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Resumen 

El síndrome de insuficiencia límbica es una patología de la 

superficie ocular que provoca ceguera corneal por pérdida de 

células madre limbares. El trasplante de células madre 

mesenquimales (MSCs) ha demostrado una eficacia parcial en 

su tratamiento gracias a su capacidad inmunomoduladora, 

migratoria y regenerativa. Dicha eficacia se ha tratado de 

potenciar en este trabajo mediante la modificación genética de 

MSCs humanas de tejido adiposo con CXCR4 o TSG-6. La 

transducción de las MSCs no alteró su inmunofenotipo ni su 

capacidad de diferenciación multilinaje. Ensayos de migración 

y regeneración epitelial en modelos in vitro de inflamación 

demostraron la mejora en la capacidad regenerativa y 

migratoria de las MSCs gracias a la sobreexpresión de TSG-6 o 

CXCR4. El análisis de sobrenadantes mediante Luminex reveló 

que IL-6, MCP-1, RANTES y VEGF-A podrían estar implicados 

en la modulación de la efectividad del tratamiento. 

1. Introducción 

La córnea es una estructura transparente que cubre la 

parte anterior del ojo, cuyo epitelio presenta alta tasa de 

renovación. El limbo es la zona de transición entre la 

córnea y la esclera/conjuntiva, en cuya parte más basal se 

localizan las células madre del epitelio limbar (LESC), 

encargadas de regenerar el epitelio corneal. La LSCD o 

deficiencia de células madre limbares es la pérdida o 

disfunción de las LESC, o su nicho, la cual impide la 

regeneración del epitelio corneal, causando dolor, 

inflamación, opacidad corneal, y una pérdida de visión [1, 

2, 3]. Se han utilizado distintas terapias para tratar la 

LSCD, aunque la pérdida permanente de LESCs impide la 

cura definitiva [4]. Las terapias con células madre 

mesenquimales (MSCs), o con sus secretomas, se han 

consolidado como un tratamiento prometedor gracias a su 

capacidad de migrar hacia los tejidos dañados y a sus 

propiedades inmunomuduladoras y regenerativas [4, 5, 6], 

mediadas principalmente a través de la secreción de 

citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento [5, 7]. 

A pesar de que estudios previos han demostrado que el 

trasplante de MSCs favorece la regeneración del epitelio 

corneal, el tratamiento no logra resolver por completo 

algunos de los signos clínicos característicos de la LSCD.  

1.1. Justificación del estudio 

Con el objetivo de mejorar el tratamiento de la LSCD, en 

este trabajo se ha tratado de potenciar la capacidad 

migratoria, inmunomoduladora y regenerativa de MSCs 

[6] modificándolas genéticamente para sobreexpresar el 

gen estimulado por el factor de necrosis tumoral α-6 

(TSG-6), una proteína prorregenerativa y antiinflmatoria 

[8]; y el receptor de quimiocinas C-X-C tipo 4 (CXCR4), 

esencial para la migración hacia tejidos dañados [9]. Para 

evaluar estos efectos y dilucidar los posibles mecanismos 

moleculares subyacentes, se emplearon modelos celulares 

de cierre de herida epitelial y de migración celular en un 

modelo in vitro de inflamación de epitelio coneal. 

2. Hipótesis y objetivos 

Hipótesis: La sobreexpresión de TSG-6 o CXCR4 en 

MSCs mejora su capacidad regenerativa y migratoria 

modulando la secreción de algunas citoquinas, 

quimioquinas y factores de crecimiento en un modelo in 

vitro de inflamación de epitelio corneal. 

Objetivo general: Evaluar el efecto de la sobreexpresión 

de TSG-6 y CXCR4 en MSCs sobre la capacidad 

migratoria, inmunomoduladora y regenerativa en un 

modelo in vitro de inflamación de epitelio corneal. 

OE1. Sobreexpresar TSG-6 y CXCR4 en MSCs y 

analizar el mantenimiento de su inmunofenotipo y su 

capacidad de diferenciación multilinaje. 

OE2. Estudiar el efecto de la sobreexpresión de TSG-6 y 

CXCR4 en la capacidad regenerativa y migratoria de las 

MSCs en un modelo in vitro de inflamación corneal. 

OE3: Identificar moléculas implicadas en las respuestas 

del epitelio corneal tras el tratamiento in vitro con MSCs 

modificadas para sobreexpresar TSG-6 o CXCR4. 

