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Abreviaturas

LISTA DE ABREVIATURAS

A lo largo de toda la presente memoria de Tesis Doctoral se ha utilizado principalmente
terminologia inglesa, en cuanto a abreviaturas se refiere, por correspondencia con los

términos utilizados en la literatura cientifica.

AKC: Queratoconjuntivitis atdpica (atopic keratoconjunctivitis).

ALK: Quinasa tipo receptor de activina (activin receptor-like kinase).

BCA: Acido bicincénico (bicinconic acid).

BSA: Albumina sérica bobina (bovine serum albumin).

BMPs: Proteinas morfogenéticas del hueso ( bone morphogenetic proteins).
CIC: Citologia de impresidn conjuntival (conjunctival impression cytology).

DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafio (danger-associated molecular patterns).
DMSO: Dimetil sulféxido (dimethyl sulfoxide).

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid).

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor).

EMT: Transicién epitelial-mesenquimal (epithelial-mesenchymal transition).

FBS: Suero bobino fetal (fetal bovine serum).

FITC: Isotiocianato de fluoresceina (fluorescein isothiocyanate).

FSP1: Proteinas especifica de fibroblastos (fibroblast specific protein 1).

GDFs: Factores de diferenciacion y crecimiento (growth and differenciation factors).
GVDH: Enfermedad de injerto contra huésped (graft-versus-host disease, GVHD).

HCE: Células epiteliales corneales humanas (human corneal epithelial cells).

HRP: Peroxidasa del rdbano (horseradish peroxidase).

HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos (hepatocyte growth factor).

IFN-y: Interferén gamma.



Abreviaturas

IL: Interleuquina.

IOBA-NHC: Células epiteliales conjuntivales humanas (normal human conjunctiva).
JAK: Janus quinasas (Janus Kinase).

LAP: Péptido asociado de latencia (latency associated peptide).

mA: Miliamperios

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitdgenos (mitogen-activated protein kinase).
MEC: Matriz extracelular (extracellular matrix).

MMPs: Metaloproteinasas de la matriz extracelular (matrix metalloproteinases).

MIF: Factor inhibidor Mulleriano (Miillerian inhibitory factor).

0SD!: indice de enfermedad de la superficie ocular (ocular surface disease index).
PAMPs: Patrones moleculares asociados a patdgenos (pathogen-associated molecular
patterns).

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction).

PBS: Tampdn fosfato salino (phosphate buffered saline).

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas (platered-derived growth factor).

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (fenilmetilsulfonilfluoride).

kDa: Kilodaltones.
R: Receptor.

RIPA: Tampdn de radioinmunoprecipitacion (radioimmunoprecipitation assay buffer).

RORyt: retinoide relacionado con los receptores huérfanos yt (retinoid-related orphan receptor

7).

RPM: Revoluciones por minuto.

SAC: Conjuntivitis alérgica estacional (seasonal allergic conjunctivitis).

SDS: Dodecil sulfato sédico (sodium dodecyl sulfate).

SLPI: Inhibidor de la proteasa de leucocitos secretores (secretory leucocyte proteinase

inhibitor).

\
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o-SMA: Alfa actina del musculo liso (- smooth mucle actin).

SMAD: Homologas de la proteina de Drosophila (mothers againts decapentaplegic , MAD) y la
proteina de C. elegans, SMA.

SOS: Sindrome de ojo seco.

STAT: Transductores de sefial y activadores de transcripcidn (signal transducers and activators

of transcription).

TBS: Tampon-tris salino (tris- buffered saline).

TBS-T: Tampdn-tris salino suplementado con 0,05% de Tween-20.

TBUT: Tiempo de ruptura lagrimal (tear beak-up time).

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta (transforming growth factor beta).

TIMP: Inhibidor tisular de metaloproteinasas (metalloproteinases tissue inhibitor).

TLRs: Receptores tipo Toll (Toll-like receptors).

TNF-a:: Factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha).

TMB: Tetrametil bencidina (tetramethylbencidine).

Treg: Células T reguladoras.

TSLP: Linfopoietina estromal timica (thimic Stromal Lymphopoietin).

PRRs: Receptores de reconocimiento de patrén (pattern-recognition receptors).

V: Voltios

VKC: Queratoconjuntivitis vernal (vernal keratoconjunctivitis).

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (vascular endotelial growth factor).
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Introduccion

1. INFLAMACION CRONICO-SEVERA DE LA SUPERFICIE OCULAR

La superficie ocular representa el area de contacto entre el ojo y el entorno exterior; esta
constituida por el epitelio que recubre toda la superficie expuesta del globo ocular y se
compone de pelicula lagrimal, la conjuntiva (membrana delgada transparente que cubre la
esclera o parte anterior del 0jo), la cérnea ("ventana" transparente y avascular situada en la
parte frontal del globo a través del cual entra la luz a la retina), el limbo esclerocorneal (limite
anatdmico entre cornea y esclera), ademas del estroma subyacente. La superficie ocular junto
con las glandulas lagrimales y las interconexiones nerviosas constituye la denominada unidad
funcional lagrimal (Stern et al. 1998;Stern et al. 2004); la funcién principal de la unidad
funcional lagrimal es proporcionar una pelicula lagrimal estable necesaria para conservar una
superficie optica adecuada, confort, preservar las células epiteliales y proteger de las
condiciones ambientales y agentes microbianos. La integridad de cada uno de los
componentes de esta unidad es fundamental para matener la homeostasis y el correcto
funcionamiento de todo el conjunto; la alteracidén de cualquiera de los elementos de esta
unidad produce una pérdida en la integridad de la pelicula lagrimal lo que podria afectar a la

vision y con ello a la calidad de vida (Stern et al. 1998;Stern et al. 2004).

