBS and fixed with 4% formaldehyde to perform the histopathology

and immunofluorescence analysis.

11. Animal models of LSCD

A total LSCD model was created in 8 pigs (Sus scrofa). Animals were tranquilized by
intramuscular injection of 0.35 mg/kg midazolam, 5 mg/kg ketamine and 0.02 mg/kg
atropine, and anesthetized by intravenous injection of 4-6 mg/kg propofol. The
anesthesia was maintained by isoflurane inhalation. Denudation of corneal surface was
performed by cotton swab soaked with n-hepanol for 1 minute'®® and then, a 360°
cryogenic limbectomy was performed. Three weeks after the injury, AM without cells
was transplanted onto the ocular surface of 4 animals and sutured with 9.0 naylon.
After surgery, the eyelids were closed, and systemic antibiotics were administered daily
for the first week. Animals were euthanized 12 weeks after the creation of the injury by

intravenous injection of pentobarbital sodium.

Partial and total LSCD models were created in 15 adult New Zealand white rabbits
(Oryctolagus cuniculus). Rabbits were anesthetized by intramuscular injection of 50
mg/Kg ketamine and 7 mg/Kg xylazine, complemented with topical ophthalmic
anesthesia. Denudation of corneal surface was performed by cotton swab soaked with
n-hepanol for 1 minute. Surgical 180° (superior and temporal limbus, n=9) or 360° (n=6)
limbal peritomy were performed by crescent knife. Topical anti-inflammatory and
antibiotics, and systemic analgesics and antibiotics were administered daily for 5 days.
Three weeks after the creation of the injury, AM without or with hAT-MSCs was
transplanted to the ocular surface and sutured with Surgipro™ Il 7.0 polypropylene
suture. After surgery, the eyelids were closed with a partial tarsorrhaphy using 5.0 silk
sutures, and topical anti-inflammatory and antibiotics, and systemic analgesics and
antibiotics were administered daily for 5 days. Two weeks after the transplantation, the
eyelids were re-opened. Animals were euthanized 11 weeks after the creation of the
injury by intravenous injection of pentobarbital sodium. Samples of cornea and limbus

were collected and fixed in 4% formaldehyde for histopathology.
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12. Clinical evaluation

Corneal neovascularization, corneal opacity, and corneal epithelial defects (fluorescein
staining) were clinically examined weekly by slit lamp and assessed from 0 to 4 by two

187 Epithelial defect area was measured by the image-

different researchers (Table 3).
processing program Image J. In the total LSCD model developed in rabbits, the cornea
was divided in five different areas and each area was scored for each clinical sign. In
addition, conjuntival invasion (Table 3) and neovessel length (Efron scale)168 were

evaluated.

Table 3. Criteria for ocular surface evaluation.

Conjunctival

Score  Neovascularization Corneal opacity Epithelial defect ) )
invasion
0 None None None None
1 Area<1/4 Mild Area<1/4 Area<1/4
2 1/4 <area<1/2 Moderate 1/4<area<1/2 1/4 <area<1/2
3 1/2 <area<3/4 Severe, pupil seen faintly 1/2<area<3/4 1/2<area<3/4
4 Area >3/4 Severe, pupil not visible Area >3/4 Area > 3/4

13. Corneal impression cytologies and laser scanning in vivo confocal

microscopy

In the LSCD porcine model, corneal impression cytologies were collected weekly to
detect goblet cells (Periodic Acid Schiff (PAS) staining) in the central cornea, as a sign of
conjunctival in-growth. Anatomy of the porcine limbus and cornea was analyzed by in

vivo laser scanning confocal microscopy at the end of follow-up (12 weeks).

14. Histopathology analysis

Histopathology analysis was performed to evaluate the degree of damage created in
the limbal and corneal epithelium and its recovery after transplantation. Samples were

processed, embedded in paraffin, and cut in 4 um slices with a microtome. PAS staining
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was performed to show goblet cells (in purple color) in the limbal or corneal epithelium,

and inflammatory cells and blood vessels in the corneal and limbal stroma.

15. Statistical analysis

Data were reported as mean t+ standard error of the mean (SEM). Statistics were
analyzed using the Statistical Procedures for the Social Sciences (SPSS 18.0, IBM
Corporation, Somers, NY, USA) and under guidance of the IOBA Statistical Unit (Dr.
Itziar Fernandez). Two-sided P-values < 0.05 were considered statistically significant.
Statistical significance was determined by two-way factorial repeated measures analysis
of variance (ANOVA) and analyzed by Bonferroni post hoc tests for multiple
comparisons. The comparison between two groups was made using Student’s t-test.
For analysis of clinical signs, Friedman test (more than two groups) or Wilcoxon test
(two groups) were used to compare between groups. Kruskal-Wallis test (more than

two groups) or U de Mann-Whitney test (two groups) were used to compare over time.
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RESULTS

1. Characterization of undifferentiated hAT-MSCs

Cultured stromal cells in P3-4 isolated from lipoaspirates from six different donors
fulfilled the minimal criteria for MSCs established by the ISCT.?® In the analysis by flow
cytometry, P3-4 hAT-MSCs were positive for the surface markers CD73, CD90, and
CD105 (> 95% of the population) and were negative for CD14, CD19, CD34, CD45, and
HLA-DR (< 2% of the population). When hAT-MSCs were cultured under adipogenic
conditions, we observed a significant number of intracellular lipid droplets stained with
Oil Red O. Under osteogenic conditions, calcium deposits, as shown by von Kossa
staining, were present in the hAT-MSCs. Chondrogenic differentiation micromass
culture of hAT-MSCs resulted in the formation of dense nodules and the appearance of
sulphated proteoglycans in the extracellular matrix stained by Alcian Blue (data not

shown).

2. Effect of differentiation-inducing conditions on hAT-MSCs morphology,

viability, and cell cycle

Under standard conditions, hAT-MSCs had a spindle-like shape and low complexity.
When hAT-MSCs were cultured to over-confluence with BM and LFcBM on plastic and
collagen IV for 15 days, they also had a spindle-like shape as shown by phase contrast
microscopy. However, cells cultured with HCEcBM acquired a more polygonal,
epithelial-like morphology (Figure 2). Additionally, confluence decreased and the cells
acquired an epithelial-like growth in monolayers. Cell complexity was affected by the
different culture conditions, as shown by flow cytometry. The highest increase in cell
complexity occurred in cells incubated with HCEcBM (Figure 2). These results were
correlated with the increase in cytoplasmic granules observed by inverted phase
contrast microscopy (Figure 2). The substratum had no significant effect on cell

complexity. hAT-MSCs viability was around 95% in all culture conditions. Analysis of cell
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cycle showed that 75% of hAT-MSCs grown under standard conditions were in phase
G1/GO0. This percentage increased up to 85% when cells were cultured in the other non-

standard conditions (data not shown).
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Figure 2. Acquisition of epithelial-like cell morphology and increase of cell complexity in hAT-
MSCs under different culture conditions. Bright phase contrast microphotographs and flow
cytometry histograms of cell size and complexity of 40,000 hAT-MSCs/cm? in P3-4 cultured for 15
days in BM, HCEcBM, and LFcBM on plastic and collagen 1V. hAT-MSCs cultured with HCEcBM
acquired epithelial-like characteristics. Representative images from 4 independent experiments.
Scale bar: 50 um.
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3. Effect of differentiation-inducing conditions on hAT-MSCs

immunophenotype

The expression of CD73, CD90, CD105, CD14, CD19, CD34, CD45, and HLA-DR markers
was analyzed by flow cytometry in hAT-MSCs grown for 15 days under different
conditions. The percentage of cells expressing the positive surface markers for hAT-
MSCs CD73, CD90, CD105 (> 95% of the population) and the negative surface markers
CD14, CD19, CD34, CD45, and HLA-DR (< 2% of the population) was not affected in cells
grown under the different test conditions compared to hAT-MSCs cultured in standard

conditions (data not shown).

The mean fluorescence intensity (MFI) reflects the average amount of protein
expressed per cell in absolute units. The MFI of the surface markers CD73, CD90, and
CD105 increased under differentiation conditions when compared to standard
conditions (Figure 3). For CD105, the increase was significantly greater in cells grown in
HCEcBM compared to cells grown in BM and LFcBM. There were no significant
differences in the MFI of cells grown on plastic and collagen IV. The surface markers
CD14, CD19, CD34, CD45, and HLA-DR did not change when compared to hAT-MSCs

grown under standard conditions.

We also studied the expression of these markers in HCE cells and LF. Surprisingly, HCE
cells expressed CD73 and CD105 markers (82% and 67% of the population,
respectively), but none of the others. Human LF expressed CD73, CD90, and CD105
markers (97%, 95% and 86% of the population, respectively; data not shown). These
were similar to the marker pattern shown by hAT-MSCs. However, MFIs for CD73,
CD90, and CD105 in HCE cells and LF were lower than in hAT-MSCs under any culture
condition. Of these, the MFI for CD73 in HCE cells was significantly lower than in hAT-
MSCs and LF (data not shown).
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Figure 3. CD73, CD90, and CD105 mean fluorescence intensity (MFI) in hAT-MSCs under
different culture conditions. The MFIs for CD73, CD90, and CD105, markers of undifferentiated
hAT-MSCs, were analyzed by flow cytometry of 40,000 hAT-MSCs/cm?®. The cells were in P3-4 and
cultured on plastic and collagen IV for 15 days in BM, HCEcBM, and LFcBM. MFI is the average
amount of protein expressed in absolute units per cell. Data represent the mean + SEM from 4
independent experiments. Statistical significance was assessed by two-way factorial ANOVA. The
MFI for CD105 was increased in hAT-MSCs cultured with HCEcBM. *p<0.05.