3. Materiales y métodos 

Los procedimientos de este trabajo fueron aprobados por 

la Comisión de Investigación del IOBA y el C.E.I.M del 

Área de Salud de Valladolid Este (PI21-2180). 
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3.1. Modificación genética de las MSCs 

Se utilizaron MSCs humanas de tejido adiposo de la 

colección de muestras biológicas nº1417 del Registro 

Nacional de Biobancos. Para su modificación genética 

para sobreexpresar TSG-6 o CXCR4 (MSCs-TSG-6 o 

MSCs-CXCR4, respectivamente), se transdujeron con 25 

multiplicidades de infección de los vectores lentivirales 

EF1a-TSG6-IRES2mCherry-IRESpuromicina o EF1a-

CXCR4-IRES2mCherry-IRESneomicina (GeneCopoeia).  

3.2. Estudio del inmunofenotipo de las MSCs 

Se analizó la expresión de los marcadores determinados 

por la ISCT [6] en todos los tipos de MSCs (pase 7-8, n = 

5) con el citómetro de flujo Cytek Aurora CS. Se 

prepararon las muestras siguiendo el kit de 

caracterización de MSCs “Human MSC Analisis Kit” 

(BD Biosciences), y se analizó el porcentaje de expresión 

de cada marcador utilizando el software FlowJo. 

Se realizaron 3 ensayos de diferenciación siguiendo el kit 

“Human Mesenchymal Stem Cell Functional 

Identification” (R&D Systems). Tras ello, las MSCs (pase 

7) se permeabilizaron, bloquearon e incubaron con 10 

μg/ml de los anticuerpos primarios: anti-agrecano 

(condrocitos), anti-osteocalcina (osteocitos) y FABP4 

(adipocitos). Se incubaron con el anticuerpo secundario 

“Alexa Fluor 488 (IgG donkey anti-mouse o anti-goat”, y 

se observaron en el microscopio LeicaCTR6000. 

3.3. Ensayo de migración  

Se analizó la migración de MSCs (pase 6-7, n = 3) hacia 

epitelio corneal en un modelo de inflamación in vitro. Se 

sembraron 25.000 células/cm2 de la línea de epitelio 

corneal humano (HCEs). Cuando alcanzaron confluencia, 

se retiró el FBS del medio y tras 24h, se renovó con otro 

con 25 ng/ml de TNF-α durante 2h. Se sembraron 40.000 

células/cm2 de las distintas MSCs en Transwells de 0,8 

µm de tamaño de poro sobre las HCEs. Tras 18h, las 

MSCs se fijaron, se marcaron con Hoechst (Invitrogen) y 

se visualizaron en el microscopio Leica CTR6000. En 

MatLab se desarrolló un programa para la cuantificación 

semi automática de las células que migraron por campo. 

3.4. Ensayo de cierre de herida 

Se analizó el cierre de herida in vitro de epitelio corneal. 

Se simuló la herida sembrando 25.000 HCEs/cm2 a ambos 

lados de insertos Culture-Insert 2-well 24 (Ibidi) y se 

incubaron hasta confluencia. Se retiró el FBS del medio 

de cultivo, se sembraron los Transwells de 0,4 µm de 

tamaño de poro con las distintas MSCs (pase 7-8) y tras 

24h se renovó el medio de las HCEs añadiendo 25 ng/ml 

de TNF-α durante 2h. Tras 2h, se retiraron los insertos, se 

colocaron los Transwells con las MSCs y se tomaron 

imágenes cada 2h con un microscopio Nikon Eclipse 

TS100. Para cuantificar el porcentaje de cierre, se 

utilizaron la inteligencia artificial SAM (Meta) e ImageJ.  

3.5. Análisis de proteínas en los sobrenadantes 

Se cultivaron HCEs en pocillos hasta confluencia. Se 

sincronizaron y se sembraron las MSCs en Transwells de 

0,4 µm de tamaño de poro. Tras 24h, se prepararon los 

co-cultivos, se indujo la inflamación con TNF-α (25 

ng/ml), se incubaron durante 24h y se recogieron los 

sobrenadantes para analizar la secreción de IL-6, MCP-1, 

RANTES y VEGF-A con el kit “MILLIPLEX® Human 

Cytokine / Chemokine / Growth Factor Panel A” (Merck) 

mediante xPONENT - xMAGPIX (Luminex 

Corporation). La concentración proteica (pg/ml) se 

determinó con los softwares Bead View y Belysa. 

3.6. Análisis estadístico 

Para los ensayos de migración, cierre de herida y 

Luminex, se realizaron tests ANOVA representando la 

media de cada condición ± el error estándar de la media. 

Se estableció *: p ≤ 0,05; **: p≤ 0,01 y ***: p≤ 0,001. 

