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RESUMEN

Objetivo: Analizar la expresidn de factores de crecimiento en tejidos oculares dafiados y
su variacion tras el tratamiento con células madre mesenquimales de tejido adiposo (AT-MSCs),
y estudiar la expresion de sus correspondientes receptores de membrana en AT-MSCs expuestas

in vitro a un microambiente inflamatorio.

Metodologia: Mediante inmunodeteccion, se estudio la expresion de VEGF-A, EGF y
PDGF-B en un modelo en conejo de deficiencia de células madre limbo-corneales (LSCD) tratado
con AT-MSCs, a corto y largo plazo postratamiento. Por citometria de flujo se analiz6 la
expresion de EGF-R, PDGFR-B, VEGFR y NRP-1 en la superficie de AT-MSCs expuestas in
vitro al secretoma de células epiteliales corneales inflamadas, en presencia y ausencia de suero en

el medio de cultivo.

Resultados: La expresién de EGF y PDGF-B aument6 hasta niveles similares a los de
tejidos sanos, tanto a tiempo corto como largo postratamiento. En cambio, los niveles de VEGF-
A aumentaron respecto a los controles en los tejidos dafiados, excepto en aquellos tratados con
AT-MSCs y evolucién a largo plazo. En la superficie de las AT-MSCs expuestas a condiciones
inflamatorias se observé un aumento en la expresion de EGF-R y NRP-1, junto con una
disminucién de PDGFR-B y VEGFR.

Conclusion: El tratamiento con AT-MSCs moduld la expresion de factores de crecimiento
en tejidos con LSCD, especialmente a tiempos largos postratamiento, aumentando EGF y PDGF-
B y reduciendo VEGF-A. Ademas, la exposicion de AT-MSCs a un microambiente inflamatorio
alterd la expresion de sus respectivos receptores de membrana, evidenciando su capacidad de

respuesta a estimulos locales.

Palabras clave
Deficiencia de células madre limbares, cornea, células madre mesenquimales, factores de

crecimiento, migracion celular
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ABSTRACT

Objective: To analyse the expression of growth factors in damaged ocular tissues and
their variation after the treatment with adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (AT-
MSCs), and to study the expression of their receptors on the membrane of AT-MSCs exposed

to an inflammatory microenvironment in vitro.

Methodology: The expression of VEGF-A, EGF and PDGF-B was studied by
immunodetection in a rabbit model of limbal stem cell deficiency (LSCD), at both short and
long post-treatment times with AT-MSCs. Flow cytometry was used to assess the expression
of EGF-R, PDGFR-B, VEGFR and NRP-1 on AT-MSCs exposed to the secretome of inflamed

corneal epithelial cells in vitro, with and without serum in the culture medium.

Results: EGF and PDGF-B expression increased to levels comparable to healthy tissues,
at both short- and long-term post-treatment. However, VEGF-A levels increased in all
experimental groups compared to controls, except in those treated with AT-MSCs over the
long-term. AT-MSCs exposed to inflammatory conditions showed increased surface
expression of EGF-R and NRP-1, and decreased expression of PDGFR-B and VEGFR.

Conclusion: AT-MSC treatment modulated the expression of growth factors in LSCD
tissues, particularly at long-term post-treatment time points, by increasing EGF and PDGF-B
levels and reducing VEGF-A expression. Exposure of AT-MSCs to an inflammatory
microenvironment altered the expression of their surface receptors, demonstrating their ability

to respond to local stimuli.
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ABREVIATURAS

AT-MSCs: células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo, del inglés Adipose Tissue-

derived Mesenchymal Stem Cells.
BSS: solucion salina balanceada, del inglés Balanced Salt Solution.
CF: citometria de flujo.

CLET: trasplante de epitelio limbar cultivado, del inglés Cultivated Limbal Epithelial

Transplantation.

DAB: 3,3’-diaminobenzidina.

DAPI: 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol.

EDTA: 4cido etildiaminotetraacético.

EGF: factor de crecimiento epidérmico, del inglés Epidermal Growth Factor.

EGF-R: receptor de factor de crecimiento epidérmico, del inglés Epidermal Growth Factor
Receptor.

FBS: suero fetal bovino, del inglés Fetal Bovine Serum.

FMI: intensidad media de fluorescencia, del inglés Fluorescence Median Intensity.

HCE: linea celular de epitelio corneal humano, del inglés Human Corneal Epithelium.

LSCD: deficiencia de las células madre limbo-corneales, del inglés Limbal Stem Cell Deficiency.
MSCs: células madre mesenquimales, del inglés Mesenchymal Stem Cells.

NRP-1: neuropilina-1, del inglés Neuropilin-1.

PBS: solucién salina tamponada con fosfato, del inglés Phosphate Buffered Saline.

PDGF-B: factor de crecimiento derivado de plaquetas B, del inglés Platelet-Derived Growth

Factor B.

PDGFR-B: receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas B, de inglés Platelet-Derived

Growth Factor Receptor B.
Pen-Strep: penicilina-estreptomicina 100 U/ml-100 pg/ml.
TNF-a.: factor de necrosis tumoral alfa, del inglés Tumor Necrosis Factor Alpha.

VEGF-A: factor de crecimiento endotelial vascular A, del inglés Vascular Endothelial Growth
Factor A.

VEGFR: receptor del factor de crecimiento endotelial vascular, del inglés Vascular Endothelial

Growth Factor Receptor.
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1. INTRODUCCION

1.1. La superficie ocular
La superficie ocular es una unidad anatémica y funcional localizada en la interfaz entre el
ojo funcional y el ambiente, que provee de proteccion anatdmica, fisioldgica e inmunolégica al

globo ocular y participa en el mantenimiento de una correcta vision. Esta constituida por la

conjuntiva, el limbo, la cérnea y la pelicula lagrimal (Figura 1A) [1-3].
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Figura 1. La superficie ocular y la regeneracion del epitelio corneal. (A) Localizacion anatomica de la
cérnea, el limbo y la conjuntiva en la superficie ocular. Imagen de elaboracién propia. (B) Regeneracion
del epitelio corneal. (B1) El epitelio corneal se regenera a partir de las células madre limbo-corneales
ubicadas en el limbo esclerocorneal. (B2) Representacion de un corte histologico de la superficie ocular,
que se corresponde con el rectangulo de (B1), indicando las divisiones horizontales que originan dos células
madre (flechas amarillas) para mantener la poblacion celular; y las divisiones verticales que originan
células que se diferenciaran y desplazaran hacia la superficie corneal (flechas rojas). Imagen tomada de
Villaro, A. (2021) [3].

La conjuntiva es una fina membrana mucosa traslucida que recubre la superficie anterior
del globo ocular desde el limbo esclerocorneal (conjuntiva bulbar) y se extiende hasta la superficie
interna de los parpados (conjuntiva palpebral) [4]. Histolégicamente, esta formada por un epitelio
estratificado cilindrico, con células caliciformes productoras de mucinas, que descansa sobre un
estroma de tejido conjuntivo laxo ricamente vascularizado [2,4]. Sus principales funciones son la
proteccion frente a la entrada de agentes extrafios del exterior, la vigilancia inmunolégica y la

produccion de algunos de los componentes de la lagrima [4].