4. Gene and protein expression analysis of corneal epithelial markers

To analyze how the different test conditions affected the expression of specific markers
of corneal epithelial cells in hAT-MSCs, the expression of CK3 and CK12 was analyzed by
RT-PCR, western-blotting, and immunofluorescence microscopy. The relative mRNA
expression of CK3 was significantly lower in hAT-MSCs incubated with LFcBM compared
to BM at day 22 (Figure 4). For hAT-MSCs grown on collagen IV, the decrease in CK3
MRNA expression was significant on day 1 of culture for cells incubated with either
HCEcBM or LFcBM compared to BM. Although the relative expression of CK3 in cells
grown over plastic was higher than in cells grown over collagen IV, the differences were

not statistically significant (Figure 4).

In the case of the CK12 marker, the relative CK12 mRNA expression remained stable
over time in hAT-MSCs incubated with LFcBM (Figure 4) on both plastic and collagen IV
substrata. In hAT-MSCs incubated with HCEcBM, the relative expression of CK12
increased over time, reaching the highest point after 8 days of culture for both
substrata. The differences were significant at 8 and 15 days in cells grown with HCEcBM
on plastic with respect to the same conditions at 1 day of culture. The relative increase

of CK12 mRNA expression in cells grown with HCEcBM on plastic for 8, 15, and 22 days
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was statistically significant with respect to cells cultured for these same periods with
BM and LFcBM (Figure 4). For cells grown on collagen IV, the relative CK12 expression
was significantly greater at 8 days for cells cultured with HCEcBM compared with
LFcBM. Although the increase was higher in cells grown on plastic than in cells cultured

on collagen 1V, the difference was not significant (Figure 4).
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Figure 4. Relative expression of CK3 and CK12 mRNA in hAT-MSCs under different culture
conditions. Relative mRNA expression of CK3 and CK12 was analyzed by RT-PCR of 40,000 hAT-
MSCs/cm?. The cells were in P3-4 and cultured on plastic and collagen IV in BM, HCEcBM, and
LFcBM at 1, 8, 15, and 22 days. Data represent the mean * SEM from 4 independent
experiments. Statistical significance was assessed by two-way factorial ANOVA. CK12 mRNA
expression in hAT-MSCs cultured with HCEcBM was significantly increased compared to the
other media. *p<0.05, **p<0.01.

The expression of CK3 and CK12 protein was studied by western-blotting analysis and
guantified by densitometry. Protein extracts from HCE cells were use as positive control
for the identification of CK3 and CK12 specific bands (data not shown). At 15 days, hAT-

MSCs expression of CK3 was detected in a 64 KDa band under all growth conditions. For

cells grown on collagen 1V, the expression of CK3 significantly decreased with HCEcBM
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compared to those cultured with BM (Figure 5). The expression of CK12 by hAT-MSCs
was detected in a 108 KDa band under all growth conditions. For hAT-MSCs grown on
plastic for 15 days, the expression of CK12 was significantly higher in cells incubated
with HCEcBM compared with BM and LFcBM (Figure 5). Although the expression of
CK12 was higher in hAT-MSCs grown on plastic, the differences between substrata were

not significant.
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Figure 5. CK3 and CK12 protein expression in hAT-MSCs under different culture conditions. The
protein expression of CK3 and CK12 was analyzed by immunoblot analysis of 40,000 hAT-
MSCs/cm®’. The cells were in P3-4 and cultured on plastic and collagen IV for 15 days in BM,
HCEcBM, and LFcBM. Representative immunoblots from 3 independent experiments.
Densitometry of 3 independent experiments. hAT-MSCs grown in BM on plastic were used as the
control. Data were normalized by GAPDH and represent the mean + SEM from 3 independent
experiments. Statistical significance was assessed by two-way factorial ANOVA. CK12 protein
expression in hAT-MSCs cultured with HCEcBM was significantly increased compared to the
other media. *p<0.05, **p<0.01.

The expression of CK3 and CK12 proteins was also analyzed by immunofluorescence
microscopy. The expression of some cytokeratins, such as CK12, CK3, and CK18, has

87,108,150,181,185

been previously described in MSCs. Consistent with this study, we saw

that hAT-MSCs and LF grown under standard conditions showed moderate expression
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of CK3 and CK12 (data not shown). The expression of CK3 remained in cells grown
under all of the different conditions for 15 days, but was higher in cells grown on plastic
than in cells grown on collagen IV (Figure 6). However, CK12 was expressed with more
intensity in hAT-MSCs grown for 15 days under each condition. CK12 protein was
present throughout the cytoplasm in HCE cells, LF (data not shown), and hAT-MSCs
cultured under standard conditions and in BM (Figure 6). However, in hAT-MSCs
incubated with HCEcBM and LFcBM, CK12 was located in the perinuclear area (Figure
6). There were no significant differences between plastic and collagen substrata in CK12

expression.

Plastic Collagen IV

hAT-MSCs HCEcBM LFcBM HCEcBM LFcBM

o . --- ..-

Figure 6. Analysis by immunofluorescence of CK3 and CK12 protein expression in hAT-MSCs
under different culture conditions. Analysis of the CK3 and CK12 expression (green fluorescence)
by immunofluorescence of 40,000 hAT-MSCs/cm?. The cells were in P3-4 and cultured on plastic
and collagen IV for 15 days in BM, HCEcBM, LFcBM. Representative images from 3 independent
experiments. Nuclear cell staining was performed with propidium iodide (red). CK12 protein
expression was located in the perinuclear area of hAT-MSCs cultured in HCEcBM and LFcBM.
Scale bar: 50 um.

5. Cell dose study in the ex vivo corneal wound model

An ex vivo corneal wound model, developed by the research group directed by Prof.
Julie T. Daniels (Department of Ocular Biology and Therapeutics, Institute of
Ophthalmology, University College London), was used to study the adequate hAT-MSCs
dose to transplant it to the ocular surface. To carry out this study, a 3 month-stay was
performed in this laboratory, so that the present PhD thesis meets the International-

awarded Doctorate Degree requirements.
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5.1.  Studies performed lifting the AM

Effect of different cell doses in the epithelial defect size

Two weeks after the application of AM with 250,000, 1,000,000, and 10,000,000 hAT-
MSCs on the ocular surface, the AM were lifted and the epithelial defects were
analyzed by visual inspection using topical fluorescein and by histopathology. Epithelial
defects were higher than 1.2 cm?, and only 1-2 epithelial layers were observed on the
transplanted buttons with the different cell doses, without differences between them.
The presence of cells was observed in the lifted AM from the corneoscleral buttons by
phase contrast microscopy and by immunofluorescence against BrdU. In the AM
transplanted with different hAT-MSCs doses the presence of hAT-MSCs (marked with
BrdU) and non-hAT-MSCs cells (unmarked with BrdU) were confirmed, without
differences among different cell doses. Only a few hAT-MSCs were located in the
superficial stroma (close to the epithelium) of the buttons transplanted with different
cell doses, without differences between them. Therefore, during the lifting of the AM,
cells (hAT-MSCs and cells from the button) were kept attached to the AM. Thus, cell
layers could have been lost during this process and the results would have been

affected.

Then, the same study was performed without lifting the AM from eyes after 2 weeks in
culture. This study was carried out transplanting AM without cells or with 250,000 hAT-
MSCs, based on the cell dose used in the clinical trial carried out at IOBA with bone
marrow-derived MSCs (BM-MSCs) to treat patients with LSCD (EudraCT: 2010-203535-
42; ClinicalTrials.gov: NCT01562002).

5.2. Studies performed without lifting the AM

Effect of different cell doses in the epithelial defect size

Corneoscleral buttons, transplanted with AM (without hAT-MSCs or with 250,000 hAT-

MSCs) and fixed after 2 weeks in culture without lifting the AM, were processed for
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histopathology analysis. One or 2 epithelial layers were found in cornea and limbus of
the samples transplanted with AM without hAT-MSCs or with 250,000 hAT-MSCs,

without differences between them (Figure 7).
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Figure 7. Histopathology analysis (PAS staining) of the corneoscleral buttons without lifting the
AM of the ex vivo corneal wound model. One or 2 epithelial layers were found in cornea and
limbus of the samples transplanted with AM without hAT-MSCs or with 250,000 hAT-MSCs,
without differences between them. Representative images from 4 experiments. Scale bar: 50

pm.

hAT-MSCs location

hAT-MSCs location was studied by immunofluorescence against BrdU in the samples
transplanted with AM and 250,000 hAT-MSCs and fixed without lifting the AM.
Presence of hAT-MSCs was found in the corneal and limbal epithelium. Epithelium
consisted of hAT-MSCs (marked with BrdU) and non-hAT-MSCs cells (unmarked with
BrdU) (Figure 8).
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AM + 250,000 hAT-MSCs

Cornea Limbus

Figure 8. hAT-MSCs location in the corneoscleral samples transplanted with 250,000 hAT-MSCs
without lifting the AM in the ex vivo corneal wound model. By immunofluorescence against
BrdU, hAT-MSCs (in red) were found in the corneal and limbal epithelium of the buttons
transplanted with 250,000 hAT-MSCs. Cell nuclei stained with Hoescht in blue. Representative
images from 4 experiments. Scale bar: 50 um (on top) and 20 um (at bottom).