Existen diversos tipos de procesos inflamatorios que afectan a la superficie ocular. Estos
procesos pueden ser bien de tipo agudo-moderado (como la conjuntivitis alérgica o la papilar
gigante) o de tipo cronico-severo (como la queratoconjuntivitis atdpica (AKC), la
queratoconjuntivitis vernal (VKC) y el sindrome de ojo seco (SOS) asi como otras enfermedades
inflamatorias cuyo mecanismo exacto todavia no se conoce (Stern et al. 1998;Calonge
1999;Pflugfelder 2003) u otras cuyo mecanismo de produccién es agudo, pero el dafio es
cronico (causticaciones). Estos ultimos tipos de afecciones crénico-severas se caracterizan por
la posibilidad de dafio corneal, lo cual puede producir la pérdida total de vision. Mientras que
existen numerosos medicamentos para el tratamiento de las formas agudas y moderadas, hay

una falta de medicacion adecuada para el tratamiento de los casos crénicos mas severos.

El SOS se define como una enfermedad multifactorial de la Unidad Funcional Lagrimal que
provoca sintomas de incomodidad o malestar, alteraciones visuales, e inestabilidad de la
pelicula lagrimal con dafo potencial a la superficie ocular. Se acompafia de un incremento de
la osmolaridad de la lagrima e inflamacidn de la superficie ocular (2007). El SOS puede producir
una enfermedad crénica de la superficie ocular, una calidad de vision dafada y un amplio
rango de complicaciones, causando una reduccion en la calidad de vida (Miljanovic et al.

2007). Es una de las enfermedades oculares de mayor incidencia. Su prevalencia es del 10 % de
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la poblacién adulta (Viso et al. 2009), alcanzando un 14,6% en la poblacién de mds de 65 afios
(Schein et al. 1997) y un 40% en mujeres postmenopausicas (Schaumberg et al. 2003). La
alteraciéon de la barrera epitelial corneal y pérdida acelerada de células epiteliales conlleva a
una irregularidad de la superficie corneal que degrada la funcién visual, disminuyendo la
sensibilidad al contraste y la agudeza visual funcional (Calonge et al. 2010). Se produce,
ademas, una inestabilidad en la pelicula lagrimal con un incremento en su osmolaridad, lo que
conlleva una activaciéon de las cascadas de vias inflamatorias y la liberacion de mediadores
inflamatorios que incrementan el potencial dafio a la superficie ocular (Pflugfelder et al.

1999;Lam et al. 2009).

La VKC es una enfermedad alérgica crdnica caracterizada por una inflamacién severa,
complicaciones corneales y remodelacién tisular que produce la formacién de papilas gigantes
en la conjuntiva tarsal. La respuesta inflamatoria créonica de la VKC se caracteriza por un
aumento en la cantidad de células inflamatorias en los tejidos de la superficie ocular como
linfocitos Th2, eosindéfilos y mastocitos activados; se producen alteraciones que involucran a
las células estructurales y los tejidos, como engrosamiento conjuntival, fibrosis subepitelial,
neovascularizacién y cicatrizacion. Existen muchos elementos que contribuyen a esta
respuesta, incluyendo cambios en células epiteliales, depdsito de tejido conectivo y la
infiltracion de células inflamatorias recién mencionada (Leonardi 2002). Ademas, se ha
observado un incremento y sobreexpresion en los niveles de varios factores de crecimiento,
citoquinas y enzimas en lagrimas y tejidos, sugiriendo que el proceso de remodelacion y
fibrosis es regulado por las interacciones de diferentes vias de sefalizacion (Abu El-Asrar et al.

2006).

La AKC se define como una condicién inflamatoria crénica de la superficie ocular; se
produce en cualquier momento del curso de su enfermedad dermatolégica acompanante, la
dermatitis atdpica, independientemente de su grado de severidad y con evidencia de
implicacion corneal en algin momento de la enfermedad (Foster & Calonge 1990). La
enfermedad es bilateral y mds simétrica que la VKC en la que la participacion de uno de los
ojos puede ser minima mientras que el otro pude estar severamente afectado (Tuft et al.
1991). En la AKC hay una mayor susceptibilidad a la infeccién principalmente por
Staphylococcus aureus y el virus herpes simplex, resultado de una inmunidad innata
comprometida (Baker 2006). Esta inflamacion de la superficie ocular causada por la
inflamacién conjuntival difusa puede producir también complicaciones corneales como

alteracién de la barrera epitelial, conducente a defectos epiteliales persistentes, una
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vascularizacion corneal progresiva y opacidad estromal anterior. La patogénesis de AKC implica
la produccién de varias citoquinas por células efectoras que actualmente estan bajo

investigacion ya que sus funciones inmunopatogénicas no estan totalmente aclaradas.
e Participacion de las células epiteliales en los procesos de inflamacion

Aunque estd claro que gran parte de los efectos observados durante los procesos
inflamatorios son debidos a las moléculas secretadas por las células inflamatorias que
participan en ellos, no se conoce todavia los mecanismos exactos que conducen al dafio

observado.

Cada vez es mayor el numero de trabajos en los que se demuestra que los epitelios de los
organos afectados desempefian un papel importante en el proceso inflamatorio y que no se
limitan a un mero papel como barrera fisica (Kato & Schleimer 2007;Schleimer et al. 2007).
Numerosos articulos sefalan la existencia de dafio epitelial en aquellos tejidos que se ven
afectados por procesos inmune-inflamatorios, como en el asma o en las alergias intestinales
(Ahdieh et al. 2001;Holgate 2007;Freishtat et al. 2011). Se ha demostrado que las células
epiteliales de las diferentes mucosas (de las vias aéreas, intestinales, de la superficie ocular...)
participan activamente durante los procesos inflamatorios, no solo expresando distintos tipos
de moléculas de adhesidon y co-estimulatorias sino, ademas, secretando ellas mismas diversas
citoquinas y quimioquinas (Heiman et al. 2005;Rimoldi et al. 2005;Enriquez-de-Salamanca et
al. 2008;Cao et al. 2011;Freishtat et al. 2011). Dichas moléculas se implican directamente en la
iniciacién y propagacién del fenémeno inflamatorio. Se ha demostrado una implicacién directa
de las respuestas de las células epiteliales de la mucosa a diferentes mediadores en las
caracteristicas clinicas de enfermedades alérgicas en varios érganos, incluyendo el ojo
(Soumelis et al. 2002;Doganci et al. 2005;Prasad et al. 2005;Higuchi et al. 2011). La regulacidn
de la participacion activa del epitelio puede ser, por tanto, una buena alternativa terapéutica

en los casos de inflamacidn crdnica de la superfice ocular.
2. CITOQUINAS Y QUIMIOQUINAS