El limbo esclerocorneal es la zona de transicion entre la cornea y la conjuntiva. Forma un
anillo de 1,5 - 2 mm de ancho y 1 mm de espesor, constituido por un epitelio que descansa sobre
un estroma [1,3,4]. El epitelio limbar tiene un grosor de 10-12 capas de células en distintos
estadios de diferenciacion. También se caracteriza por la presencia de las denominadas
empalizadas de Vogt, una serie de crestas fibrovasculares de orientacion radial en cuya capa basal
se encuentran las células madre limbo-corneales, que son fundamentales para el reemplazo fisico
de las células del epitelio corneal (Figura 1B) [5,6] . Por otro lado, el estroma limbar, una region
altamente vascularizada e inervada, esta constituido por tejido conectivo denso rico en fibras de
colageno. Ademas de sus funciones como barrera fisica y de renovacién del epitelio corneal, el
limbo esclerocorneal participa en el drenaje del humor acuoso desde la camara anterior del ojo

hasta el canal de Schlemm a través de la red trabecular [1,3,4].

1
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La cdrnea es una estructura transparente y avascular localizada en la parte frontal del ojo,
gue actia como barrera protectora de las estructuras internas del 0jo, protegiéndolo de infecciones
o0 dafio por radiacion ultravioleta. También tiene funcidn de lente, permitiendo la transmision de
la luz a la retina para el procesamiento visual. Esta constituida por cinco capas organizadas: 1) el
epitelio anterior, un epitelio estratificado plano no queratinizado que se recambia por completo
cada 7-10 dias, y tiene gran relevancia para el poder refractivo del ojo, ademés de actuar como
barrera entre el entorno y el interior del ojo; 2) la membrana de Bowman, una capa acelular
posterior a la membrana basal del epitelio anterior, que termina abruptamente en el limbo. Esta
compuesta principalmente por fibras de coladgeno y proteoglicanos organizados de manera
irregular; 3) el estroma corneal, la capa mas gruesa, constituye aproximadamente el 90 % del
espesor corneal. Los queratocitos sintetizan las fibras de colageno que se disponen en forma de
laminas paralelas con orientacion ortogonal, lo que es fundamental para mantener su
transparencia; 4) la membrana de Descemet, es la membrana basal del epitelio posterior o
endotelio. Estd compuesta por distintos tipos de colageno, laminina y fibronectina y tiene funcién
principalmente estructural; y 5) el endotelio, capa mas interna, formada por una monocapa de
células epiteliales planas, que es esencial para preservar la transparencia corneal mediante la

regulacion de la hidratacion estromal [2—4,7].

1.2. Deficiencia de células madre limbo-corneales

La integridad del epitelio corneal es esencial para mantener la transparencia de la cérnea y
la funcion visual. Las células del epitelio corneal tienen una vida media de 7-10 dias, tras los
cuales sufren apoptosis y descamacién [2]. Debido a esto, este epitelio se renueva de manera
constante para mantener su integridad gracias a las células madre limbo-corneales (Figura 1B)
[4,8,9]. La destruccion o disfuncion de estas células madre, o de su nicho, puede provocar una
afeccion clinica conocida como deficiencia de células madre limbo-corneales (LSCD, por sus
siglas en inglés Limbal Stem Cell Deficiency). Esta afeccion, producida por diferentes causas tales
como quemaduras quimicas o térmicas, cirugias oculares maltiples o patologias autoinmunes,
como el sindrome de Stevens-Johnson o el de Sjogren, compromete la integridad de la superficie
ocular dando lugar a ulceracion del epitelio corneal e invasion de la conjuntiva sobre la superficie
corneal. Esto provoca inflamacion, neovascularizacion y una pérdida de transparencia corneal,
con la consiguiente pérdida de vision. Los pacientes con LSCD presentan un cuadro clinico
caracterizado por dolor ocular cronico, fotofobia, enrojecimiento, lagrimeo y disminucion de la
agudeza visual, que empeora progresivamente hasta poder llegar a causar una pérdida de vision
significativa [10-12].
1.2.1. Tratamientos emergentes basados en células madre mesenquimales

El trasplante de epitelio limbar cultivado (CLET, por sus siglas en inglés Cultivated Limbal

Epithelial Transplantation), consiste en el cultivo de las células del epitelio limbar ex vivo y el
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trasplante de las mismas al paciente [13,14]. Este tratamiento se ha consolidado como una de las
estrategias terapéuticas mas exitosas para el tratamiento de la LSCD. Sin embargo, el CLET no
estd exento de limitaciones como la necesidad de inmunosupresion prolongada en los trasplantes
alogénicos, la baja disponibilidad de tejido donante, la dificultad del cultivo de las células

epiteliales limbares, y la baja tasa de éxito en los casos de LSCD mas severos [14,15].

Debido a estas limitaciones, se estan explorando otras alternativas, siendo una de las mas
prometedoras el uso de células madre mesenquimales (MSCs, por sus siglas en inglés
Mesenchymal Stem Cells), por su gran potencial terapéutico [16]. Las MSCs son una poblacion
de células madre adultas multipotentes de origen mesodérmico, autorrenovables y con capacidad
de diferenciacion a diferentes linajes celulares [17,18]. Estas células se pueden obtener de
diferentes fuentes: médula 6sea, tejido adiposo, musculo esquelético, cartilago, pulpa dental,
cordon umbilical o placenta [17,19]. Su potencial terapéutico es gracias a su gran variedad de
propiedades, como su capacidad de autorrenovacién y diferenciacion a distintos tipos celulares,
su baja inmunogenicidad, su actividad inmunomoduladora, su potencial antiinflamatorio y su
capacidad migratoria hacia tejidos dafiados [17,18,20,21]. Aunque esta capacidad de
direccionamiento de las MSCs hacia los tejidos dafiados o inflamados esta estudiada [21], el
mecanismo exacto que regula este fenémeno continda sin estar del todo claro. Esta propiedad
parece estar mediada por la presencia de gradientes de concentracion de quimiocinas y factores
de crecimiento presentes en los tejidos dafiados, los cuales inducirian la quimioatraccion y
migracion de las MSCs hacia el foco del dafio, guiadas por receptores especificos presentes en su

membrana plasmatica [22].

Es por todas estas propiedades por lo que las MSCs se han considerado como un posible
tratamiento para la LSCD. De hecho, ya existen numerosos estudios, tanto in vivo en modelos
animales como ensayos clinicos, que han demostrado que las MSCs son seguras y eficaces, ya
que favorecen la reparacion de tejidos como el epitelio corneal y reducen la inflamacién de la
superficie corneal [16,18,23-26].

1.3. Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo

Las MSCs derivadas de tejido adiposo (AT-MSCs, por sus siglas en inglés Adipose Tissue-
derived Mesenchymal Stem Cells) tienen ciertas ventajas en comparacién con las MSCs
procedentes de otras fuentes, como su abundancia y su facil obtencién a través de procesos

minimamente invasivos [27].