Results showed that the ex vivo corneal wound model was not adequate to study the
best cell dose to transplant to the ocular surface. Therefore, it could not be established
which cell dose was the most adequate. Based on the clinical trial carried out in IOBA
with BM-MSCs to treat patients with LSCD (EudraCT: 2010-203535-42; ClinicalTrial.gov:
NCT01562002), we chose a dose of 250,000 cells to transplant to the ocular surface in

the LSCD experimental models.

6. Total LSCD porcine model

A total LSCD porcine model that clinically and pathologically resembled human LSCD
was successfully developed by cryogenic injury. Neovascularization, corneal opacity and

epithelial defects were developed during the first weeks after the creation of the injury.
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Presence of goblet cells in the central cornea was observed, as a sign of conjunctival in-
growth, by corneal impression cytology and histopathology. Inflammatory cells and loss
of structure at the limbal stroma were revealed by histopathology and laser scanning

confocal microscopy.

A large inflammatory reaction was observed after the transplantation of AM (without
cells) to the ocular surface of the LSCD porcine model. This reaction could have been
caused by the high resistance of porcine tissues to the passage of the needle during
suture process. For this reason, the LSCD porcine model was discarded for the study of
new therapies that need to be sutured on the ocular surface. Additionally, this model
could be used to study the pathophysiology and molecular basis of the disease and

those therapies that could be applied without the need of suturing.

7. Partial LSCD model in rabbit

7.1. Clinical course of the model

The partial LSCD model was developed in 6 rabbits. Neovascularization and corneal
opacity were observed 1 week after the development of the injury and maintained
along the follow-up. These clinical signs had a severity around 2 points in the evaluation
scale (neovessels covering between % and % of the total cornea and moderate corneal
opacity). The neovessels appeared mainly in the superior area of the cornea (superior
and temporal limbus were the damaged areas). Epithelial defects were partially
recovered during the first 2 weeks. Along the follow-up, the epithelial defects were
maintained with 1 point of severity (area smaller than % of the total cornea) or with an

area smaller than 0.25 cm’ (Figure 9).
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Figure 9. Ocular surface evaluation in the partial LSCD model developed in rabbits.
Neovascularization and corneal opacity were developed 1 week after the injury. Epithelial
defects (sodium fluorescein in green) were partially recovered during the first 2 weeks. Week 0
represents the moment immediately after the injury. Representative images from 6 animals.
Statistical tests: Kruskal-Wallis, U de Mann-Whitney and one-way ANOVA. *p < 0.05.

7.2.  Transplantation of AM

Three weeks after injury, AM without cells were transplanted to the ocular surface of 3
rabbits with partial LSCD. No adverse reactions were observed. Similarly to the partial
LSCD group without treatment, neovascularization and corneal opacity were developed
during the first week after the damage. Moreover, epithelial defects were partially
recovered during the first 2 weeks after the injury. Clinical signs were milder
(neovessels and epithelial defects covering less than % of the total cornea, mild corneal

opacity) than in the partial LSCD group without AM, although without statistical
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differences. The model did not react negatively to the surgical suturing process.

However, clinical signs did not improve after AM transplantation to the ocular surface.

7.3. Transplantation of hAT-MSCs

Three weeks after injury, hAT-MSCs seeded onto AM were transplanted to the ocular
surface of 6 rabbits. As in the other groups, neovascularization and corneal opacity
were developed during the first week after damage, and epithelial defects were
partially recovered. Before transplantation, neovessels were covering between % and %
of the total cornea, corneal opacity was moderate and epithelial defects were smaller
than % of the total cornea. Clinical signs did not change after the hAT-MSCs
transplantation. There were not significant differences between the non-transplanted
and the hAT-MSCs transplanted groups (Figure 10). These results indicated that hAT-

MSCs were well tolerated in the ocular surface of the partial LSCD model.
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Figure 10. Ocular surface evaluation in the partial LSCD model in rabbit transplanted with AM
and hAT-MSCs. Neovascularization and corneal opacity were developed during the first week
after the creation of the injury. Epithelial defects were partially recovered during the first 2
weeks. Clinical signs did not change after the hAT-MSCs transplantation. There were not
significant differences between the non-transplanted and the transplanted groups. Week 0
represents the moment immediately after the injury. Week 3 represents the moment before
transplantation. Representative images from 6 animals of each group. Statistical tests: Friedman,
Wilcoxon, Kruskal-Wallis, U de Mann-Whitney, t-Student, and one-way ANOVA.
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7.4. Histopathology analysis

At the end of the follow-up (week 11), 4-5 epithelial layers were observed in the central
cornea and 6-7 in the limbus (superior and inferior) of the control group (healthy
animals). The same number of layers was revealed in the partial LSCD group without
treatment. Goblet cells (purple cells) were noted in the limbal epithelium (superior and
inferior) of the 3 study groups (partial LSCD without treatment, partial LSCD with AM,
and partial LSCD with AM and hAT-MSCs), without differences among them.
Inflammatory cells were found in the limbal stroma (superior and inferior) of the 3
study groups. However, central cornea was maintained healthy without goblet cells,
inflammation or neovessels, demonstrating that this was a mild model of LSCD. There
were no differences among the 3 study groups. There was no adverse reactions in the
tissues after the transplantation of hAT-MSCs, which confirmed that the ocular surface

tolerated well these cells (Figure 11).
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Figure 11. Histopathology (PAS staining) of corneal and limbal tissues in the partial LSCD model
in rabbits. Control tissues from healthy animals presented 4-5 epithelial layers in the central
cornea and 6-7 in the limbus. Goblet cells (purple cells) and inflammatory cells were observed in
the limbal epithelium or in the limbal stroma, respectively, of the 3 study groups (partial LSCD
without treatment, partial LSCD with AM, and partial LSCD with AM and hAT-MSCs). There were
not differences among the 3 study groups. Representative images from 6 animals of each group,
except for the group with AM that consisted in 3 animals. Scale bar: 50 um.

7.5. hAT-MSCs location

hAT-MSCs labeled with BrdU were located in the inflamed areas of the limbal stroma
(superior and inferior) 8 weeks after the transplantation. hAT-MSCs were not observed
in the central cornea. Cell migration to the inflamed areas and its maintenance there, at
least 8 weeks, was proved after the transplantation of 250,000 hAT-MSCs to the ocular

surface of the partial LSCD model in rabbits (Figure 12).
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Superior limbus Central cornea Inferior limbus

Figure 12. hAT-MSCs location in the ocular surface tissues of the partial LSCD model developed
in rabbits. hAT-MSCs were located (immunofluorescence against BrdU, in red) in the inflamed
areas of the limbal stroma (superior and inferior) 8 weeks after the transplantation. Nuclei
stained in blue with Hoechst. Representative images from 6 animals. Scale bar: 50 um.

7.6. Phenotypic analysis

Table 4. CK3, E-cadherin, CK15, p63 and CK7 expression in the partial LSCD model developed in
rabbits. Subjective evaluation: — absence; + mild expression; ++ moderate expression; +++ high
expression. SL: superior limbus, CC: central cornea, IL: inferior limbus, CJ: conjunctiva.

Corneal epithelial cell markers Limbal stem cell markers Conjunctival cell marker
CK3 E-cadherin CK15 p63 CK7

SL | CC IL SL cc IL SL cc IL SL CcC IL CJ SL CcC IL
Control + | | 4+ P I o DT IE = = I S O R O O -
Partial LSCD ++ | |+ - +++ - - - +++ - - +++ | +++ + -
Partial LSCD + AM | + + + - +++ - - - +++ - - +++ | +++ + -
Partial LSCD + AM
+ hAT-MSCs + | | 4+ + |+ | - | | - | |+ | | |+ - +

The corneal epithelial marker CK3 increased in limbal epithelium in the partial LSCD
model but not in the hAT-MSCs transplanted group. E-cadherin expression did not
change in the different study groups. The expression of limbal stem cell markers CK15
and p63 was lost in the superior limbus (damaged area) of the partial LSCD model, and
partially recovered in the transplanted group. Differences were not found in the CK7

expression among the different study groups.
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8. Total LSCD model in rabbit

8.1. Clinical course of the model

Neovascularization and corneal opacity Epithelial defect
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Figure 13. Ocular surface evaluation in the total LSCD model developed in rabbits.
Neovascularization and corneal opacity were developed during the first weeks after the injury
and maintained during the follow-up. Neovessel length increased up to 5 mm (or 3 points
according to Efron scale). A conjunctival invasion was observed in some animals, but overall it
was not significant. Epithelial defects (fluorescein staining in green) were partially recovered
during the first 2 weeks. Week 0 represents the moment immediately after the injury.
Representative images from 6 animals. Statistical tests: Kruskal-Wallis, U de Mann-Whitney and
one-way ANOVA. *p < 0.05.
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A total LSCD model was developed in 6 rabbits. Neovascularization and corneal opacity
developed during the first weeks after the injury and maintained along the follow-up.
These clinical signs reached a severity around 2.5 points in the evaluation scale.
Furthermore, neovessel length increased until 5 mm (or 3 points according to Efron
scale). Moreover, a thick conjunctiva invasion was developed on the cornea surface in 2
of the 6 animals, but overall this invasion was not significant. Epithelial defects were
partially recovered during the first 2 weeks. However, epithelial defects were
maintained with 1.5 point of severity or with an area around 0.5 cm?’ throughout the

follow-up (Figure 13).