4. Resultados 

4.1. Análisis del inmunofenotipo de las MSCs  

Las MSCs expresaron los marcadores exigidos por la 

ISTC [6] (Figura 1) y se diferenciaron a adipocitos, 

osteocitos y condrocitos (Figura 2) manteniendo de forma 

la sobreexpresión de CXCR4 y TSG-6, observada gracias 

a la expresión de mCherry. 

 
Figura 1: Expresión de marcadores mediante citometría de 

flujo para MSCs (arriba), MSC-CXCR4 (medio) y MSC-TSG-6 

(abajo). Rojo: controles de isotipo; azul: muestras. 

 
Figura 2 Estudio de diferenciación: imágenes representativas 

de inmunofluorescencia para detectar FAB4, osteocalcina y 

agrecano en MSCs, MSCs-CXCR4 y MSCs-TSG6. 
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4.2. Migración celular 

En condiciones estándar, la migración de las MSCs 

modificadas fue significativamente mayor que la de las 

MSCs control. En condiciones inflamatorias, las MSCs-

TSG-6 mostraron una migración significativamente 

mayor que el resto de MSCs. Comparando cada tipo 

celular, únicamente aumentó significativamente la 

migración de las MSC-TSG-6 al inducir la inflamación 

con TNF-α respecto a condiciones estándar (Figura 3).  
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Figura 3: Comparación de la migración de MSCs, MSC-TSG-6 

(TSG6) y MSC-CXCR4 (CXCR4) en condiciones normales 

(barras rayadas) y con TNF-α (barras coloreadas) (media ± sd). 

4.3. Capacidad regenerativa  

En condiciones estándar (Figura 4A), el tratamiento con 

MSCs-TSG-6 mejoró significativamente el cierre de 

herida epitelial respecto a la herida sin tratamiento. En 

condiciones de inflamación (Figura 4B), todas las MSCs 

mejoraron el cierre de herida, observándose un efecto 

mayor en las MSC-TSG-6.  

 
Figura 4: Porcentaje de cierre de herida de las HCEs sin 

tratamiento (rojo); o tratado con MSCs (gris), MSCs-TSG-6 

(azul) o MSCs-CXCR4 (verde) a lo largo del tiempo en 

condiciones A) estándar, B) inflamatorias con TNF-α. 

4.4. Análisis de proteínas en los sobrenadantes 

La secreción de IL-6 aumentó significativamente en los 

co-cultivos con TNF-α. Tanto en condiciones estándar 

como inflamatorias, la secreción de IL-6 en MSCs fue  

significativamente menor que en HCEs. La secreción de 

IL-6 aumentó significativamente en MSCs-TSG-6 co-

cultivadas respecto a MSCs, y con MSCs-CXCR4 

respecto a ambas (Figura 5A). Tras añadir TNF-α, la 

MCP-1 aumentó significativamente con MSCs respecto a 

las HCEs. La mínima secreción se obtuvo con MSCs-

TSG-6, aunque sin diferencias significativas entre MSCs 

(Figura 5B). RANTES aumentó significativamente en 

todos los cultivos al añadir TNF-α. El co-cultivo con 

MSCs-CXCR4 tuvo la mayor secreción, superando 

significativamente la de las HCEs (Figura 5C). VEGF-A 

aumentó significativamente tras la inflamación, 

observándose un aumento significativo en el co-cultivo 

con MSCs-CXCR4 respecto a las HCEs (Figura 5D). 

 
Figura 5: Resultados en pg/ml de A) IL-6, B) MCP-1 C) 

RANTES, D) VEGF-A secretada por HCE (gris), o co-

cultivadas (H+) con MSCs (M, azul), MSCs-TSG-6 (T, verde) y 

MSCs-CXCR4 (C, rosa) en condiciones estándar (barras 

rayadas) e inflamatorias (TNF, coloreadas). Media ± SEM. 

Diferencias significativas: *:p≤0,05, **:p≤0,01 y ***:p≤0,001, 

entre mismo cultivo (negro) o entre distintos cultivos (gris). 

5. Discusión 

Las MSCs se plantean como un potencial tratamiento en 

la LSCD debido a sus propiedades antiinflamatorias y 

regenerativas. Recientemente se ha probado la aplicación 

de sus secretomas, evitando la diferenciación  y 

proliferación descontrolada del trasplante celular [5]. 

Dicho secretoma presenta proteínas moduladoras de la 

capacidad migratoria y regenerativa de las MSCs [8, 9]. 

Tras la modificación genética, las células mantuvieron el 

inmunofenotipo de MSCs, su capacidad de adherencia 

al plástico in vitro y su capacidad de diferenciación a 

adipocitos, osteocitos y condrocitos; cumpliendo, por 

tanto, los criterios establecidos por la ISCT [6]. 