Algunos estudios han demostrado que las AT-MSCs expresan de forma constitutiva el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas B (PDGFR-B) [27-29], el receptor del
factor de crecimiento endotelial (EGF-R) [30] y la glicoproteina transmembrana neuropilina-1
(NRP-1), que actua como co-receptor del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR). En

cambio, no expresan VEGFR [31], cuya expresion se ha demostrado que aumenta en condiciones

3
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de hipoxia, inflamacién o en respuesta a VEGF-A [32,33]. A través de la sefializacién mediada
por estos receptores tras la union a sus respectivos ligandos (PDGF-B en el caso del PDGFR-B,
EGF en el caso del EGF-R y VEGF-A en el caso de NRP-1y VEGFR), las MSCs logran migrar
y dirigirse al tejido dafiado y llevar a cabo, in situ, la reparacion y regeneracion tisular, ademas
de promover la angiogénesis [27-30,34].

Con el objetivo de contribuir a la compresion del mecanismo que regula la migracion de
las AT-MSCs hacia los tejidos dafiados de la superficie ocular, en el presente trabajo se analizan
las variaciones en los niveles de expresion de los factores de crecimiento VEGF-A, EGF y PDGF-
B en tejidos oculares de un modelo de LSCD realizado en conejo, asi como los posibles cambios
inducidos en los mismos tras el tratamiento con AT-MSCs. Ademas, se estudia la expresién de
los respectivos receptores de membrana en la superficie de las AT-MSCs y como ésta se ve

afectada al exponerlas a un microambiente, in vitro, que simula el epitelio corneal inflamado.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis: El dafio tisular altera la expresion de factores de crecimiento en los tejidos de la
superficie ocular; estos cambios podrian modularse con el tratamiento con AT-MSCs, cuyos

receptores de membrana también se ven afectados por el ambiente inflamatorio.

El objetivo principal de este trabajo fue analizar la expresion de factores de crecimiento
en tejidos oculares de un modelo de LSCD desarrollado en conejo y su variacion tras el
tratamiento con AT-MSCs, asi como estudiar la expresion de sus correspondientes receptores en
la membrana de AT-MSCs expuestas in vitro a un microambiente inflamatorio. Para ello, se
plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar, mediante técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, los cambios
en la expresion de los factores de crecimiento VEGF-A, EGF y PDGF-B en tejidos
oculares de un modelo de LSCD desarrollado en conejo, tras la administracion
subconjuntival de AT-MSCs.

2. Realizar un analisis preliminar de la expresion de los receptores de los factores de
crecimiento VEGF-A, EGF y PDGF-B en la superficie de AT-MSCs expuestas, in vitro,

al secretoma de células epiteliales corneales sometidas a un estimulo proinflamatorio.

3. MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos experimentales descritos en este trabajo fueron aprobados por la
Comision de Investigacion del Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA), el
Comité de Etica y Bienestar Animal de la Universidad de Valladolid (1004476) y el Comité de
Etica de la Investigacion con Medicamentos del Area de Salud de Valladolid Este (PI-18-1116).

3.1. Modelo animal y toma de muestras
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Las muestras utilizadas en este trabajo fueron previamente obtenidas por el grupo de
investigacion a partir de hembras adultas de conejo New Zealand White (Oryctolagus cuniculus)
a las que, en el ojo derecho, se les habia inducido una LSCD mediante la desepitelizacion corneal
con n-heptanol, seguida de una limbectomia quirdrgica de 360° del limbo, de manera similar a la
descrita en el estudio de Galindo S. et al. (2017) [25]. Una vez realizada la limbectomia, los

animales se dividieron en dos grupos experimentales (Figura 2):

1) Modelo agudo: la administracion del tratamiento por via subconjuntival se realizé
transcurrida una semana desde la realizacion del dafio y los animales fueron sacrificados
transcurrida una semana de evolucién post-inyeccién (eutanasia tras dos semanas de inducir el

dafo).

2) Modelo crénico: la administracion del tratamiento por via subconjuntival se realizd
transcurridas tres semanas desde la realizacion del dafio y los animales fueron sacrificados
transcurridas ocho semanas de evolucion post-inyeccién (eutanasia a las once semanas tras la

induccidn del dafio).
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Figura 2. Linea temporal de los modelos agudo y crénico de LSCD desarrollados en conejo tratados
subconjuntivalmente con AT-MSCs. A conejos adultos New Zealand White se les indujo una LSCD
mediante desepitelizacion corneal seguida de libectomia quirtrgica de 360°. Modelo agudo indicado en
verde: tras una semana de evolucion de la enfermedad se administré subconjuntivalmente una solucién de
AT-MSCs o solucidn salina balanceada; tras una semana de evolucidn post-inyeccion se sacrificaron los
animales y se tomaron las muestras. Modelo crénico representado en color rojo: tras la realizacion del
dafio, se dejaron tres semanas de evolucion de enfermedad, momento en que se aplicé mediante una
inyeccién subconjuntival una suspension de AT-MSCs o solucion salina balanceada. Se dej6 una evolucion
de ocho semanas post-inyeccion antes del sacrificio y toma de muestras. LSCD: deficiencia de células
madre limbo-corneales; AT-MSCs: células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo. Imagen de
elaboracion propia con BioRender.

Los tratamientos que se administraron subconjuntivalmente fueron una solucién salina
balanceada (BSS, por sus siglas en inglés Balanced Salt Solution) (agudo n= 4 / crénico n= 3) o
una suspension de 2.000.000 de AT-MSCs humanas en BSS (agudo n= 4 /crénico n= 3). Los
globos oculares izquierdos se utilizaron como controles sanos [25]. Tras la eutanasia, se
obtuvieron los botones corneoesclerales, a los que se les realizd un corte en el plano un sagital,
como si el ojo estuviera en posicion primaria de mirada, siguiendo el eje anteroposterior. Esta

técnica permite conservar la simetria entre las mitades nasal y temporal. Las regiones nasales se
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fijaron en paraformaldehido al 4 %, durante 4 horas a 4 °C, se deshidrataron e incluyeron en

parafina para, posteriormente, ser cortadas con un microtomo a un grosor de 4 um.
3.2. Inmunohistoquimica

Se realizaron ensayos de inmunohistoquimica para detectar la presencia de VEGF-A en los
tejidos oculares de los distintos grupos experimentales.

Tras la desparafinaciéon y el desenmascaramiento antigénico incubando las muestras con
una solucién de citrato a pH 6 durante 30 minutos a una temperatura entre 95 °C y 100 °C, las
secciones de tejido se permeabilizaron con una solucién de tritén X-100 (Sigma-Aldrich) al 0,1
% durante 30 minutos y se bloquearon con suero de cabra (Sigma-Aldrich) al 5 % durante 30

minutos, antes de incubarlas toda la noche con el anticuerpo primario (anti-VEGF-A) (Tabla 1).

Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de inmunodeteccion.