8.2.  Transplantation of hAT-MSCs

Three weeks after the creation of the injury, hAT-MSCs seeded onto amniotic
membrane were transplanted to the ocular surface of 5 rabbits. As in the other groups,
neovascularization and corneal opacity were developed during the first week after the
damage, and epithelial defects were partially recovered. In the total LSCD group
without treatment a significant increase in neovascularization was observed, in
particular between week 3 and the following weeks (weeks 5, 6, 7, 8, and 10). However,
the neovascularization increase was not observed after the hAT-MSCs transplantation.
Neovessel length was higher in the total LSCD group without treatment than in the hAT-
MSCs transplanted group during the weeks 5, 6, 7, 8, 9, and 11. Furthermore, according
to the Efron scale, a significant increase was noted in the non-transplanted group
between week 3 and weeks 5-11, whereas in the transplanted group this increment was
not observed. Regarding corneal opacity, there was an increase from week 3 to weeks
4-8 in the non-transplanted group. However, corneal opacity did not increase after the
hAT-MSCs transplantation. Conjunctival invasion was not significant, but one of the 5
animals showed a thick conjunctival invasion on the cornea surface. Although
differences in epithelial defects were not found, it was higher in the total LSCD group
without treatment than in the transplanted group. These results seem to indicate that

hAT-MSCs transplantation could prevent the LSCD progression (Figure 14).
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Figure 14. . Ocular surface evaluation in the total LSCD model in rabbit transplanted with AM
and hAT-MSCs. In the total LSCD group without treatment a significant increase in
neovascularization, neovessel length, and corneal opacity was observed between week 3 and the
following weeks. Neovessel length was higher in the total LSCD group without treatment than in
the hAT-MSCs transplanted group. One of the 5 animals showed a thick conjunctival invasion on
the cornea surface, but overall it was not significant. Week O represents the moment
immediately after the creation of the injury. Week 3 represents the moment before
transplantation. Representative images from 6 animals of each group, except for the group with
AM and hAT-MSCs that consisted of 5 animals. Statistical tests: Friedman, Wilcoxon, Kruskal-
Wallis, U de Mann-Whitney, t-Student, and one-way ANOVA. *p < 0.05.
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8.3. Histopathology analysis

At the end of the follow-up (week 11), 4-5 epithelial layers were observed in the central
cornea and 6-7 in the limbus (superior and inferior) of the control group (healthy
animals). In the total LSCD group without treatment, the number of epithelial layers
was lower (2-3 epithelial layers) in the central cornea and in the limbus. Furthermore,
the epithelium was disorganized, and goblet cells (purple cells) were present in the
limbal epithelium (superior and inferior), as a sign of conjunctival in-growth. In 2 of the
6 animals with total LSCD, goblet cells were noted in the central cornea. Inflammatory
cells and disorganization of the fibers were found in the limbal stroma (superior and
inferior) and in the stroma of the central cornea, demonstrating that the total LSCD
model was more severe than the partial LSCD model. In the hAT-MSCs transplanted
group, similarly to the non-transplanted group, there were fewer epithelial layers than
in the healthy tissues. Moreover, goblet cells and inflammatory cells were seen in the
limbal epithelium and into the limbal stroma, respectively. In 1 of these animals, goblet
cells and inflammation were also noted in the central cornea. However, the hAT-MSCs
transplanted eyes showed less presence of inflammatory cells and less disorganization
in the stroma of the central cornea in comparison with the non-transplanted group

(Figure 15).
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Figure 15. Histopathology (PAS staining) of corneal and limbal tissues in the total LSCD model
developed in rabbits. Control tissues from healthy animals presented 4-5 epithelial layers in the
central cornea and 6-7 in the limbus. Goblet cells (purple cells) and inflammatory cells were
observed in the limbal epithelium and into the limbal stroma, respectively, of the 2 study groups
(total LSCD without treatment and total LSCD with AM and hAT-MSCs). The non-transplanted
group presented a disorganized corneal stroma and inflammatory cells in the stroma of the
central cornea. The hAT-MSCs transplanted eyes showed less presence of inflammatory cells and
less disorganization in the stroma of the central cornea. Representative images from 6 animals of
each group, except for the hAT-MSCs transplanted group that consisted of 5 animals. Scale bar:
50 um.

8.4. hAT-MSCs location

hAT-MSCs labeled with BrdU were located in the inflamed areas of the limbal stroma
(superior and inferior) 8 weeks after the transplantation. Cell migration to the inflamed
areas and its maintenance there, at least 8 weeks, was proved after the transplantation
of 250,000 hAT-MSCs to the ocular surface of the total LSCD model in rabbits (Figure
16). A correlation between the amount of hAT-MSCs and the level of inflammation was

detected; those animals with a more prominent inflammatory infiltrate also had a
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larger amount of hAT-MSCs. Specifically, in the animal in which inflammation was

observed in the central cornea, hAT-MSCs were located in the same area.

Superior limbus Central cornea Inferior limbus

Figure 16. hAT-MSCs location in the ocular surface tissues of the total LSCD model developed in
rabbits. hAT-MSCs were located (immunofluorescence against BrdU, in red) in the inflamed
areas of the limbal stroma (superior and inferior) 8 weeks after the transplantation. Nuclei
stained in blue with Hoechst. Representative images from 5 animals. Scale bar: 50 um.

8.5. Phenotypic analysis

Table 5. CK3, E-cadherin, CK15, p63 and CK7 expression in the total LSCD model developed in
rabbits. Subjective evaluation: — absence; + mild expression; ++ moderate expression; +++ high
expression. SL: superior limbus, CC: central cornea, IL: inferior limbus, CJ: conjunctiva.

Corneal epithelial cell markers Limbal stem cell markers Conjunctival cell marker
CK3 E-cadherin CK15 p63 CK7

SL| CcC | IL|sL|cCc| L SL | CC IL SL [ CC| L a SL | CcC IL
Control + |+ |+ I e T = I B I ISR B
Total LSCD - - - - + - - - - - - - +++ + -
Total LSCD + AM

+H | o+ i R I B I S A - - ++ +H+ |+ - +
+hAT-MSCs

The corneal epithelial cell markers CK3 and E-cadherin were not expressed in the
epithelium of the total LSCD model. However, the expression of CK3 and E-cadherin
was observed in corneal and limbal epithelium of the hAT-MSCs transplanted group.
The expression of limbal stem cell markers CK15 and p63 was lost in the limbus of the
total LSCD model, but it was partially recovered in the transplanted eyes. No

differences were found in the CK7 expression among the different study groups.
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DISCUSSION

In vitro studies

In the present study we tried to recreate some of the molecular signals and cues
present in both the corneal and limbal microenvironments to analyze the in vitro
potential of hAT-MSCs for acquiring a corneal epithelial-like cell phenotype. To that
end, we cultured hAT-MSCs on plastic and collagen IV with hAT-MSCs BM conditioned
with supernatants collected from either corneal epithelial cells or LF culture medium.
Collagen IV is the main component of the limbal basement membrane, but it is much

%27 \We used the combination of

less predominant in the central portion of the cornea.
HCE supernatants together with the absence of collagen IV on the substratum to try to
provide signals similar to those contained in the in vivo corneal epithelium
microenvironment. We also attempted to recreate certain characteristic signals of the
in vivo limbal niche microenvironment by using the combination of collagen IV as the
substratum together with the presence of soluble factors secreted by LF in the culture

. 161,174,17
medium,*eH7417

None of the study conditions affected hAT-MSCs viability. However, the hAT-MSCs cell
cycle was affected in cells subjected to the differentiation conditions. There was an
increase of quiescent cells and a consequent decrease in the number of cells in division.
This is consistent with the well-known observation that the differentiation process is

. . . . 17
accompanied by a decrease in cell proliferation. 6

hAT-MSCs cultured with HCEcBM acquired epithelial-like growth in monolayers
composed of cells with a more polygonal morphology. These cells also had higher
complexity and an increase in the content of cytoplasmic granules. This is consistent
with previous reports that described a high content of glycogen granules in corneal

Y7 Thus, hAT-MSCs could acquire an epithelial-like cell phenotype when

epithelial cells.
they are subjected to a microenvironment containing signals similar to those present in

the corneal epithelium microenvironment.
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In the present work we observed that HCE cells expressed the typical MSCs markers
CD73 and CD105. CD73 corresponds to ecto-5’-nucleotidase, which is present in

78180 |1n contrast, for the first time, we identified the

different types of epithelial cells.
expression of CD105, (endoglin, component of the type Ill receptor for transforming
growth factor (TGF)-B)”” in an epithelial cell lineage, suggesting that this molecule could

mediate a different action of TGF-f in corneal epithelial cells.