Las citoquinas son moléculas de bajo peso molecular, normalmente entre 15-30 KDa. Dos
importantes caracteristicas funcionales de las citoquinas son su pleiotropismo, de tal manera
gue una misma citoquina es capaz de ejercer efectos bioldgicos diferentes al actuar sobre
distintos tipos celulares, y su redundancia, es decir, que varias citoquinas pueden contribuir al
desarrollo de la misma funcién en un determinado tipo celular. Las citoquinas son mediadores

esenciales de las interacciones entre las células inmunes activadas y las células no inmunes,
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incluyendo las células epiteliales y mesenquimales; estos mediadores solubles controlan
muchas funciones fisioldgicas tales como la proliferacidn y diferenciacién celular, reparacién
tisular, hematopoyesis y apoptosis (Dinarello 2007). Desempefian, ademds, un papel
importante en el mantenimiento, coordinacién y persistencia de los procesos inflamatorios
(Fantini et al. 2007), incluyendo aquellos que afectan a la superficie ocular, como por ejemplo
el SOS o las conjuntivitis alérgicas (Stern et al. 2005a;Stern et al. 2005b;Leonardi et al.
2006;Leonardi et al. 2007). Estas moléculas pueden ser secretadas por diferentes tipos
celulares; en concreto, a nivel ocular, no proceden sélo de células inflamatorias sino también
de las células residentes en la superficie ocular como las células epiteliales corneales vy
conjuntivales, las células estromales y células de las glandulas lagrimales principales vy

accesorias (Zhan et al. 2003;Mitsias et al. 2006;Enriquez-de-Salamanca & Calonge 2008).

La quimioquinas son proteinas de 8 a 10kDa. Se subclasifican en 4 grupos: alpha (CXC), beta
(CC), gamma (C) y delta (CX3C), basados en los espacios entre los residuos de cisteina y el N-
terminal. Su accidn bioldgica es mediada por receptores de transmembrana acoplados a
proteinas G (Pease & Williams 2006). A pesar de sus bien conocidas propiedades
quimioatrayentes y, por tanto, su habilidad de regular el trafico de células inmunes, estas
moléculas también participan en otras actividades, como la hematopoiesis, la angiogénesis, la
degranulacidn, la fagocitosis y la regulacién del crecimiento o del desarrollo (D'Ambrosio et al.

2003).

Clasicamente, las respuestas celulares de los linfocitos se han dividido en Thl y Th2, en
funcién del perfil de citoquinas involucradas en ellas (Mosmann & Coffman 1989). La respuesta
Th1 se caracteriza por la presencia de las citoquinas interferon gamma (IFN-y) e interleuquina
(IL)-12 principalmente; activa macrdfagos y es responsable de la inmunidad mediada por
células, actuando en las respuestas para el control de virus, hongos e infecciones de bacterias
intracelulares (Hsieh et al. 1993;Scharton & Scott 1993). Por otro lado, la respuesta Th2 se
caracteriza por la produccidn de las citoquinas IL-4, IL-13 e IL-5; se encuentra con frecuencia
asociada a enfermedades alérgicas, siendo especialmente importante en la respuesta del
huésped a parasitos y helmintos (Min et al. 2004). En las respuestas Th2 hay una gran
produccidn de anticuerpos y se promueve el cambio de clase de la IgG; a IgE y el reclutamiento

de eosindfilos (Shinkai et al. 2002) (Fig. 1).

A pesar de que tradicionalmente se ha asumido que las citoquinas Thl y Th2 son
mutuamente inhibitorias, existe una evidencia cada vez mayor de que las interacciones entre

estos elementos pueden regular la respuesta inmune. Asi, aunque las citoquinas Th1 parecen
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estar generalmente mas relacionadas con procesos inflamatorios agudos en vez de crénicos, se
ha comprobado que se hallan también implicadas en procesos crénicos y cada vez se acepta
mas la idea de que ambos tipos de citoquinas desempefian simultdaneamente un papel
importante en los procesos inflamatorios crénicos (Stern et al. 2005b), como por ejemplo en

el asma alérgica (Randolph et al. 1999;Dahl et al. 2004).

La unidn de las citoquinas a sus receptores induce la homo o hetero dimerizacidn de éstos y
desencadena activacién de cascadas de sefializacién intracelular. La mayoria de citoquinas e
interferones median sus efectos a través de la via de sefializacidn de Janus quinasa (JAK)-STAT.
Las proteinas STAT son factores de transcripcion citoplasmaticos latentes (signal transducers
and activators of transcription, STAT). Los STAT activados dimerizan y rdpidamente translocan
al nucleo, donde inducen la expresién de genes (lhle 1996). Hasta el momento, siete miembros
de la familia de proteinas de mamiferos STAT han sido identificadas (STAT 1- 4, STAT 5a/b y
STAT-6) (Copeland et al. 1995). Cada miembro de la familia STAT juega un papel critico en las
funciones bioldgicas de citoquinas especificas. Entre ellos, STAT-1 participa en la sefalizacion
de interferones (Durbin et al. 1996) mientras que la activacién de STAT-6 por IL-4 e IL-13 es

esencial para la diferenciaciéon a Th2 (Takeda et al. 1996;Kaplan et al. 1996).

Se ha descrito que las proteinas STAT no sélo son activadas por receptores de citoquinas,
sino por varios receptores, entre los que se incluyen los receptores de factores de crecimiento
como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)
y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Leaman et al. 1996;Boccaccio et al.
1998). También se ha descrito la interaccion entre miembros de la familia de STAT con SMADs
esenciales para la sefalizacidn del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f)
(Nakashima et al. 1999). Estos datos sugieren la existencia de una sefializacién cruzada
“crosstalk” entre los distintas cascadas de senalizacion para inducir respuestas bioldgicas mas

efectivas.