Nombre del o Especie de Casa comercial L
. Especificidad ] Clon . Dilucion
anticuerpo sintesis Referencia
. Isoformas 121, 165 Raton Abcam
Anti-VEGF-A VG-1 1/100
y 189 del VEGF (monoclonal) Cat#Ab1316
. Subunidad B de Cabra Abexxa Ltd.
Anti-PDGF-B ) - 1/100
PDGF (policlonal) Cat#abx433673
) Ratdn Fisher Scientific
Anti-EGF EGF 4E11 1/200
(monoclonal) Cat#11345573

La deteccidn se realizd mediante un sistema de biotina-estreptavidina-peroxidasa siguiendo
las instrucciones del Kit Mouse ExtrAvidin® Peroxidase Staining Kit antibody produced in goat
(Merck KGaA) e incubando con el cromoégeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB), seguido de la
tincion nuclear con hematoxilina de Carazzi durante 10 minutos. Finalmente, las muestras se
deshidrataron incubandolas en alcoholes de graduacion creciente (70°, 80°, 96° y 100°), se
incubaron en xileno puro y se montaron utilizando el medio de montaje Entellan™ (Sigma-
Aldrich). Las muestras se visualizaron y se obtuvieron imagenes con un aumento de 20X
utilizando el microscopio Leica DM4000 B, abarcando distintas regiones de la superficie ocular:
conjuntiva inferior, limbo inferior, cérnea inferior, cdrnea central, cdrnea superior, limbo superior
y conjuntiva superior. Todos los experimentos incluyeron controles negativos en tejidos de

superficie ocular de conejo y controles positivos en muestras de rifién de conejo.
3.3. Imunofluorescencia

Mediante inmunofluorescencia indirecta se estudid la expresion de los factores de
crecimiento PDGF-B y EGF en los tejidos de la superficie ocular de los conejos de los distintos

grupos experimentales.

Los tejidos se desparafinaron calentandolos a 60 °C durante 30 minutos e incubandolos con
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xilenos puros y alcoholes de concentraciones decrecientes. A continuacion, se llevé a cabo el
desenmascaramiento antigénico mediante incubacién con una solucién de tripsina (Sigma-
Aldrich) al 0,1 % en solucion salina tamponada con fosfato 1X (PBS, por sus siglas en inglés
Phosphate Buffered Saline) (Gibco™, Life Technologies) durante 20 minutos a 37 °C. Tras lavar
las muestras, se realizo el blogueo y la permeabilizacion mediante incubacidn con una solucion
de suero de burro (Sigma-Aldrich) al 5 % vy triton X-100 al 0,3 % en PBS 1X durante 1 hora a
temperatura ambiente, seguida de la incubacion con el anticuerpo primario correspondiente (anti-
EGF o anti-PDGF-B) (Tabla 1) durante toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, se lavaron las muestras y se incubaron durante una hora, a temperatura
ambiente, con el anticuerpo secundario marcado con un fluoréforo (Alexa Fluor™ 488 donkey
anti-mouse, Thermo Fisher Scientific) en PBS a una dilucién de 1:200. Posteriormente, las
muestras se lavaron e incubaron durante 3 minutos con el reactivo Vector® TrueView®
Autofluorescence (Vector Laboratories) y 5 minutos con el fluoréforo nuclear 4°,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (Thermo Scientific™) a una concentracion de 1 pg/mL. Finalmente, se realizo
un altimo lavado con PBS y otro con agua corriente y las muestras se montaron utilizando
Vectaschield® (Vector Laboratories).

Todos los tejidos fueron observados y fotografiados en el microscopio invertido de
fluorescencia Leica DMI6000 B. Se tomaron fotos de las distintas regiones de la superficie ocular:
conjuntiva inferior, limbo inferior, cérnea inferior, cdrnea central, crnea superior, limbo superior
y conjuntiva superior a un aumento de 20X. En todos los experimentos se incluyeron controles
negativos en muestras de tejidos de superficie ocular de conejo y controles positivos en rifién y

pulmon de conejo.

3.4. Obtencion de medios condicionados por células epiteliales corneales tras

estimulacion proinflamatoria

La linea celular de epitelio corneal humano (HCE, del inglés Human Corneal Epithelium)
fue cultivada con el medio de cultivo DMEM/F-12 + GlutaMAX™ (Gibco™) suplementado con
penicilina-estreptomicina (Gibco™) 100 U/mL-100 ug/mL (Pen-Strep), un 10 % de suero fetal
bovino (FBS por sus siglas en inglés Fetal Bovine Serum) (Gibco™), 10 mg/mL de EGF (Sigma-
Aldrich) y 5 pg/mL de insulina (Gibco™). Alcanzada una confluencia del 80 %, se inactivo el
crecimiento de estas células cultivandolas, durante 24 horas, en medio de cultivo base
suplementado Unicamente con Pen-Strep. Tras la sincronizacion, se estimuld la inflamacion de
las HCEs suplementando el medio con 25 ng/mL de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a., por
sus siglas en inglés Tumor Necrosis Factor Alpha) (PeproTech®, ThermoFisher Scientific), en
presencia o ausencia de un 10 % de FBS, dependiendo de la condicion [35]. Transcurrido este
tiempo, se recogio6 el medio condicionado, se centrifugd a 300 g durante 10 minutos a 4 °C, se

filtré con membranas de 0,45 um de tamafio de poro y se congel6 a -80 °C para su conservacion
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hasta su utilizacion.

3.4.1. Exposicion de AT-MSCs a medios condicionados por HCE tras estimulacion
proinflamatoria

Se utilizaron AT-MSCs humanas almacenadas por el grupo de investigacion en la coleccién
de muestras biologicas nimero 1417, dada de alta en el Registro Nacional de Biobancos. Las AT-
MSCs se cultivaron utilizando el medio de cultivo DMEM bajo en glucosa + GlutaMAX™
(Gibco™) suplementado con Pen-Strep y un 10 % de FBS (medio de cultivo completo de las AT-
MSCs). Una vez alcanzado el 70 % de confluencia, se cultivaron durante 48 horas con el medio
correspondiente en cada una de las siguientes condiciones a estudio: 1) medio de cultivo completo
de las AT-MSCs, 2) medio DMEM/F-12 + GlutaMAX™ suplementado con Pen-Strep
(DMEM/F-12 sin FBS), 3) medio condicionado DMEM/F-12 + GlutaM AX™ suplementado con
Pen-Strep (DMEM/F-12 condicionado sin FBS), 4) medio DMEM/F-12 + GlutaMAX™
suplementado con Pen-Strep y 10 % de FBS (DMEM/F-12 con FBS), 5) medio condicionado
DMEM/F-12 + GlutaMAX™ suplementado con 10 % de FBS y Pen-Strep (DMEM/F-12
condicionado con FBS).

3.5. Citometria de flujo (CF)

Tras la exposicion de las AT-MSCs a los medios condicionados por las HCE, las células
se despegaron de los frascos de cultivo y, mediante citometria de flujo (CF), se estudi6 la
expresion de los receptores de factores de crecimiento relacionados con la migracion y
quimiotraccion de las AT-MSCs: EGF-R, PDGFR-B, VEGFR y NRP-1.