The MFI of CD105 increased in cells incubated with HCEcBM while the corresponding
CD73 and CD90 did not change significantly. These results agree with a previous work in
which hAT-MSCs exposed to conditioned medium underwent differentiation, forming

81 On the

retinal pigment epithelial cells that maintained expression of CD90 protein.
other hand, hAT-MSCs cultured with conditioned medium from renal tubular epithelial

cells showed a decrease in the expression of CD90 while CD73 and CD105 levels were

182 183
d. l.

maintaine In contrast with our findings, Ho et a reported that MSCs derived
from orbital fat and induced to differentiate into corneal epithelial cells decreased the
expression of CD105. These differences could be explained by the different sources of
adipose tissue. The CD105 expression found in HCE cells, together with the increased
MFI of CD105 in hAT-MSCs incubated with HCEcBM, suggest that in fact this protein
could be a good marker for corneal epithelial cell differentiation. In addition, the TGF-3
secreted by fibroblasts and corneal epithelial cells has a paracrine or autocrine action,
and it is implicated in the natural corneal wound healing process.'®* Altogether these
data suggest that the morphological changes and the changes in expression of corneal
epithelial markers observed in these cells could be mediated by factors such as TGF-B.
This is consistent with the known involvement of TGF- in the immunomodulatory
properties of MSCs as well as in differentiation processes such as mesenchymal-

. . " 147,185,186
epithelial transition.”™" "

We analyzed the expression of the well established corneal epithelial markers CK3 and
CK12 by RT-PCR, western-blotting, and immunofluorescence microscopy.” Both
markers were expressed in low levels in hAT-MSCs and LF grown under standard

conditions. These data agree with previous studies in which CK3 and CK12 were
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expressed in rabbit BM-MSCs and in hAT-MSCs,87’150 and some other cytokeratins such

as CK18 were expressed in hAT-MSCs,'%%18118>

Although the molecular weight of the protein CK12 is 54 KDa, we detected this protein
by western-blotting in a band of 108 KDa. This indicates that the CK12 was in a

homodimer conformation as reported for keratins that form intermediate filaments.'®’

The CK12 protein in hAT-MSCs cultured under standard conditions and grown with BM
was expressed throughout the cytoplasm. However, in hAT-MSCs incubated with
HCEcBM and LFcBM, the expression of CK12 was located in the perinuclear area. This
change could be due to an increase in the synthesis of this protein in the endoplasmic

8

reticulum,™®® as suggested by the greater amounts of CK12 seen in the western-

blottings.

Our results showed that CK12 expression increased in hAT-MSCs grown with HCEcBM
on plastic; however, the expression of CK3 did not significantly change. Ahmad et al.**!
obtained an increase of CK12 and CK3 mRNA expression when embryonic stem cells
were cultured with epithelial medium conditioned by LF. In those experiments, the
expression of CK12 occurred earlier than the peak expression of CK3. Perhaps if our
incubation times had been longer we would have observed an incremental increase of
CK3 mRNA levels as well. In addition, other research groups observed an increase in the
expression of corneal epithelial markers and the acquisition of an epithelial-like

161,175

phenotype in stem cells incubated with medium conditioned by LF. In our

experiments, we found that the expression of corneal epithelial markers in hAT-MSCs

grown with HCEcBM was higher than in cells incubated with LFcBM. Ahmad et al.*®!

used embryonic stem cells and Blazejewska et al.'”®

used hair follicle SCs. These types of
stem cells seem, therefore, to behave differently than hAT-MSCs under limbal niche
simulated conditions. According to our results, Notara et al.**> observed an incease of
the CK2 expression in embrionic stem cells cultivated with culture medium
suplemented with EGF on collagen IV. This increase of expression was not noted when

cells were cultivated in medium conditioned with LF.
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Jiang et al®! induced the differentiation of BM-MSCs into corneal epithelial cells by co-
culturing them with corneal stromal cells. The BM-MSCs expressed CK12 protein after 7
days and acquired a corneal epithelial-like phenotype under these conditions. In this
way, their results agree with ours. Other research groups have demonstrated that MSCs
from bone marrow or limbal stroma cultured with limbal stem cell medium can acquire

141,142

a corneal epithelial-like phenotype. Furthermore, it has been described that rat

AT-MSCs transfected with Pax-6 developed a morphology similar to the epitelial one

143

and expressed CK12.”™ Related to that, other groups observed that MSCs acquired a

corneal epithelial-like phenotype when they were cultured in a decellularized cornea**

75,83

or after their transplantation to injured corneas. However, studies carried out by Ho

1'% showed that MSCs derived from subcutaneous adipose tissue had a lower

et a
capacity to differentiate into the corneal epithelial phenotype than those obtained from
orbital fat. Although their results are not consistent with ours, the differences could be
explained by the fact that we cultured the cells for more days and at higher level of
confluence, which is a well-known important factor that modulates MSCs

%0 The increase of CD105 and CK12 expression, together with the

differentiation.
acquisition of a more epithelial-like morphology in hAT-MSCs grown with HCEcBM on
plastic, indicate that hAT-MSCs subjected to signals similar to those contained in the
corneal epithelium can acquire a corneal epithelial-like phenotype. Furthermore,
Vossmerbaeumer et al.'®" differentiated hAT-MSCs into retinal pigment epithelial cells

with medium conditioned by those cells.

These results have provided preliminary evidence for the capacity of extraocular hAT-
MSCs to acquire certain features of corneal epithelial-like cells by subjecting them to an
in vitro microenvironment containing signals provided by differentiated corneal

epithelial cells.
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Ex vivo studies

To study the capacity of the hAT-MSCs to regenerate the epithelial ocular surface it is
necessary to establish a cell dose. The MSCs doses published to treat the ocular surface
vary significantly, from 100,000 to 10,000,000 cells, depending on the route of

75,76

administration. The lowest doses are applied topically or seeded on a substrate,

80,145

mainly AM, whereas the highest doses are administered by intravenous or

. . .. . 79,146,190
intraperitoneal injection.””™™

In our study, the transplantation of the cells was
performed on AM because one of the most used treatments consists of the
transplantation of limbal cells seeded on AM. Furthermore, this option allows for the
application of the cells at the site of injury. Moreover, it has been reported that the
intravenous administration of MSCs causes the loss of cells during the migration, due to

their accumulation in some organs, such as the Iungs.191

The ex vivo corneal wound model used to study cell doses had been previously

developed by Prof. Julie T. Daniels group.”>”*

In an initial study, after 2 weeks of
transplantation of 250,000, 1,000,000 or 10,000,000 hAT-MSCs, the AM was lifted from
the corneoscleral buttons. Unfortunately, cells (hAT-MSCs and cells from the button)
remained attached to the AM during its lifting. Thus, cell layers could have been lost
during this process and the results would have been affected. For this reason, the same
study was performed without lifting the AM from the eyes after 2 weeks in culture. This
study was carried out transplanting AM without cells or with 250,000 hAT-MSCs, based
on the cell dose used in the clinical trial performed in IOBA with BM-MSCs to treat

patients with LSCD (EudraCT: 2010-203535-42; ClinicalTrials.gov: NCT01562002).

Differences were not found between the buttons transplanted with 250,000 hAT-MSCs
or without cells. hAT-MSCs together with other cells (non hAT-MSCs) were located in
the corneal epithelium of the buttons where the AM was not lifted. Therefore, a very

low or absent cell migration was found in the ex vivo corneal wound model.

Deshpande et al.” observed that the limbal stem cells, seeded on contact lenses and

transplanted in an ex vivo corneal wound model in rabbit, migrated to the ocular
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surface in 3 days. Low cell migration has been recorded in substrates that are very
stable for cell adhesion or in those maintained for more than 1 day in culture before
transplantation. However, in this study the presence of cells on the contact lenses after
lifting them was not studied. Although in our study cells were cultured for 1 day on the
AM before transplantation, the AM could represent a very stable substrate for the hAT-
MSCs due to the presence of adhesion proteins, such as fibronectin, collagen IV and

194

laminin.”" This, together with the lack of signals in the tissues to attract hAT-MSCs to

the site of injury could explain the low cell migration.

On the other hand, Notara et al.”*'® transplanted a cell monolayer to the ex vivo
corneal wound model without a substrate; lifting the cells from the plates and using
non-adherent Tegapore™ film. Our study might have shown better results if a similar

system had been used.

Other work carried out by the same group demonstrated that the limbal stem cells
seeded on poly-lactic-co-glycolic acid membranes and transplanted to the ex vivo

95 | this case,

corneal wound model were found in the ocular surface after 4 weeks.
the membranes were not lifted from the ocular surface, similarly to the second

approach of our study.

The absence of conclusive results could be due to the fact that the model used was not
adequate to test different cell doses. MSCs need to be attracted to the site of injury by

129135 The model may have not generated chemokines after the induced

chemokines.
damage because it was an ex vivo tissue and, therefore, the cells could not migrate.
Additionally, the AM could have been a very stable substrate that did not allow the

hAT-MSCs to migrate.

In vivo studies

To study the tolerance and efficacy of the hAT-MSCs transplanted onto the ocular

surface, it was necessary to develop an in vivo LSCD model. Firstly, a LSCD porcine
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model was developed. The porcine eye is similar to the human eye, and it has an
adequate size to perform surgeries. In addition, porcine corneas have a similar
structure to the human cornea, with Bowman membrane. Furthermore, structures

similar to palisades of Vogt have been described in the porcine limbus.”

A total LSCD porcine model that clinically and pathologically resembles human LSCD
was successfully developed by cryogenic injury. This is the first time that a LSCD porcine
model has been described. Unfortunately, a significant inflammatory reaction was
observed after the transplantation of AM (without cells) to the ocular surface of the
LSCD porcine model. This reaction could have been caused by the high resistance of
porcine tissues to the passage of the needle during the suturing process. For this
reason, the LSCD porcine model was ruled out for the study of new therapies that need
to be sutured on the ocular surface. On the other hand, this model could be used to
study the pathophysiological and molecular basis of disease and those therapies that
could be applied without any surgical sutures, such as those topically, subconjunctivally

. .. 75,190,196,197
or systemically administered. >190,196,19

Secondly, two different LSCD models were developed in rabbits by surgical limbectomy
after n-heptanol-based denudation of the corneal surface. As in pigs, the rabbit cornea
also has an adequate size to perform surgeries and has structures similar to the human

86-88,167 I

cornea.'®® Furthermore, the LSCD model has been largely developed in rabbits. n

particular, the kind of injury we used to induce the LSCD models has been previously

. . . 86,87,199
described in the literature.”™""”

A partial and mild LSCD model that clinically and pathologically resembles human LSCD
was developed by surgical 180° limbectomy (superior and temporal limbus).
Neovascularization and corneal opacity were observed during the first weeks after the
generation of the injury. Moreover, epithelial defects were partially recovered during
the first 2 weeks, as previously described.’® From the third week onwards these clinical

signs became stabilized and they were maintained throughout the follow-up. Thus, and
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3

based on the Iiterature,17 the third week was selected for the moment of the

transplantation.