Ademas de las clasicas respuestas Thl y Th2 se ha identificado, mas recientemente, una
nueva subpoblacién de células T, llamadas Th17. Las células Th17 son importantes en la
respuesta a patdgenos bacterianos extracelulares y a hongos, reclutando neutrdfilos y
macrofagos a los tejidos infectados (Chung et al. 2003). Estas células son productoras de IL-17,
una citoquina proinflamatoria que promueve a su vez la produccién de citoquinas
inflamatorias y el reclutamiento de leucocitos, especialmente neutréfilos, creando asi una
unién entre la inmunidad innata y la adaptativa (Harrington et al. 2005;0uyang et al. 2008;Yu

& Gaffen 2008). La familia de IL-17 esta compuesta de IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E
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(CD25) e IL-17F que tienen actividades bioldgicas solapantes pero no idénticas (Moseley et al.
2003;Kolls & Linden 2004). La IL-17A (también conocida como IL-17) y la IL-17F son los
miembros de la familia mads relacionados con procesos inflamatorios. La IL-17 se ha
relacionado con diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunes, tanto humanas como en
modelos animales (Hwang & Kim 2005;Komiyama et al. 2006;Chi et al. 2008;Luger et al. 2008).
Se ha demostrado que promueve la produccion de IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8 y metaloproteinasas
(MMP) de la matriz extracelular por diversos tipos de células epiteliales y fibroblastos (Jones &
Chan 2002;Yagi et al. 2007;Cortez et al. 2007). La expresion de IL-17F también esta relacionada
con procesos inflamatorios, sin embargo, parece tener una actividad mas débil que IL-17
(Chang & Dong 2007;Wright et al. 2007). Se ha observado que la IL-17 sefializa a través de un
complejo receptor heteromérico formado por IL-17R (IL-17RA) e IL-17RC que son proteinas de
transmembrana simples expresadas en una gran variedad de tipos celulares, principalmente
células epiteliales, endoteliales y estromales. El receptor IL-17RA se puede unir tanto a IL-17A
como a IL-17F pero con diez veces mayor afinidad a IL-17A. Existen ademadas otros tres
receptores adicionales denominados IL-17RB, IL-17RD e IL-17RE. En su via de sefializacion, la IL-

17 activa el factor de transcripciéon RORyt (lvanov et al. 2006).

Por otra parte, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citoquina pro-inflamatoria,
producida principalmente por macréfagos en respuesta a dafo tisular o a infeccidn, pero
también es producida por numerosos tipos celulares, células epiteliales entre ellos. Es un
regulador clave de la inflamacién y juega un papel importante en el desarrollo de
enfermedades inflamatorias crdnicas (Mclnnes & Schett 2007). La activacion de NF-xB y
proteinas quinasas activadas por mitdgenos (mitogen-activated protein kinase, MAPK)
determinan la respuesta de las células a la estimulacién con TNF-a, que induce una
sefializacion proinflamatoria. Los factores de transcripcion NF-kB estan presentes en el citosol
en un estado inactivo formando un complejo con las proteinas inhibidoras IkB. La activacién de
IkB por fosforilacidn, produce la liberaciéon del factor de transcripcion NF-kB y activa la
transcripcidon de genes que tienen funciones importantes en la regulacidon de la respuesta
inflamatoria e inmune, incluyendo citoquinas, quimioquinas, moléculas de adhesién y otras

proteinas inmunoreguladoras (Bond et al. 2001).

Ademads de las subpoblaciones efectoras Thl, Th2 y Th17, existe una subpoblacion de
linfocitos reguladora (Treg) (Fig. 1), la cual suprime la respuesta de las células T adaptativa y

previene la autoinmunidad promovida por TGF-B (Sakaguchi 2000;Chen et al. 2003). Esta
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subpoblacién se caracteriza por la expresidon del factor de transcripciéon Foxp3 y por la

secrecion de IL-10 y TGF-(.

Figura 1: Diferenciacion de células Th. Dependiendo de la combinacién y nivel de citoquinas, las células
T naive se diferencian a diferentes lineas: Th1, Th2, Th17 y Treg. Asi, IL-12 induce la respuesta Th1, e IL-4
junto con IL-13 favorece la diferenciacidon Th2. TGF-3 promueve el desarrollo de células Treg y diferencia
células T naive a células Th17 junto con IL-6. Imagen adaptada de “Th17 cells in inflammation” Kimura et
al. International Immunopharmacology 2011; 11: 319-322.

2.1 Citoquinas y quimioquinas en procesos inflamatorios de la superficie ocular

A nivel ocular, la respuesta de células epiteliales corneales y conjuntivales a estas
citoquinas y quimioquinas parece ser también uno de los factores que participan en el
reclutamiento de células inflamatorias especificas y en la perpetuacién del proceso
inflamatorio. Al igual que ocurre en otros tejidos mucosos, se ha observado que en los tejidos
de la superficie ocular, estas moléculas producen a su vez una modificacién de la secrecion de
citoquinas y quimioquinas por las células epiteliales (Stahl et al. 2003;Smit et al.
2003;Enriquez-de-Salamanca et al. 2008), asi como la regulacion de la expresién de varias
proteinas de adhesién intercelular (Calonge et al. “Specific patterns of conjunctival epithelial
barrier alteration induced by Th1 versus Th2 cytokines.” ARVO meeting abstract Mayo 2006,
Contreras-Ruiz et al. “Structural and Functional Alteration of Corneal Barrier under
Inflammatory Conditions” Current Eye Research 2012. En prensa) y de moléculas
coestimulatorias que participan en el reclutamiento y activacion de células del sistema

inmunitario (Siemasko et al. 2005).
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Varios estudios han observado unos niveles de citoquinas y quimioquinas elevados tanto en
lagrimas como en epitelio corneal y/o conjuntival de pacientes con inflamacidn de la superficie
ocular (Uchio et al. 2000;Sack et al. 2007;Enriquez-de-Salamanca & Calonge 2008). Asi, varias
citoquinas, entre las que se encuentran IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y, se han encontrado
incrementadas tanto en el epitelio conjuntival como en el fluido lagrimal de pacientes con SOS
(Barton et al. 1998;Pflugfelder et al. 1999;Yoon et al. 2007;Lam et al. 2009;Enriquez-de-
Salamanca et al. 2010). En esos trabajos, varios estudios de correlacion revelaron asociaciones
entre los niveles de algunas de estas citoquinas y quimioquinas con parametros clinicos como
el tiempo de ruptura lagrimal, el aclaramiento lagrimal, el dafio en la superficie corneal, la
densidad de células conjuntivales, la tincidon corneal con fluoresceina y la severidad de los

sintomas de irritacidn (Yoon et al. 2007;Lam et al. 2009;Enriquez-de-Salamanca et al. 2010).