Para ello, las AT-MSCs se levantaron con una solucion de Versene-acido
etildiaminotetraacético (EDTA) (Gibco™) y se lavaron con un buffer de citometria (R&D
Systems). Las células se tifieron utilizando el kit LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Kit
(Thermo Fisher Scientific), seguido de una incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente con
los anticuerpos primarios conjugados con fluorérofos y sus correspondientes controles de isotipo
(Tabla 2). Posteriormente, las células se lavaron e incubaron con paraformaldehido al 4 % durante
10 minutos para su fijacion. Finalmente, se resuspendieron en buffer de citometria para ser
analizadas mediante citometria de flujo espectral, Cytek® Aurora, y evaluar la expresion de los

receptores de los marcadores de quimiotraccion.

Tabla 2: Anticuerpos utilizados en el ensayo de citometria de flujo.

) Fluoroforo ) ) ) Cantidad
Anticuerpo ) Isotipo Casa Comercial Referencia )
conjugado (10° células)
Anti-EGFR PE IgG2b  BD Biosciences Cat#555997 10 pL
Anti-PDGFR-B PerCP 1gG1 R&D Systems  Cat#FAB1263C 5uL
Anti-VEGFR APC 1gG1 R&D Systems  Cat#FAB321A 2L
Anti-NRP-1 PE lgG2a  R&D Systems  Cat#FAB3870P 2uL
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Los datos se analizaron con el software FlowJo™ vX.0.7. La poblacion de interés se
clasific6 segun su tamario (FSC) y complejidad (SSC), seguido de la exclusion de dobletes (FSC-
H vs. FSC-A) y de la exclusion de células muertas gracias a la tincion de viabilidad. A
continuacion, se cuantificaron las células que expresaban o no las proteinas de estudio y, tomando
como referencia el control de isotipo, se definieron las poblaciones celulares positivas y negativas
mediante histogramas, y se analiz6 la intensidad media de fluorescencia (FMI por sus siglas en

ingles Fluorescence Median Intensity).

4. RESULTADOS

4.1. Estudio de la expresién de factores de crecimiento en tejidos de conejo

4.1.1. Ensayos de inmunohistoquimica

Por medio de ensayos de inmunohistoquimica indirecta se estudio la expresion y variacion
en la expresion del VEGF-A en los tejidos oculares de conejo de los distintos grupos

experimentales.

En el grupo control (ojos sanos), se observé expresion de VEGF-A en todo el epitelio
corneal y en el epitelio limbar, asi como un leve marcaje alrededor de las células caliciformes del
epitelio conjuntival y en las células endoteliales de los vasos sanguineos del estroma conjuntival.
En el resto de los grupos experimentales, a excepcion del grupo experimental del modelo crénico
tratado con AT-MSCs, se observd un aumento en la intensidad de marcaje positivo en todo el
epitelio corneal, limbar y conjuntival, siendo especialmente acusado el incremento de marcaje

detectado en los estromas limbar y conjuntival (Figura 3).

Comparando los resultados obtenidos entre los dos grupos experimentales del modelo
agudo, no se observaron grandes cambios de expresién mostrada en el epitelio y estroma corneales
entre los tejidos del grupo tratado con BSS y el tratado con AT-MSCs. Sin embargo, si que se vio
un incremento del marcaje en el epitelio conjuntival superior y en los estromas conjuntivales y
limbares en el grupo tratado con AT-MSCs en comparacién con el grupo tratado con BSS. En
cambio, los tejidos del modelo crénico mostraron grandes diferencias en la expresion de VEGF-
A entre los procedentes del grupo tratado con BSS y el tratado con AT-MSCs, siendo la intensidad
de marcaje de este segundo grupo, similar al grupo control del estudio. Los tejidos con mayor
intensidad de marcaje en el grupo del modelo crénico tratado con BSS fueron el epitelio y el
estroma conjuntivales, el estroma limbar superior, el epitelio limbar inferior y el epitelio de la

cornea central (Figura 3).
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Figura 3. Imé&genes de inmunohistoquimica de la expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular A (VEGF-A). Imagenes representativas de los tejidos de la superficie ocular de los cinco grupos
experimentales analizados: tejidos oculares sanos (CONTROL SANO) (n=3); tejidos del modelo agudo de
deficiencia de células madre limbo-corneales (LSCD) inyectados con BSS (AGUDO + BSS) (n=4) o con
una suspension de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AT-MSCs) (AGUDO + AT-
MSCs) (n=4); tejidos del modelo crénico de LSCD inyectados subconjuntivalmente con BSS (CRONICO
+ BSS) (n=3) o con una suspension de AT-MSCs (CRONICO + AT-MSCs) (n=3). En las imagenes se
pueden diferenciar en azul los nucleos tefiidos con hematoxilinay en marrén la proteina VEGF-A. Iméagenes
tomadas con un microscopio 6ptico de campo claro a un aumento de 20X. La barra de la escala indica 100
um.

4.1.2. Ensayos de inmunofluorescencia

Para determinar si existian cambios en la expresion de los factores de crecimiento EGF y
PDGF-B en los tejidos oculares de conejo procedentes de los distintos grupos experimentales, se
realizaron inmunofluorescencias indirectas, y se estudidé la variacién en la intensidad de

fluorescencia en las distintas regiones tisulares y grupos experimentales.
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En primer lugar, se estudi6 la variacion de la expresion del EGF. En los controles sanos, se
observd que su expresién se localizaba principalmente en el epitelio corneal y en el epitelio y
estroma limbar y conjuntival. En los tejidos procedentes del modelo agudo y del modelo crénico
tratados con BSS, se observo una disminucion en la intensidad de fluorescencia frente a los
controles sanos. Sin embargo, en los tejidos procedentes de los modelos agudo y crénico tratados
con AT-MSCs, se observd un incremento de la intensidad de fluorescencia con respecto a los
tratados con BBS en todo el epitelio de la superficie ocular. Este incremento fue especialmente
acusado en el epitelio del limbo superior y de la conjuntiva inferior del modelo agudo, y en el
epitelio de la cérnea (superior, central e inferior), el limbo inferior y la conjuntiva inferior del
modelo crénico. Se observ6 una mayor expresion de este marcador en el estroma limbar superior
del modelo agudo tratado con AT-MSCs y del estroma del limbo superior del crénico tratado con
AT-MSCs frente a los controles sanos (Figura 4).
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Figura 4. Iméagenes de inmunofluorescencia de la expresion del factor de crecimiento epidérmico
(EGF). Iméagenes representativas de los tejidos de la superficie ocular de los cinco grupos experimentales
analizados: tejidos oculares sanos (CONTROL SANO) (n=3); tejidos del modelo agudo de deficiencia de
células madre limbo-corneales (LSCD) inyectados con BSS (AGUDO + BSS) (n=4) o con una suspension
de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AT-MSCs) (AGUDO + AT-MSCs) (n=4);
tejidos del modelo cronico de LSCD inyectados subconjuntivalmente con BSS (CRONICO + BSS) (n=3)
0 con una suspension de AT-MSCs (CRONICO + AT-MSCs) (n=3). En las iméagenes se pueden diferenciar
en azul los nucleos tefiidos con un fluoréforo nuclear (DAPI) y en verde la proteina EGF. Imagenes

tomadas con un microscopio invertido de fluorescencia a un aumento de 20X. La barra de la escala indica
100 pm.