AM without cells were transplanted to the ocular surface of 3 rabbits with partial LSCD
to make sure that an adverse reaction would not occur after surgical suture. Clinical
signs did not change after the AM transplantation in comparison with the partial LSCD
group without AM. According to our results, there are some other instances where

80,87,167,202

differences were not found after the AM transplantation. However, other

authors noted an improvement in the re-epithelialization process after the AM

. 81,86,203
transplantation.

These differences could be explained by the variety of models,
assessment systems, and techniques used. Perhaps, if the number of animals had been
increased, a recovery of the corneal epithelium would have been noted, as has been

published.*

A total LSCD model that clinically and pathologically resembles human LSCD was
generated by surgical 360° limbectomy. Neovascularization and corneal opacity were
more severe than in the partial LSCD. These clinical signs were observed from the first
weeks after the creation of the injury, as other authors had noted.’’8%146,147,207-210
Moreover, epithelial defects were partially recovered during the first 2 weeks and
maintained along the follow-up, as has been previously reported.167’2°‘°”204 In 2 of the 6
rabbits a thick conjunctiva invasion was produced on the cornea surface, indicating that
the total LSCD model was more severe than the partial LSCD model. In addition, these

results seem to confirm that the limbus acts as a physical barrier between the

conjunctiva and the cornea.

After the hAT-MSCs transplantation in the partial LSCD model, clinical signs did not
improve. The mildness of the model could explain the lack of improvement in clinical
signs. On the other hand, clinical signs did not increase after the hAT-MSCs
transplantation. These results indicate that hAT-MSCs were well tolerated in the ocular
surface. The cells transplanted to the ocular surface of the rabbits came from human

donors. The low immunogenicity allowed for the cells to be well tolerated despite the
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fact that a xenotransplant was performed. There are some works where human MSCs

76,80,82 78,151

were transplanted to the ocular surface of mice,75 rats, and rabbits without

rejection.

Regarding the total LSCD model, the neovascularization and corneal opacity progression
was prevented after the hAT-MSCs transplantation. Although a proangiogenic role has
been described for MSCs, these cells have anti-angiogenic properties in the ocular
surface. A decrease of neovascularization and corneal opacity has been previously

demonstrated after the hAT-MSCs administration, 2921

In addition, there are several
authors who have described the improvement of these clinical signs after limbal stroma
MSCs or BM-MSCs administration,’”’%8%144-148190,197,211-213 Although epithelial defects
were larger in the non-transplanted group, differences were not observed between the
non-transplanted and the transplanted group. However, other authors have noted that

77,81,145,197,211,213

MSCs contribute to the recovery of corneal epithelium. In particular, the

capacity of hAT-MSCs to regenerate the corneal epithelium has been published, even in

75,76,78,151,152,209,214,215

humans. Perhaps if the number of animals had been higher,

differences in epithelial defects would have been found.

The presence of inflammatory cells was more important in the limbal stroma of the
total LSCD model than in the partial LSCD model. In addition, the stroma was more
disorganized in the total LSCD model than in the partial model. This data indicates that
the total model was more severe than the partial model, as the clinical evaluation has
shown. Histological differences were not found among the study groups of the partial
LSCD model. However, in the total LSCD model, a decrease of inflammatory cells and an
improvement of the stroma organization were observed in the hAT-MSCs transplanted
group. The anti-inflammatory role of hAT-MSCs in the ocular surface has been
described by several authors in different chemical burn or LSCD animal models and by

75,76,151,211,214

diverse administration routes. Moreover, MSCs from limbal stroma or BM-

MSCs can reduce the inflammation in the ocular surface, as it has been previously

published.77’80’81’147'148’190'197’211’216’217 Some of the molecules that could be implicated in
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this process could be IL-10, TGF-B, and TSG-6. For instance, TSG-6 reduces neutrophils

. e . . . . . . 190,216,218
infiltration and citokines and chemokines secretion in the cornea.

Goblet cells were observed in the limbal epithelium of both partial and total LSCD
models. These cells were present solely in the central cornea of 3 rabbits from the total
LSCD model, corresponding with the thick conjunctiva invasion on the cornea surface.
In general, few goblet cells were noted in the corneal epithelium. According to these
results, a decrease of goblet cells has been described in chemical burn cases® or in

rabbits some weeks after the creation of the injury.?”2#%19220

In the present work, hAT-MSCs migrated to the inflamed areas (limbal stroma) in both,
partial and the total LSCD models. In agreement with our results, the migration of
topically applied hAT-MSCs to burned cornea and limbus has been described by other

75,76

authors. Additionally, there are several groups that have demonstrated the

migration of limbal stromal MSCs or BM-MSCs to damaged cornea and limbus when

80,83,146,147,197,213,214,217

they were applied by different routes. On the other hand, in some

works, AT-MSCs or BM-MSCs administered by subconjunctival injection have been

located only at the injection site, which indicated that cells did not migrate.75’77'214 I

n
addition, systemically or intraperitoneally administered MSCs produced therapeutic
action in a LSCD model from a distance, without migration.®® One of the well-known
signaling pathways that regulate cell homing is mediated by CXCL12 or SDF-1 and its

191,21 . . .
91215 ynder inflammation, tissues secrete

receptor CXCR4, which is expressed by MSCs.
CXCL12/SDF-1 that attract MSCs. 2 Furthermore, in normal conditions CXCL12/SDF-1 is
more expressed by the limbal epithelium than by the corneal epithelium, and CXCR4 is

. . . 222,223
located in the limbal stroma rather than in the corneal stroma.

Although there is a
lack of data about the expression of these molecules in inflamed tissues of the ocular

surface, these factors could be implicated in MSCs migration to the cornea and limbus.

Molecular changes were studied by immunofluorescence in the LSCD models developed
in rabbits. The expression of the corneal epithelial marker CK3 increased in the limbus

of the partial LSCD model, whereas it decreased in the cornea of the total LSCD model.
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In the partial LSCD model, the CK3 expression in the limbus could be the result of the
limbal stem cell differentiation to recover the corneal epithelium, migrating from the
limbus to the central cornea. As in the total LSCD model, a decrease in the expression of
the corneal epithelial markers has been demonstrated by other authors using different

2,167,204,224-22.
LSCD models, 8%167:204,224-228

Although there were no clinical or histological differences between the partial LSCD
group without treatment and the hAT-MSCs transplanted group, molecular changes
were noted. After hAT-MSCs transplantation, the CK3 expression was observed not only
in the corneal epithelium, but also in the limbal epithelium. These data could be
indicating that hAT-MSCs contribute to recover the corneal epithelium by secreting
factors that promote the limbal stem cells proliferation and differentiation. An increase
of the CK3 and/or CK12 expression in the corneal epithelium has been published after

81,82,87,144,215 Lin et G/.75 found

BM-MSCs administration in corneal burn and LSCD models.
that some of the MSCs from orbital fat applied topically were in the cornea and limbus
and expressed CK3. Gu et al.®? observed that the BM-MSCs transplanted to the ocular
surface were located at the corneal epithelium and expressed CK3. However, in other
studies, CK3 expression was not found, or it was very low, in the corneal epithelium

after the transplantation of AT-MSCs or BM-MSCs. 2021

The intercellular junction protein E-cadherin decreased in the total LSCD model.
Therefore, the intercellular junctions of the corneal epithelium were affected in the
total LSCD model. According to our results, a decrease in the E-cadherin expression has

been described in a model with defects in the development of corneal epithelium.?*

Regarding the total LSCD group transplanted with hAT-MSCs, the expression of E-
cadherin was increased not only in the corneal epithelium, but also in the limbal
epithelium. These data could be indicating that hAT-MSCs contribute to recover the
corneal epithelium. In this way, an increase in the expression of connexin 43 (gap
junction protein) has been reported after the BM-MSCs transplantation in a model of

Lscp.?’
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The expression of the limbal stem cell markers CK15 and p63 was lost in the superior
limbus of the partial LSCD model, and in the superior and inferior limbus of the total
LSCD model. The loss of limbal stem cell markers has been shown in other LSCD

82,89,225
models.

CK15 and p63 expression was recovered in the limbal epithelium of the hAT-MSCs
transplanted groups. Moreover, other authors noted an increment of the p63
expression after BM-MSCs transplantation in LSCD models.?*'***" However,
Reinshagen et al. did not find differences in the p63 expression after the BM-MSCs

transplantation.?’”