La conjuntivitis alérgica se considera como una cldsica respuesta inflamatoria de la
superficie ocular de tipo Th2. Diversos trabajos han sefialado a las citoquinas tipo Th2 como
moléculas especialmente criticas en el desarrollo de los procesos alérgicos. Entre ellas, tanto la
IL-4 como la IL-13 parecen hallarse directamente implicadas en la alteracién de la barrera
epitelial (Fujishima et al. 1995;Uchio et al. 2000)y asi, la mayor parte de la patologia observada

se podria atribuir a un efecto directo de estas citoquinas en el epitelio.

En la superficie ocular, también se han observado interacciones entre citoquinas Thl y Th2
que podrian regular la respuesta inmune. Asi, se ha relacionado citoquinas Th1l con procesos
inflamatorios crénicos de la superficie ocular (Stern et al. 2005b). Se ha atribuido un papel
importante para el IFN-y producido por las células Thl en un modelo murino de conjuntivitis
alérgica crdnica y en la fase inflamatoria de las enfermedades alérgicas crénicas (Leonardi et
al. 2006). Se ha observado ademas que, en la VKC, tanto los niveles de TNF-o. en lagrima como
las células positivas para TNF-a estdn incrementadas. La correlacion de estos niveles de TNF-a
con la severidad de la enfermedad sugiere, por tanto, un importante papel para esta citoquina

en las formas severas de conjuntivitis alérgica (Leonardi et al. 2003).

Finalmente, se ha observado que la IL-17 desempeia un papel importante en las
enfermedades de la superficie ocular (Kang et al. 2011). Asi, se ha descrito una asociacion
entre los linfocitos Th17 o la IL-17 con enfermedades inflamatorias oculares tales como uveitis
(Yoshimura et al. 2009), escleritis (Amadi-Obi et al. 2007), SOS (Chauhan et al. 2009;Kang et al.
2011), asi como con un modelo murino experimental de SOS (Zheng et al. 2010a). En concreto,
se ha puesto de manifiesto su implicacién en la alteracidn de la barrera epitelial en la patologia

del SOS humano y animal, a través de la secrecion de MMPs (de Paiva et al. 2009). Ademas,
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parece que las células Th1l7 juegan un papel importante en la inflamacién corneal inicial
inducida por herpes virus como se ha visto a nivel experimental (Molesworth-Kenyon et al.

2008).

3. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA, TGF-8
3.1 Funciones, isoformas y activacion de TGF-f§
e funciones de TGF-f

Entre las numerosas moléculas implicadas en los procesos de inflamacidn, destaca el factor
de crecimiento transformante beta (transforming growth factor-f, TGF-B), que es secretado

por diversos tipos celulares, células epiteliales entre ellos (Peralta-Zaragoza et al. 2001).

La familia del TGF-B incluye un gran nimero de factores, estructural y funcionalmente
relacionados, que actian como reguladores multifuncionales de un amplio rango de procesos
biolégicos. Los miembros de la familia del TGF- estan implicados, entre otras cosas, en la
morfogénesis, el desarrollo embrionario, la proliferacidon celular, la regulaciéon inmune, la
reparacion de tejidos, la inflamacién y el cancer (Massague 1990) (Fig. 2). El primer miembro
de la familia, TGF-B, fue descubierto en 1983 por su capacidad para “transformar” el
crecimiento de fibroblastos en cultivo (Assoian et al. 1983;Sporn 2006). Hasta el momento, se
conocen mas de 40 miembros de esta familia entre los que se encuentran las proteinas
morfogenéticas del hueso (bone morphogenetic proteins, BMPs), los factores de diferenciacion
y crecimiento (growth and differenciation factors, GDFs), el factor inhibidor Miilleriano

(Miillerian inhibitory factor,MIF), activinas o inhibinas (Wharton & Derynck 2009).

El TGF-B es una proteina de 25Kda y es considerado como una citoquina multifuncional
debido a los efectos que tiene sobre los diferentes tipos celulares. Es el inhibidor mds potente
de proliferacion en células mieloides, mesenquimales, epiteliales, linfoides, endoteliales y en
varios tipos de células malignas. Alternativamente, puede estimular la proliferacion de
fibroblastos normales a células no epiteliales y cierto tipo de células mesenquimales (Sporn &
Roberts 1992). Es también un fuerte estimulador de la sintesis y depdsito de proteinas de
matriz extracelular (MEC) por parte de fibroblastos, osteoblastos y células endoteliales;
ademas, induce la expresién de integrinas y receptores que median las interacciones celulares
con proteinas de matriz extracelular (Barnard et al. 1990). El TGF-3 también induce otros
eventos intracelulares, tales como la regulacion de factores de crecimiento que intervienen en

la diferenciacion celular. En resumen, el TGF-B tiene un espectro muy amplio de funciones, las
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cuales dependen del estado de activacion celular, de su concentracién, del equilibrio de
expresion de otras citoquinas y de las condiciones fisiolégicas de las células sobre las que
actia. Por este motivo, la distribucién celular de su expresion in situ e in vivo esta

directamente asociada con el estado de diferenciacidon celular.