Los resultados obtenidos del estudio de la expresion de PDGF-B demostraron una baja

intensidad de fluorescenciay, por ende, de la expresion de dicho marcador en los controles sanos.
Esta baja intensidad de fluorescencia se mantuvo en los tejidos oculares de los modelos agudo y
cronico inyectados con BSS. En cambio, se observo un aumento en la intensidad de fluorescencia

en los tejidos oculares de los conejos de los modelos agudo y crénico inyectados con AT-MSCs,
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en comparacion con los resultados obtenidos en tejidos oculares sanos y en los de aquellos
inyectados con BSS. En los tejidos del modelo agudo tratado con AT-MSCs este aumento de
expresion se observo principalmente en el epitelio y estroma limbares (tanto superior como
inferior) y en el epitelio corneal. En el caso de los tejidos del modelo cronico tratado con AT-
MSCs, se observé un aumento de la expresién de PDGF-B en el epitelio corneal y conjuntival y
en el epitelio limbar inferior, en comparacion con tejidos del modelo crénico tratado con BSS. En
estos mismos tejidos, también se observé un aumento de su expresion en el estroma conjuntival
superior e inferior y en el estroma corneal superior e inferior con respecto a los controles sanos
(Figura 5).
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Figura 5. Imégenes de inmunofluorescencia de la expresion del factor de crecimiento derivado de
plaquetas B (PDGF-B). Iméagenes representativas de los tejidos de superficie ocular de los cinco grupos
experimentales analizados: tejidos oculares sanos (CONTROL SANO) (n=3); tejidos del modelo agudo de
deficiencia de células madre limbo-corneales (LSCD) inyectados con BSS (AGUDO + BSS) (n=4) o con
una suspension de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AT-MSCs) (AGUDO + AT-
MSCs) (n=4); tejidos del modelo crénico de LSCD inyectados subconjuntivalmente con BSS (CRONICO
+ BSS) (n=3) o con una suspension de AT-MSCs (CRONICO + AT-MSCs) (n=3). En las iméagenes se
pueden diferenciar en azul los nucleos tefiidos con un fluoréforo nuclear (DAPI) y en verde la proteina
PDGF-B. Imagenes tomadas con el microscopio invertido de fluorescencia a un aumento de 20X. La barra
de la escala indica 100 pm.

4.3. Prueba preliminar para estudiar la expresion de receptores de factores de
crecimiento en AT-MSCs

Para determinar el efecto de la exposicién a medios condicionados por células HCEs
sometidas a un estimulo proinflamatorio sobre la expresién de receptores de membrana
relacionados con la migracion y quimiotraccion de las AT-MSCs (EGF-R, PDGFR-B, VEGFR y
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NRP-1), se llevé a cabo una prueba preliminar mediante citometria de flujo. Para cada marcador
se cuantifico el porcentaje de células positivas y la FMI. Dado que este estudio se realizé como
prueba preliminar, los resultados se presentan de manera descriptiva y no fueron sometidos a

analisis estadistico.

Se observo un aumento en el porcentaje de células positivas para EGF-R con respecto a las
poblaciones control (incubadas con medio de cultivo completo de AT-MSCs), en todas las
condiciones experimentales estudiadas, excepto en la condicion de incubacién en medio
DMEMY/F-12 sin FBS, donde el porcentaje pasé a ser del 59,2 % frente al 82,1 % del control
(Figura S1 A-E). En el caso del PDGFR-B, se observd que el 96,5 % de la poblacion celular era
positiva para este receptor en condiciones de cultivo estandar, manteniéndose este porcentaje en
niveles similares en las células expuestas a medio DMEM/F-12, tanto sin FBS como con FBS,
con un 99 % y un 95,8 % de células positivas, respectivamente. Sin embargo, este porcentaje
disminuy6 cuando las células fueron expuestas a medios condicionados por las células HCE
sometidas a un estimulo proinflamatorio. Esta reduccion fue mayor cuando el medio condicionado
contenia FBS (DMEM/F-12 condicionado con FBS), donde el porcentaje de células positivas
alcanz6 un valor de 60,2 %, en comparacion con el 90,2 % observado con el medio condicionado
sin FBS (DMEM/F-12 condicionado sin FBS) (Figura S1 F-J). En cuanto al VEGFR, solamente
el 2,62 % de las poblaciones celulares incubadas en condiciones control fueron positivas para este
receptor, manteniéndose este porcentaje cercano al 2 % en el resto de condiciones experimentales
(Figura S1 K-N). Por tltimo, el porcentaje de células positivas para la NRP-1 se mantuvo proximo

99,9 % en todas las condiciones experimentales (Figura S1 O-S).

Por otro lado, se observo que la FMI para EGF-R aument6 en todas las condiciones de
cultivo en comparacion con el control, excepto en las células incubadas con DMEM/F-12 sin
FBS, donde disminuy6 hasta 813,8, frente al valor de 1.448,2 observado en el control (Figura
6A). La FMI de PDGFR-B se mantuvo en niveles similares en las células incubadas en
condiciones control (1.905,95) y en medio DMEM/F-12 sin FBS (1.988,3). Sin embargo, se
observo una gran disminucion de la FMI de este receptor cuando las células fueron expuestas a
medios condicionados por células HCE sometidas a un estimulo proinflamatorio, alcanzando
valores de 1.181,7 en presencia de FBS (DMEM/F-12 condicionado con FBS) y de 504,8 en
ausencia del mismo (DMEM/F-12 condicionado sin FBS) (Figura 6B). En cuanto al VEGFR, el
valor de la FMI se mantuvo cercano al del control cuando las células fueron incubadas con medio
DMEM/F-12 con FBS (26,7 frente a 26,3, respectivamente). Sin embargo, estos valores
disminuyeron hasta valores negativos cuando las células fueron incubadas con medio DMEM/F-
12 sin FBS y con los medios condicionados con las HCE en condiciones proinflamatorias, tanto
en presencia como en ausencia de FBS (Figura 6C). En el caso de la NRP-1, se observo una ligera
disminucién de la FMI en las células incubadas con DMEM/F-12 sin FBS (20.794,8), en
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comparacion con el valor observado en las células incubadas en condiciones control (23.296,2).
Sin embargo, este valor aumenté hasta 30.849,5 cuando las células fueron incubadas con el medio
condicionado con las células HCE en ausencia de FBS. En presencia de FBS en el medio
DMEM/F-12, la FMI de NRP-1 se mantuvo en niveles similares a los observados en las células
incubadas en condiciones control (23.421,1), aunque se detect6 una ligera diminucion cuando el
medio DMEM/F-12 estaba condicionado por las células HCE sometidas a condiciones
proinflamatorias (21.085) (Figura 6D).
A
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Figura 6. Graflcas representatlvas de la intensidad media de fluorescencia (FMI) Se muestran las
gréaficas con los valores de FMI para cada uno de los marcadores: EGF-R (A), PDGFR-B (B), VEGFR (C)
y NRP-1 (D) en cada una de las condiciones a estudio: Medio de cultivo completo de las AT-MSCs (1),
DMEM/F-12 sin FBS (2), DMEM/F-12 condicionado sin FBS (3), DMEM/F-12 con FBS (4) y DMEM/F-
12 condicionado con FBS (5).