75,81-83,87

Although some authors advocate the transdifferentiation of MSCs, only two of

them have demonstrated that MSCs expressed CK3 in the corneal epithelium when

75,83

they were transplanted in vivo. Otherwise, our in vitro results and other works have

shown that MSCs express CK3 in normal conditions, thus the CK3 expression could not

87150 The transdifferentiation has not been

be indicating a real transdifferentiation.
demonstrated in this work, but our results together with those obtained by other
authors seem to indicate that MSCs contribute to the recovery of the corneal
epithelium by secreting factors that act at a paracrine level. These factors reduce

77,80,147

neovascularization, inflammation and provide an enabling environment to

promote the proliferation and differentiation of the resident stem cells in the

. 230,231
tissues. 30.23

Although the anti-angiogenic, anti-inflammatory capacity of the hAT-MSCs
had been previously reported,’®*>>*! this is the first time that the capability of these
cells to recover the corneal and limbal phenotype has been demonstrated in animal

models.

Our results suggest that hAT-MSCs transplantation could be a novel therapy to treat
patients suffering from ocular surface failure due to LSCD. These cells represent an
efficient source of stem cells, whose availability does not present limitations.
Furthermore, the immunomodulatory and regenerative properties of these cells may

provide therapeutic benefits and reduce health care costs.
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CONCLUSIONS

1. Corneal epithelial-like cells can be induced from extraocular hAT-MSCs by
subjecting them to an in vitro microenvironment containing conditioning signals

derived from differentiated human corneal epithelial cells.

2. The ex vivo corneal wound model is not a useful model to study the adequate cell
dose to transplant to the ocular surface. To carry out this kind of study it would be

necessary to perform dose-response assessment in in vivo models.

3. The LSCD porcine model is a suitable model to study the pathophysiological and
molecular basis of the disease and those therapies that could be applied without
surgical suture. However, this model is ruled out for the study of new therapies

that need to be sutured on the ocular surface.

4. The partial and total LSCD models closely resemble this human pathology and are
thus suitable to test the efficacy of novel therapies in the treatment of
inflammation due to epithelial corneal stem cell pathology before being

considered for translation into clinical trials.

5. The hAT-MSCs transplanted to the ocular surface are well tolerated, migrate to
inflamed tissues, retain the evolution of neovascularization and corneal opacity,

and partially restore limbal and corneal epithelial phenotype.

6. Finally, the results of this thesis support hAT-MSCs transplantation as a novel
therapy in the treatment of patients suffering from ocular surface failure due to
LSCD. These cells represent an efficient source of stem cells, whose availability
does not present limitations. Additionally, the immunomodulatory and
regenerative properties of these cells will provide therapeutic benefits and reduce

health care costs.
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ANEXO - MATERIALES / ANNEX - MATERIALS

APARATOS UTILIZADOS / EQUIPMENT USED

Aparato / Device

Nombre / Name

Casa comercial / Source

Campana de flujo laminar /
Laminar flow hood

Centrifuga / centrifuge

Documentador de geles y
membranas / Gel and blot
imaging system

Citémetro de flujo / Flow
cytometer

Criostato / Cryostat

Escaner histoldgico / Histology
scanner

Espectrofotometro /
Spectrophotometer

Fluorémetro / Fluorometer

Incubador de CO, / CO,
incubator

Lampara de hendidura portatil /
Portable slit lamp

Microscopio de fluorescencia /
Fluorescence microscope

Microscopio laser confocal /
Laser confocal microcope

Microscopio éptico / Optical
microscope

Microtomo / Microtome

Procesador automatico de
tejidos / Automatic tissue
processor

Sonicador / Sonicator

Termociclador / Thermocycler

Termociclador PCR a tiempo real
/ Thermocycler real time PCR

Faster BH-EN2004

Allegra X-22R Centrifuge

ChemiDoc™

Cytomics FC 500 Cytometer
Leica CM1900

ChromaVision Systems ACIS 1l

SpectraMax M5

Qubit-fluorometer

Galaxi R

Kowa SL-15

DM4000B

HRT-11l Rostock Cornea
Module

Elipse S100

HM340E

Leica ASP300

Ultrasonic 08849-02

Mastercycler personal

7500 Real Time PCR System

Cultek (Madrid, Spain)

Beckman Coulter (Brea, CA,
USA)

Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA, USA)

Beckman Coulter
Leica (Wetzlar, Germany)
Dako (Carpinteria, CA; USA)

Molecular Devices
(Sunnyvale, CA, USA)

Life Technologies

RS Biotech (Enfield, CT,
USA)

Kowa Medicals (Tokio,
Japan)

Leica

Heidelberg Engineering
(Carlsbad, CA, USA)

Nikon (Tokio, Japan)

Leica

Leica

Cole Parmer (Vernon Hills,
IL, USA))

Eppendorf (Hamburgo,
Germany)

Life Technologies
(Inchinnan, UK)
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CITOMETRIA DE FLUJO / FLOW CYTOMETRY

Materiales / Materials

Casa comercial / Source

Referencia /

Reference
Annexin V-FITC Kit Beckman Coulter IM3546
Coulter® DNA Prep™ Reagents Kit Beckman Coulter 6607055
:rr;”;“u”noogglloobb”dil?na GG / Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) 56834
CD14-FITC Beckman Coulter IM0645U
CD19-FITC BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 340409
CD34-pC7 Beckman Coulte A21691
CDA45-FITC Beckman Coulter A07782
CD73-PE BD Biosciences 550257
CD90-PE Beckman Coulter IM1840U
CD105-APC Biolegend (San Diego, CA, USA) 120413
Eg:;c:sllses de isotipo / Isotype Beckman Coulter
HLA-DR-FITC Beckman Coulter IM1638U

CULTIVO CELULAR / CELL CULTURE

Materiales / Materials

Casa comercial / Source

Referencia /

Reference
PLASTICOS Y VIDRIOS / PLASTIC AND GLASS
Frascos de cultivo de / Flask of 75 cm® SZAF)aIcon (Frankling Lakes, NJ, 353134
Th ientifi Vall
Frascos de cultivo de / Flask of 175 cm? ermo Scientific (Scotts Valley, 159910
CA, USA)
. . Corning Life Sciences
Filtros de / Filters of 0.22 um (Tewksbury, MA, USA) 431219
Filtros de nailon / Nylon filters 100 um BD Falcon 352360
Filtros de nailon / Nylon filters 40 um BD Falcon 352340
® .
Portas de Perma_nox de?2 pgcﬂlos / 2 well Thermo Scientific 177429
Permanox® multi-chamber slides
® .
Portas de Permar\ox de 8 pgullos / 8 well Thermo Scientific 177445
Permanox® multi-chamber slides
Placas petri de / Petri dishes of 63 cm’ Corning Life Sciences 430166
Placas poliestireno de 6 pocillos / 6 well Corning Life Sciences 3516
polystyrene plates
Tubos de centrifuga / Centrifuge tubes 15 ml  Life Technologies 05-539-12
Tubos de centrifuga / Centrifuge tubes 50 ml  Life Technologies 05-539-7
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SOLUCIONES Y REACTIVOS / SOLUTIONS AND REAGENTS

Agar BioMériux (Durham, NC, USA) 51075
,:nn;ciifk:j:;i:lo—antifungico / Antibiotic- Life Technologies 15240
Azul tripan / Trypan blue Sigma-Aldrich T8154
BrdU BD Biosciences 550891
Colagenasa | / Collagenase | Life Technologies 17100-017
Colageno IV / Collagen IV Sigma-Aldrich C5533
Dispasa Il / Dispase Il Life Technologies 17105
Glicerol / Glycerol Sigma-Aldrich G7893
Mitomicina C / Mitomycin C Sigma-Aldrich M4287
NH,CI Sigma-Aldrich A0171
Povidona iodada / Povidone iodine Meda (Solna, Sweden) 7167204
HBSS Life Technologies 14025
PBS Life Technologies 14190
Tripsina-EDTA / Trypsin-EDTA 0.05% (1X) Life Technologies 25300
Tripsina-EDTA / Trypsin-EDTA 0.25% (1X) Life Technologies 25200
MATERIAL QUIRURGICO / SURGICAL MATERIALS

Bisturis / Scalpels Romed (Wilnis, Holland)

Cuchilletes / Knives AJL Ophthalmic

Escarificador /Scarifiers John Weiss (Milton Keynes,UK)

Pinzas / Tweezers John Weiss

Tijeras / Scissors John Weiss

Trepano de 7,5 mm / 7.5mm punch Katena (Denville, NJ, USA)

COMPUESTOS PARA MEDIOS DE CULTIVO / COMPONENTS FOR CULTURE MEDIA

DMEM-GlutaMAX™ (bajo en glucosa / low-

glucose (1 g/L), piruvato sddico / piruvate 1 mM) Life Technologies 21885
DMEM-F12-GlutaMAX™ (3.1 g/L glucosa / Life Technologies 31331028
glucose y piruvato sdédico / piruvate 1mM)

DMSO Sigma-Aldrich D2650
EGF Sigma-Aldrich E9644

FBS Life Technologies 10106-169
Insulina humana / Human insulin Life Technologies 12585-014
MEM NEAA 100x Life Technologies 11140-035
Penicilina-estreptomicina / Penicillin- Life Technologies 15070-063

streptomycin
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StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit

StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit
StemXVivo™ Chondrogenic Base Media

StemXVivo™ Chondrogenic Supplement

Toxina colérica / Cholera toxin

RT-PCR A TIEMPO REAL / REAL TIME RT-PCR

Life Technologies

Life Technologies

RD Systems (Minneapolis, MN,

USA)
RD Systems

Gentaur (Kanpenhoot, Belgium)

A10070-01

A10486

CCMO006
Gentaur 100

Materiales / Materials

Casa comercial / Source

Referencia /

Reference
Agua libre de nucleasas / Nuclease Sigma-Aldrich W-4502
free water
B-mercaptoetanol / - Merck (Darmstadt, Germany) 56263340
mercaptoethanol
Columna / Column Qjiashredder Qiagen (Hilden, Germany) 79656