Figura 2. TGF-f como un regulador multifuncional. El TGF-f inhibe el crecimiento celular y promueve
la apoptosis, estimula la produccidén de matriz extracelular, regula la proliferacidn y la diferenciacién de
células endoteliales y regula la proliferacién, la diferenciacién y la activaciéon de células inmunes. La
alteracion de la sefializacion del TGF-f3 se ha relacionado con varias enfermedades humanas, como
cancer, fibrosis, inflamacién y enfermedades autoinmunes.

e [soformas de TGF-3

Existen cinco isoformas del TGF-f3, designadas como TGF-f1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-f4 y TGF-
B5. En mamiferos, se han descrito las isoformas 1, 2 y 3, codificadas en cromosomas diferentes
(19913, 1941 y 14924 en humanos, respectivamente). Las isoformas 4 y 5 se han identificado
en aves y algunos mamiferos, respectivamente (Cheifetz et al. 1990).

Existe una homologia del 70% de aminodcidos entre las isoformas TGF-B1 y TGF-2, y del 79%
entre las isoformas TGF-B2 y TGF-33 (Massague et al. 1987). La comparacién de las estructuras
del TGF-B1 y del TGF-B2 muestran mucha similitud conformacional; sin embargo, hay
diferencias notables en la estructura local y en la flexibilidad, lo cual puede estar relacionado
con diferencias en la unidn al receptor y en las senales de transduccién inducidas (Wozney et

al. 1988;Massague 1990).
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e Estructura y activacion de TGF-f

Las tres isoformas del TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3) son sintetizadas como proteinas
precursoras inactivas y contienen nueve residuos de cisteinas en el extremo C-terminal
(Massague et al. 1987). A partir de estos precursores se originan las formas maduras activas
del factor. El precursor del TGF-f (Pro- TGF-P3) es de 391 aminodcidos y son los 112 residuos
localizados en el extremo carboxilo-terminal los que constituyen la forma madura. Los residuos
restantes, localizados en la porcién amino-terminal, constituyen el llamado péptido asociado
de latencia o simplemente LAP (latency associated peptide) (Fig. 3) (Barnard et al. 1990). Como
parte de su proceso de secrecién, el pro-TGF-f sufre protedlisis, mediada por una
endopeptidasa, la cual rompe el enlace peptidico entre el factor maduro y el LAP. El LAP tiene
un papel importante para mediar el plegamiento correcto y la dimerizacién de las regiones

maduras, y es necesario para un procesamiento postraduccional eficiente.

El TGF-B procesado es secretado como un complejo latente formado por la asociacion no
covalente entre el LAP y la regién madura de la molécula. En el complejo latente el TGF-B
carece de actividad, presumiblemente porque su asociacidon con el LAP le impide unirse a su
receptor. Para que el TGF- se active es indispensable que se disocie del LAP; este proceso
puede producirse por varios factores, como cambios de temperatura o de pH (Caestecker M.
2004). Una vez liberado, el TGF-f tiene una vida media corta. El TGF-B activo puede ser

degradado por proteasas y elastasas en el sitio de la inflamacion.

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura del pro-TGF-B. Una region N-terminal
hidrofdbica que actia como peptido sefial (30 aminoacidos), la region del péptido asociado de latencia
(LAP) (249 aminoacidos) y el C-terminal (112 aminodcidos), que corresponde con la regiéon madura
bioactiva del TGF-B. El punto de escisidn entre el factor maduro y el LAP corresponde a una secuencia
que incluye dos argininas separadas por dos aminoacidos. Imagen adaptada de “Role of transforming
growth factor beta in corneal function, biology and pathology” Tandon et al. Curr Mol Med. 2010; 10:
565-578.
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3.2 Receptores de TGF-

Se han identificado tres tipos diferentes de receptores (R) para el TGF-3 en humanos. Estos

receptores pueden ser funcionales o no funcionales.

1) Los receptores funcionales: incluyen el tipo I, TGF-3 Rl con un peso molecular de 53 a 65

kDa, y el tipo I, TGF-$ RIl con un peso molecular de 83 a 110 kDa. Los receptores tipo | reciben
otros nombres, uno de los cuales es quinasa tipo de receptor de activina (activin receptor-like
kinase, ALK). Existen algunas diferencias entre los receptores tipo | y Il que se basan en la
conservacién de los dominios con actividad de quinasa y la presencia de un dominio
serina/treonina (dominio GS) que se encuentra anclado a la membrana en el receptor tipo | y

el cual es critico para su activaciéon (Massague 1996).

Respecto a la cooperacién entre TGF-B Rl y TGF-B RIl, existe una dependencia funcional
entre ambos; el receptor TGF-f Rl requiere de TGF- RIl para unirse al ligando, mientras que
TGF-B RIl requiere de TGF-B RI para la sefializacién funcional. En presencia del TGF-B, TGF-f3 Rl
y TGF-B Rl tienen la habilidad para interactuar uno con otro y formar un complejo tetramérico
a través del cual se transducen las sefiales. Este complejo molecular es la unidad receptora de
sefiales que media las repuestas bioldgicas del TGF-B (Feng & Derynck 1996;Massague 1996).
En este complejo, la regién citopldsmica de TGF-B RIl esta constitutivamente fosforilada, y
fosforila el dominio GS de TGF-B R, lo cual induce su actividad quinasa (Fig. 4). Las regiones
intracelulares de ambos receptores tienen funciones distintas y ambas son necesarias para la
transduccion de sefiales (Massague 1996). Las regiones transmembranal y extracelular son
requeridas por TGF-B Rl y TGF-B RIl para la activaciéon dependiente del ligando. La unién del
TGF-B estabiliza el complejo y genera respuestas fisioldgicas adecuadas en una forma
dependiente del ligando. La expresidn anormal de TGF-f3 Rl y TGF-B RIl puede contribuir a la
formacidn de complejos activos, produciendo una sefalizacidon independiente del ligando y, en

consecuencia, respuestas celulares inapropiadas (Feng & Derynck 1996).