En los ensayos de migración, la bibliografía indica que la 

expresión de CXCR4 debería potenciar esta capacidad 

[9], efecto que sólo se observó en condiciones estándar. 

Tras la estimulación con TNF-α, la ausencia de 

diferencias en la capacidad migratoria podría explicarse 

por una mayor expresión endógena de CXCR4 en las 

MSCs, o a que las MSCs-CXCR4, tras la modificación 

genética, ya hubieran alcanzado la máxima expresión del 

receptor, sin que ello se tradujera en un efecto adicional 

bajo condiciones inflamatorias. Este efecto podría deberse 

también a la ausencia en el secretoma de SDF-1, principal 

ligando de interacción con CXCR4 [9]. Las MSCs-TSG-

6 mostraron la mayor capacidad de migración, 

probablemente por su relación con factores inflamatorios 

[8]. Este efecto podría estar relacionado con la secreción 

de RANTES, que promueve la expresión de moléculas 

proinflamatorias en epitelio dañado [11]. Esta molécula se 

secretó en las HCEs tras la estimulación con TNF-α, lo 

que pudo mejorar la migración de las MSCs hacia dichas 

células [11]. De hecho, es posible que la sobreexpresión 

de CXCR4 en las MSCs pudiesen mejorar su migración 

de manera independiente de RANTES, lo que podría 

explicar la mayor concentración de esta molécula en los 

sobrenadantes en comparación con el resto de MSCs. 
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El estudio final fue el de cierre de herida epitelial 

corneal. Diversos estudios han demostrado la 

regeneración sin cicatrices mediada por exosomas de 

células que sobreexpresan TSG-6 [8], como las utilizadas 

en este trabajo. Por otro lado, la sobreexpresión de 

CXCR4 no afectó a la regeneración, lo que puede deberse 

a la ausencia de expresión de CXCL12 en HCEs con pase 

elevado [12]. Por tanto, cabría esperar que el cierre de 

herida se acelerara en presencia de MSCs que secreten 

niveles elevados de la citoquina prorregenerativa IL-6 [7]. 

No obstante, este factor podría no haber sido el principal 

causante del efecto, dado que los valores máximos de IL-

6 no se detectaron en las MSCs-TSG-6 que, sin embargo, 

fueron las que mostraron mayor efecto regenerativo. 

MCP-1, una proteína proinflamatoria secretada por MSCs 

tras añadir TNF-α, también pudo influir en los resultados, 

dado que las MSCs-TSG-6 atenuaron su secreción hasta 

niveles prorregenerativos [5, 8]. Además, el VEGF-A 

pudo favorecer el cierre de herida al ser un agente que 

estimula la síntesis proteica. De hecho, la sobreexpresión 

de CXCR4 favorece el cierre de heridas debido a la 

secreción de VEGF-A, tal y como se observó en el 

presente trabajo [9]. Sin embargo, el mayor efecto en la 

regeneración de la herida de epitelio corneal se observó 

en los tratamientos con las MSCs-TSG-6, por lo que 

dicho efecto pudo deberse a la propia expresión de TSG-

6, o a moléculas secretadas no analizadas en este trabajo.  

6. Conclusiones y líneas futuras 

- Es posible sobreexpresar CXCR4 y TSG-6 en MSCs 

mediante modificación genética, manteniendo el 

fenotipo establecido por la ISTC.  

- En el modelo de inflamación corneal, la migración de 

las MSCs-TSG-6, en parte mediada por RANTES, 

aumentó en comparación con las MSCs control, a 

diferencia de la migración de las MSC-CXCR4, que 

aumentó únicamente en condiciones estándar.   

- La capacidad regenerativa de las MSCs-TSG-6 

mediada por IL-6, MCP-1 y VEGF-A mejora la 

regeneración epitelial corneal en presencia de TNF-α.  

- Las MSCs modificadas para sobreexpresar CXCR4 o 

TSG-6 presentan un potencial terapéutico que, de 

forma conjunta, podrían mejorar la migración hacia 

epitelio corneal dañado para mediar en los procesos 

inflamatorios y regenerativos.  

En conjunto, los resultados obtenidos sientan las bases 

para futuros ensayos in vitro con los que poder explicar 

los procesos biológicos subyacentes. En fases posteriores, 

estos hallazgos deberán corroborarse ex vivo e in vivo, 

para confirmar su relevancia y poder trasladarlos a la 

práctica clínica y mejorar el tratamiento de la LSCD. 
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