5. DISCUSION

Las AT-MSCs han ganado una gran relevancia en el ambito de la ingenieria tisular y la
medicina regenerativa a causa de su facil obtencion y el gran nimero de propiedades que tienen:
capacidad de autorrenovacion y diferenciacion a distintos tipos celulares, capacidad
inmunomoduladora y antiinflamatoria, su habilidad para migrar a tejidos dafiados o incluso,
secretar vesiculas extracelulares que logren reparar el dafio tisular. Es por ello que son utilizadas

en terapias para distintas patologias tales como la osteoartritis, la atrofia muscular espinal, la
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enfermedad de injerto contra huésped o la LSCD [36].

En el presente trabajo se ha estudiado la expresion de factores de crecimiento que podrian
estar involucrados en la migracion y quimiotraccion de las AT-MSCs inyectadas
subconjuntivalmente en un modelo animal de LSCD desarrollado en conejo. Se eligié el conejo
como modelo animal debido a que el tamafio de su ojo es idoneo para ciertos procedimientos
quirdrgicos y permite un mejor examen de la superficie ocular. Ademas, su vida media permite
realizar estudios relacionados con sintomatologia crénica, tipica de las enfermedades oculares
[37]. Es por ello que el conejo es uno de los modelos animales més utilizados en el estudio de
enfermedades oculares y, en concreto, la LSCD [18,38].

El estudio inmunohistoquimico frente VEGF-A en tejidos sanos reveld una expresion
uniforme de este marcador en todo el epitelio corneal, el epitelio limbar, el entorno de las células
caliciformes de la conjuntiva y en los vasos sanguineos del estroma conjuntival. Esta expresion
se vio incrementada en los tejidos dafiados del modelo experimental de LSCD (tanto en el modelo
agudo como en el crénico tratados Unicamente con BSS), acompafiada de la presencia de signos
caracteristicos de inflamacion y neovascularizacion. Estos resultados eran esperables, dado el
papel que se sabe que VEGF-A desempefia en el desarrollo y mantenimiento de las vasos
sanguineos y linfaticos [39,40], asi como su conocida expresion en células inflamatorias como
macrdfagos y células T [41]. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Philipp W. et
al. (2000) [42], quienes estudiaron la expresion de VEGF en el epitelio corneal en condiciones
normales y en condiciones de inflamacion y vascularizacién corneal. Aungue la expresion de
VEGF-A fue mayor en los tejidos dafiados del modelo agudo que en los controles sanos, sus
niveles fueron similares en los tejidos tratados con BSS y con AT-MSCs, lo que sugiere que una
Unica semana de evolucién postratamiento seria insuficiente para observar los efectos de las AT-
MSCs. En cambio, en el modelo crénico, se observéd una disminucion de la expresion de VEGF-
A en los tejidos de los animales tratados con AT-MSCs, alcanzando niveles similares a los
observados en los tejidos sanos. Esta reduccion podria atribuirse a un mayor tiempo de evolucion
postratamiento, que habria favorecido la disminucion de la presencia de infiltrados inflamatorios
y de neovasos, en concordancia con las propiedades antiinflamatorias y anti-angiogénicas que las

AT-MSCs han mostrado en ciertas patologias [43,44].

En concordancia con estudios previos [45], los ensayos de inmunofluorescencia mostraron
una expresion basal de EGF en el epitelio corneal de los tejidos oculares sanos. Asimismo, se
detect6 la expresion de este factor de crecimiento en los epitelios limbares y conjuntivales sanos,
lo cual concuerda con estudios previos donde se vio una expresion de EGF en células epiteliales
en otros epitelios escamosos estratificados no queratinizados [46,47]. En el modelo de LSCD
inyectado con BSS, la expresion de EGF se redujo tanto a tiempo corto como a tiempo largo.

Aunque este resultado fue inesperado, podria estar provocado por el procedimiento de
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desepitelizacion y limbectomia empleado durante la induccion de la LSCD en los conejos [48].
Como era de esperar, la expresion de EGF volvid a aumentar hasta alcanzar niveles similares a
los de los tejidos sanos en los animales tratados con AT-MSCs, en linea con el papel que tiene
este factor de crecimiento en la regeneracion tisular y la curacion de heridas [49]. Este efecto fue
mas evidente en el modelo crénico, probablemente como consecuencia de la reduccion de la
inflamacion y del mayor tiempo transcurrido desde la aplicacion del tratamiento hasta la toma de

muestras.

La expresion de PDGF-B observada en los controles sanos fue practicamente nula, lo que
concuerda con resultados previamente publicados por Antoniades et al. (1991) sobre la falta de
expresion de PDGF-B en células epiteliales [50]. En contraste, se observo que la expresion de
este factor de crecimiento aument6 ligeramente en el estroma conjuntival de las muestras tisulares
de los conejos con dafio tratados con BSS, posiblemente asociado a su funcidn esencial en la
angiogénesis [51], un proceso involucrado en la neovascularizacién caracteristica de la LSCD
[11,18]. Sin embargo, se observo un notable aumento en la expresion de PDGF-B en los epitelios
corneales, limbares y conjuntivales de los conejos tratados con AT-MSCs. Esto podria ser
consecuencia de la capacidad regenerativa y de curacion de heridas de este factor de crecimiento
[20,52]. También podria ser resultado de la respuesta a la presencia de AT-MSCs en el entorno,
cuyo aumento podria estimular la migracién celular hacia la regién dafiada, asi como intervenir

en la regulacion del crecimiento y la divisién celulares [29,49].

El ensayo preliminar realizado mediante citometria de flujo demostré la expresion
constitutiva de EGF-R, PDGFR-B y NRP-1 en la superficie de las AT-MSCs, asi como la baja
expresion de VEGFR en condiciones de cultivo estdndar, como ya se habia demostrado en
estudios previos [21,31,53]. Al cultivar las AT-MSCs en medio DMEM/F-12 sin suplementos, se
vio reducida la expresién de todos los receptores estudiados, a excepcion del PDGFR-B, lo que
podria deberse a la falta de crecimiento de las células asociado con la ausencia de FBS en el medio
de cultivo. Sin embargo, la exposicion de las AT-MSCs a un microambiente proinflamatorio
(medio condicionado) indujo un incremento en la expresion de EGF-R y NRP-1, que podria estar
causado por la activacion de vias asociadas a las propiedades antiinflamatorias de las AT-MSCs
[54,55]. No obstante, en estas mismas condiciones, se observé una disminucion en la expresion
de PDGFR-B, lo que result6 inesperado dada su conocida implicacion en la promocion de la

mitosis [29], asi como en la migracién y la quimiotraccién de las AT-MSCs [20].