2) Los receptores no funcionales: incluyen el tipo Ill, TGF-§ RIIl de peso molecular 250 a 310

kDa, también llamado betaglicano, y la endoglina. Se consideran “co-receptores” del TGF-f3, ya
gue aungue no son requeridos para la generacidn de su sefial, son capaces de modularla al
controlar la interaccién del TGF-B con los receptores funcionales (Massague 1992). El
betaglicano tiene un gran dominio extracelular y un dominio de sefalizacion intracelular corto
y puede estar anclado a la membrana o ser secretado en forma soluble (Caestecker M. 2004);

se puede unir a todas las isoformas del TGF-B, y juega un papel selectivo al facilitar la
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interaccidon del TGF-B2 con el TGF-B RIl (Derynck & Zhang 2003), ya que TGF-B2 tiene menos
afinidad por el TGF-B RIl que TGF-f1 o TGF-B3 (Cheifetz et al 1990; Sankar et al 1995). La

endoglina es similar a los betaglicanos y se une a los TGF-B1 y TGF-B3 (Cheifetz et al. 1990).

Los efectos de las isoformas del TGF-3 estdn asociados a su disponibilidad, a la combinacidn
de los tipos de receptores y a la via de sefializacién intracelular que inducen (Wrana et al.

1992).

En ausencia de ligando, los receptores tipo | y Il existen como homodimeros en la superficie
celular. Los complejos del receptor son heterotetraméricos y consisten en dos receptores tipo
Il a los cuales se une el ligando, y dos receptores tipo I, que transmiten la sefial de
transduccién. El ensamblaje del complejo heteromérico es iniciado por la unién del ligando y

estabilizado por las interacciones entre los dominios citoplasmicos de los receptores tipo | y Il.

Figura 4. Activacion de los receptores de TGF-B. El ligando se une inicialmente al RIl de TGF-f. Esto
puede ser reconocido por el RI, que es reclutado al complejo. Posteriormente, el Rll-quinasa activo
fosforila y activa el Rl de TGF-3, que propagard la seiial. Imagen adaptada de “Transforming growth
factor [ signal transduction” Dennler et al. Journal of Leukocyte Biology 2002; 71: 731-740.

3.3 Principales vias de sefializacién del TGF-3

El TGF-p funciona como una proteina reguladora transmitiendo su funcién de la superficie
celular al nucleo a través de la transduccion de sefiales moleculares. Tras la unién a los
receptores de la superficie celular, el TGF-f inicia la transduccién de la sefial a través de la
fosforilacidon de proteinas citoplasmaticas. Esta sefal es transportada al ndcleo donde activa o
reprime la transcripcién de genes diana que conducen a diferentes respuestas celulares. La
respuesta de sefializacion del TGF-B incluye tanto vias candnicas, a través de proteinas SMAD,
como no canodnicas (Derynck & Zhang 2003). La integracién de estas vias de sefalizacion

determina las respuestas celulares al TGF-p.
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e Via de sefalizacion candnica: sefializacion dependiente de proteinas SMAD

Las proteinas SMAD (homoldgas de la proteina de Drosophila, mothers agains decapentaplegic
(MAD) vy la proteina de C. elegans, SMA) han sido identificadas como las principales
transductoras de la sefializacion del TGF-B, mediando la sefializacién del receptor desde la
superficie celular hasta los genes diana en el nucleo (Heldin et al. 1997;Whitman 1997;Derynck

et al. 1998).

Se han descrito ocho proteinas SMAD en vertebrados con tres funcionalidades distintas: 1)
SMAD activadas por el receptor, o R-SMADs (SMAD-1,- 2, -3, -5 y -8), 2) SMAD mediadora
comin o C-SMAD (SMAD-4) vy, 3) las SMAD inhibitorias o I-SMADs (SMAD-6 y 7) (Whitman
1997;Roberts 1999;Derynck & Zhang 2003).

En esta via, la fosforilaciéon en el receptor tipo | activa a las quinasas que fosforilan a los
factores de transcripcién SMAD-2 y SMAD-3 en su segmento C-terminal; una vez fosforilados,
se liberan del complejo del receptor y forman un complejo con SMAD-4 para trasladarse del
citoplasma hacia el nucleo, donde interactian de una manera especifica con otros factores de
transcripcidn como AP-1, regulando la transcripcion de genes de respuesta al TGF-3 para llevar

a cabo sus funciones bioldgicas (Fig. 5) (Caestecker M. 2004).

Las I-SMADs, o SMAD inhibidoras, tienen también un papel importante en la regulacion de
la respuesta inducida por TGF-B. La sintesis de las SMADs inhibidoras (SMAD 6 y 7) es inducida
por el TGF-B, lo cual sugiere que hay un mecanismo de autorregulacién negativa intracelular
que regula la sefial del TGF-B (Hayashi et al. 1997;Nakao et al. 1997). Las SMAD 6 y 7
interactdan con TGF-B3 Rl en una manera mas estable que las SMAD 2 y 3, compitiendo por la
unién con el receptor. La sobreexpresion de las SMAD 6 o 7 inhibe la fosforilacién de las SMAD
2 y 3 estimulada por el ligando, lo cual sugiere que las SMAD 6 y 7 tienen propiedades
inhibidoras, ya que pueden bloquear la sefalizacion en puntos tempranos de la via de
transduccién de sefial inducida por el TGF-B. En general, SMAD-7 puede ser considerada como

inhibidor de la sefializacion de la superfamilia del TGF- (Whitman 1997) (Fig. 5).
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Figura 5. Modelo de la via de transduccién de sefial canénica por SMAD inducida por el TGF-B. El TGF-
B se une al TGF-B RIl para formar un complejo activo con el receptor |. Este complejo tetramérico
fosforila a las SMAD 2 y 3 (R-SMADs), las cuales se asocian con la SMAD 4. El complejo de las SMAD 2-3-
4 activo es traslocado al nucleo donde funciona como un coactivador transcripcional de genes de
respuesta al TGF-B. Las SMAD 6 y 7 pueden interactuar con TGF- Rl y RIl e impedir que se fosforilen
SMAD?2 y 3. Imagen adaptada de “Smad-dependent and smad-independent pathways in TGF-f family
signaling” Derinck et al. Nature 2003; 425: 577-58.