Etanol / Ethanol

Placas de 96 pocillos / 96 well plates

Panreac (Barcelona, Spain)

Life Technologies

141086.1211

MicroAmp 4306737

Quant iT RNA Life Technologies Q32855
RNase-Free DNase Set Qiagen 79254

RNeasy® Minikit Qiagen 74106
SuperScrip® Vilo™ Life Technologies 11754-250
Tampdn / Buffer RLT Qiagen 79216

Tampdn / Buffer RPE Qiagen 1018013
Tampon / Buffer RW1 Qiagen 1053394
TagMan Universal PCR Master Mix Life Technologies 4304437

Sondas Tagman® / Tagman® Probes Casa comercial / Source EZE:E:E? /
GAPDH Life Technologies 4352934E

CK12 Life Technologies Hs00165015_m1
CKk3 Life Technologies Hs00365080 _m1
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WESTERN-BLOTTING

Materiales / Materials

Casa comercial / Source

Referencia /

Reference
Acido deoxicélico / Deoxycholic acid Sigma-Aldrich D-6750
Aprotinina / Aprotinin Sigma-Aldrich A-6279
BCA™ Protein Assay Kit Thermo Scientific 23225
Cloruro de sodio / Sodium chloride Merk 1.06404.100
ggjsccyl S‘S‘:'I‘;Ztt‘; ‘::;S")dio / Sodium Bio-Rad Laboratories 161-0418
EDTA Sigma-Aldrich E-5513
Phenyimethyiufony fuoride sigma-Aldrich P-7626
Inmun-Star HRP Kit Bio-Rad Laboratories 170-5040
Laemmli Sigma-Aldrich S-3401
Ir;qei?lt\e entera en polvo / Powdered whole Nestle (Barcelona, Spain)
vhcsi:;tdr%;?:efijarrgolfgrIar/ Molecular Bio-Rad Laboratories 161-0374
mfrrzgﬁzf;:emn;;%iﬂzsa/ Bio-Rad Laboratories 162-0112
S::ﬁ(‘)’j:::j;‘::édico/ Sodium Sigma-Aldrich $-6508
22:23::22 de amonio / Ammonium Bio-Rad Laboratories 161-0700
Poliacrilamida-Bisacrilamida /
Polyacrylamide-Bisacrylamide Bio-Rad Laboratories 161-0156
Restore™ Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific 21059
FBS Life Technologies 10106-169
TBS Bio-Rad Laboratories 170-6435
Tetrametiletilendiamina /
Tetramethylethylenediamine Bio-Rad Laboratories 161-0800
Tris/Glycine/SDS buffer Bio-Rad Laboratories 161-0772
Tris-HCI Sigma-Aldrich T-6666
Tris-HCl pH 6.8 Bio-Rad Laboratories 161-0799
Tris HCI pH 8.8 Bio-Rad Laboratories 161-0798
Tritdn / Triton Sigma-Aldrich 028K0011
Tween®20 Sigma-Aldrich P-7949
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INMUNOFLUORESCENCIA / IMMUNOFLUORESCENCE

Materiales / Materials

Casa comercial / Source

Referencia /

Reference
Acido clorhidrico / Hydrochloric acid Panreac 131019
Acido trioxobdrico / Trioxoboric acid Sigma-Aldrich B0252
Cubreobjetos / Coverslips Thermo Scientifics 65.300.15

Hidrdxido de sodio / Sodium hydroxide
Hoechst

loduro de propidio / Propidium iodide
Lectina de / Lectin from Helix Pomatia

Medio de montaje de fluorescencia /
Fluorescence mounting medium

Portas de Permanox® de 8 pocillos / 8
well Permanox® multi-chamber slides

Poli-L-lisina / Poly-L- lysine
Portaobjetos de vidrio / Glass slides

Suero de burro / Donkey serum
Suero de cabra / Goat serum
PBS

Tripsina / Trysin

Tritdn / Triton

Panreac

Sigma-Aldrich

Life Technologies

Sigma-Aldrich

Vector Laboratories (Burlingame,
CA, USA)

Thermo Scientific

Sigma-Aldrich

Menzel glaser (Braunschweig,
Germany)

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

ANTICUERPOS / ANTIBODIES

141687.1211
B2261
P-3566
L1034-1ML

H-1000

177445

P8920

AAOO0000112E

D9663
G9023
14190
T7409
028K0011

Anticuerpos / Antibodies

Casa comercial / Source

Referencia /

Reference
Anti-Ab-1 (CD90) Merck CP28
Anti-AE5 (CK3) Mp Biomedical (lllkirch, France) 69143
Anti-BrdU Sigma-Aldrich B8434
Anti-BrdU (DyLight 650) B;’X‘;S Biologicals {Littleton, €O, \ps00-235¢
Anti-CK7 Vector Laboratories VP-C403
Anti-CK12 Santa Cruz Biotechnology 25722
Anti-CK15 Merck CBL272
Anti-E-cadherina / E-cadherin BD-Biosciences 610181
Anti-GAPDH Santa Cruz Biotechnology SC-59540
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Anti-mouse HRP
Anti-mouse IgG (Alexafluor 488)
Anti-mouse IgG (PECy5)

Anti-Pan-CK

Anti-p63

Anti-rabbit HRP

Anti-rabbit IgG (Alexafluor 488)
Anti-S100A4 (FSP1)

Anti-Vimentina / Vimentin

ANEXO — MATERIALES / ANNEX - MATERIALS

Jackson ImmunoResearch

(Newmarket, UK) 715-035-015
Life Technologies A21202
MG scams
Abcam (Cambridge, UK) AB8068
Santa Cruz Biotechnology SC-8431
Jackson ImmunoResearch 715-005-152
Life Technologies A21206
Abcam AB11333
Santa Cruz Biotechnology SC-6260

ESTUDIOS EX VIVO E IN VIVO / EX VIVO AND IN VIVO STUDIES

Materiales / Materials

Casa comercial / Source

Atropina / Atropine
Blefarostato / Speculum
Buprenorfina / Buprenorphine

Combinado anestésico doble / Combined
double anesthetic

Cuchillete / Knife

Enrofloxacina / Enrofloxacin
Fluoresceina sédica / Sodium fluorescein
Isoflurano / Isoflurane

Ketamina / Ketamine

Maxitrol®

Midazolam

N-heptanol

Papel de acetato de celulosa / Paper
cellulose acetate

Pinzas / Tweezers

Portagujas / Needle holder
Propofol

Suero fisiologico / Saline serum

Sutura de polipropileno / Polypropylene
Suture 7.0

Sutura de seda / Silk suture 5.0

Atropina Braun®, Braun (Barcelona, Spain)
AJL Ophthalmic (Alava, Spain)
Buprex®, Schering Plough, S.A (Madrid, Spain)

Colircusi, Anestésico Doble®, Alcon (Barcelona, Spain)

AJL Ophthalmic

Alsir®, Esteve (Barcelona, Spain)

Colircusi Fluotest®, Alcon

Isoflo®, Abbott (lllinois, IL, USA)

Imalgene 1000®, Merial (Lyon, France)
Alcon

Dormicum®, Roche Farma (Madrid, Spain)

Sigma-Aldrich
Pall Corporation (Port Washington, NY, USA)

AJL Ophthalmic
AJL Ophthalmic
Propovet®, Esteve

Braun
Surgipro Il (Dublin, Ireland)
AJL Ophthalmics
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Sutura de nailon / Nylon suture 9.0
Tijeras / Scissors

Tobramicina / Tobramycin
Triamcinolona / Triamcinolone

Xilacina / Xylazine

Pentobarbital sédico / Pentobarbital
sodium

Ethilon, Ethicon (Sumerville, NJ, USA)

AJL Ophthalmics

Tobrex @, Alcon

Trigdn Depot®, Bristol-Myers Squibb (Madrid, Spain)

Rompun®, Bayer (Leverkusen, Germany)

Dolethal®, Vetoquinol (Lure, France)

HISTOLOGIA Y TINCIONES

Materiales / Materials

Casa comercial / Source

Referencia /

Reference
Acido acético / Acetic acid Panreac (Barcelona, Spain) 131008
Acido peryddico / Periodic acid Sigma-Aldrich P5463
Azul alcian / Alcian blue Sigma-Aldrich A3157
Bicarbonato sédico / Sodium bicarbonate  Panreac 141648
Entellan Merck 1.07961.0500
Etanol / Ethanol Panreac 121086.1214
Formaldehido / Formaldehyde Panreac 252931
Glicerol-gelatina / Glycerol-gelatin Merck 1.09242
3222:223::’: Il de Gill/ Gil's Merck 1.05174.1000
Isopropanol Panreac 141090.1211
Metanol / Methanol Panreac 141091.1214
Nitrato de plata / Silver nitrate Panreac 101458.1608
OilRed O Sigma-Aldrich 00625
Reactivo de Shiff / Shiff’s reagent Merck 1.09033.0500
Sacarosa / Sucrose Panreac 131621.1211
Sulfato de magnesio / Magnesium sulfate  Panreac 131404
Tiosulfato de sodio / Sodium thiosulfate Panreac 131721
Tiras de fluoresceina sddica / Sodium HUB Pharmaceuticals (Rancho- 9001
fluorescein strips Cucamonga, CA, USA)
Tissue-Tek-OCT® Sakura (Alphen, Holland) 583

Xileno / Xylene
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