Los elevados niveles de VEGF-A detectados mediante inmunofluorescencia en los tejidos
dafados (modelo de LSCD tratado con BSS), podrian respaldar un posible incremento en la
expresion de PDGFR-B en la superficie de las AT-MSCs que lograran migrar hasta el foco de la
lesion, ya que otros estudios han reportado una relacion entre el aumento de VEGF-A y una mayor

expresion de este receptor [31]. Por tanto, se podria esperar que las AT-MSCs inyectadas en el
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modelo de LSCD tengan un aumento mas acusado de la expresién de PDGFR-B, dado el aumento
observado de VEGF-A en los tejidos oculares. La discrepancia entre lo esperado y los resultados
obtenidos tras exponer a las células a un microambiente inflamado in vitro podria deberse a la
variabilidad inherente a este ensayo preliminar, a la heterogeneidad de la poblacién celular, o a
las limitaciones del modelo in vitro para reproducir la complejidad del entorno tisular dafiado. Por
todo ello, seria necesario validar estos resultados incrementando el ndmero de pruebas

experimentales.

Por otro lado, la presencia de FBS en el medio DMEM/F-12 produjo un aumento, tanto en
el porcentaje de células positivas como de la FMI, de EGF-R en la superficie de las AT-MSCs, lo
que podria estar causado por la presencia de diferentes proteinas y factores de crecimiento en el
FBS [56]. Este efecto, en cambio, no se observé en PDGFR-B, VEGFR o NRP-1. En condiciones
inflamatorias, tanto en presencia como en ausencia de FBS, se mantuvo el incremento de EGF-R
y la disminucién en la expresion de PDGFR-B. Esta tendencia contrapuesta, podria deberse a la
variabilidad inherente a una prueba meramente preliminar. A diferencia de lo observado en
condiciones inflamatorias en ausencia de FBS, la cantidad de NRP-1 disminuy6 en las células
incubadas con medio condicionado suplementado con FBS. Una posible explicacion de este
resultado seria la presencia de factores de crecimiento u otras proteinas en el FBS que podrian
activar mecanismos de retroalimentacion negativa, saturando los receptores y causando una

disminucidn en su sintesis para evitar una respuesta exacerbada.

A pesar de que las AT-MSCs representan una alternativa terapéutica eficaz para los
pacientes con LSCD [23,26], se necesita mayor investigacién para comprender plenamente los
mecanismos mediante los cuales estas células ejercen sus efectos terapéuticos. Para lograr valorar
su verdadero potencial, serd necesario realizar estudios adicionales en los que se incremente el
tamafio muestral y se estudie la expresion de los receptores de los factores de crecimiento en
distintos tiempos de exposicion a un entorno inflamatorio. Asimismo, seria relevante estudiar otra
serie de moléculas, como ciertas quimiocinas involucradas en la migracion y quimotraccion de
las AT-MSCs. Por altimo, dada la importancia del microambiente generado por estas células
mediante la liberacion de factores solubles y vesiculas extracelulares, futuras investigaciones
podrian enfocarse en estudiar y caracterizar el secretoma de las AT-MSCs expuestas a

condiciones inflamatorias, debido a su posible relacion con el potencial terapéutico observado.

6. CONCLUSIONES

e El andlisis de los tejidos oculares en el modelo de LSCD indica que la administracion
subconjuntival de AT-MSCs modula de forma diferencial la expresion de factores de
crecimiento, aumentando EGF y PDGF-B y disminuyendo VEGF-A, especialmente a largo

plazo. Estos resultados sugieren que el efecto terapéutico de las AT-MSCs se potencia con
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el tiempo, posiblemente por una mayor integracion celular y la reduccion progresiva del
microambiente inflamatorio.

o El estudio preliminar de la expresion de los receptores de factores de crecimiento mostro
que las AT-MSCs expresan de forma constitutiva EGF-R, PDGFR-B y NRP-1, pero no
VEGF-R. La alteracion de esta expresion tras la exposicion a un microambiente
inflamatorio in vitro respalda la hipétesis de que estas células no solo emiten sefiales
regenerativas, sino que también actian como sensores del entorno tisular, adaptando su

respuesta a los estimulos locales.

7. LIMITACIONES

El trabajo realizado tiene una serie de limitaciones que se han de tener en cuenta a la hora

de interpretar los resultados obtenidos.

Existe una gran variabilidad entre los modelos in vivo del trabajo y, ademas, existe un bajo
tamafio muestral (n= 3 en los grupos de sanos y cronicos y n= 4 en los grupos de los agudos), lo
que se debera tener presente en futuros estudios que requieran obtener resultados estadisticamente
significativos. De igual modo, la enfermedad ha sido inducida en el modelo in vivo, sin ser igual
que lo ocurrido en el humano; también se tiene que tener en cuenta que la evolucién de la misma
no es igual en todas las especies y, por tanto, los resultados no pueden ser del todo extrapolables

al humano.

Por otro lado, el caracter preliminar del ensayo mediante CF llevado a cabo para estudiar
la expresion de los receptores superficiales de las AT-MSC, conlleva la necesidad de tener que
realizar mas ensayos. Se deberan realizar estudios a distintos tiempos de exposicion de las AT-
MSCs al medio condicionado de las HCE inflamadas, asi como aumentar el tamafio muestral para
lograr obtener resultados estadisticamente significativos. Ademas, las células utilizadas
procedieron de un mismo donante, siendo necesaria la repeticion del estudio en células
procedentes de distintos donantes con el fin de conocer si existe variabilidad. Por ultimo, al
tratarse de una prueba preliminar, se utilizaron células de pases elevados (pase 13) y, dado que en
clinica se utilizarian células de pases bajos (pases entre 3 y 5), convendria repetir este ensayo en

condiciones lo mé&s parecidas a su posible futuro uso como tratamiento.
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ANEXOS

ANEXO | — Resultados de citometria de flujo
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Figura S1. Porcentaje de células positivas que expresan EGF-R, PDGFR-B, VEGFR y NRP-1 en AT-
MSCs analizados mediante citometria de flujo (CF). Se muestran los histogramas de las poblaciones
celulares estudiadas y el porcentaje de células positivas para cada proteina analizada en la prueba preliminar
realizada. Cada color corresponde a una proteina: VERDE, EGF-R (A-E); MORADO, PDGFR-B (F-J);
R0OJO, VEGFR (K-N) y ROSA, NRP-1 (O-S). Siendo el AZUL el control de células sin tefiir. Ademas, se
muestran los resultados de las cinco condiciones experimentales: Medio de cultivo de las MSCs (Control)
(A, F, K, O), medio DMEM/F-12 sin FBS (B, G, L, P), medio condicionado de las HCE sin FBS
(DMEM/F12 condicionado sin FBS) (C, H, M, Q), medio DMEM/F-12 suplementado con FBS (DMEM/F-
12 con FBS) (D, I, N, R) y medio condicionado de las HCE suplementado con FBS (DMEM/F12
condicionado con FBS) (E, J, N, S).
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