e Vias de sefializacion no candnicas: sefializacion independiente de proteinas SMAD

Uno de los mecanismos subyacentes a la multifuncionalidad y la complejidad de la accion
del TGF-B es que puede sefializar a través de otras vias no SMAD, tales como a través de la
activacion de las GTPasas pequeiias (Rho-like GTPasas), MAP quinasas (mitogen-activated
protein kinase) (MAPK): p38, Jun N terminal quinasa (JNK) y la via de sefalizacion Ras-Erk-
MAPK; la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K/Akt) asi como la via de la protein-fosfatasa PP2A
(Fig. 6)(Derynck & Zhang 2003;Zhang 2009). Algunas de estas vias regulan la activacion de
SMAD pero otras podrian inducir respuestas no relacionadas con la transcripcién. La activacién

inducida por TGF-P de las vias Erk y JNK puede producir la fosforilacién de SMAD vy regular su
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activacién (Funaba et al. 2002). Ademas, la activacion inducida por TGF-f de la via de
sefalizacion MAPK Ras/Erk puede inducir expresién de TGF-B, por tanto amplificando su
respuesta e induciendo respuestas secundarias (Yue & Mulder 2000). La activacion de MAPK
por TGF-p puede afectar también respuestas de transcripcion a través de efectos directos en
factores de transcripcién que interactian con SMAD (Moustakas & Heldin 2005). Ademas,
también se ha visto que la capacidad dual de TGF-f de activar SMADs y la sefializacién de
MAPK también tiene un papel importante en la transdiferenciacion epitelio-mesenquimal
inducida por TGF-B (Bakin et al. 2002). Aunque esta convergencia a menudo produce
cooperatividad, estas vias también pueden contrarrestarse una con otra (Pessah et al. 2002).
Asi, el equilibrio entre la activacion directa de SMADs y las vias de sefalizacion MAPK a

menudo define las respuestas celulares al TGF-f3.

Figura 6. Vias de sefializacion no candnicas del TGF-f. Ademads de las proteinas que interaccionan con
los receptores y SMAD, otras proteinas como TRIP1 y FKBP12 pueden asociarse con los receptores tipo |
y Il'y regular la sefializacion del TGF-B. Ademas, el complejo receptor activado activa vias de sefializacion
no-SMAD como MAPK, RhoA, TAK y PP2A. Imagen adaptada de “Smad-dependent and smad-
independent pathways in TGF- family signaling” Derinck et al. Nature 2003; 425: 577-58.
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4. EFECTO DEL TGF-B SOBRE LA FUNCIONALIDAD CELULAR: TGF- COMO MOLECULA
“BIPOLAR”

En principio se tiende a considerar como beneficiosa la presencia del TGF-3 en el desarrollo
de los procesos inflamatorios, dadas sus propiedades inmunosupresoras sobre células
inflamatorias y por implicarse en la generacion de linfocitos T reguladores (Treg), ademas de
ser una de las principales moléculas secretadas por ellos (Chen et al. 2003). El TGF-[ actua
inhibiendo la presentacion y procesamiento de antigenos y suprimiento la activacion de
linfocitos T, en particular de los linfocitos T autoreactivos, para restablecer la homeostasis del

sistema inmunitario y prevenir la autoinmunidad (Gorelik & Flavell 2002).

Sin embargo, diversos estudios han puesto de manifiesto que su presencia puede ser
perjudicial, ya que este factor posee ademas propiedades proinflamatorias (Wahl 2007). Asi, al
margen de sus propiedades pro-fibrinogénicas, se ha descrito, una potente actividad
quimiotactica del TGF-P para mastocitos (Wahl 2007), asi como para linfocitos y monocitos
(Adams et al. 1991). Se ha demostrado ademads, que la presencia del TGF-f3, conjuntamente
con otras citoquinas como son IL-6, IL-23 y/o IL-1f3 se implica en la transformacidon de linfocitos
nativos a linfocitos Th17, un tipo celular altamente pro-inflamatorio tanto en ratén (Bettelli et
al. 2006;Mangan et al. 2006) como en humano (Volpe et al. 2008;Manel et al. 2008). La
combinacién de TGF-f3 e IL-4 parece también tener un papel fundamental en la activacién de la
secrecidén por linfocitos de IL-9 (Beriou et al. 2010), una citoquina involucrada en el desarrollo
de la inflamacidn y la mediacion de la destruccion tisular y relacionada con la fisiopatologia de

enfermedades alérgicas (Soussi-Gounni et al. 2001;Nowak et al. 2009).

e TGF-fy secrecion de citoquinas

Ademas de los efectos sobre células inflamatorias, el TGF-3 también actua sobre células
epiteliales. Asi, se ha descrito que la exposicion a TGF-f modifica las respuestas de
quimioquinas por las células epiteliales de las vias respiratorias humanas incrementando la
secreciéon de GM-CSF y de RANTES por éstas, favoreciendo por tanto la eosinofilia y el
reclutamiento de linfocitos y monocitos, caracteristicos de la inflamacidn alérgica y croénica
(Jagels & Hugli 2000). También se ha relacionado el TGF-B con la estimulacién de la secrecién
por células epiteliales de la cérnea humana de algunas metaloproteinasas, colagenasas y
estromelisinas, capaces de hidrolizar practicamente todos los componentes de la matriz

extracelular y de la membrana basal (Kim et al. 2004). Estas enzimas estan directamente
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involucrados en la patogénesis de enfermedades de la superficie ocular (Pflugfelder et al.

2005;Chotikavanich et al. 2009).

El TGF-B se ha relacionado con el dafio en el tejido bronquial en la bronquilitis obliterante y
en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, mediando la disminucién en la secrecién de la
molécula inhibidora de proteasas SLPI (secretory leucocyte proteinase inhibitor) por células
epiteliales bronquiales (Jaumann et al. 2000;Luo et al. 2008). Una disminucion en la expresion
de esta molécula se ha relacionado con un incremento en el dafio causado por dichas

proteasas.
o TGF-pBy receptores tipo Toll

Varios estudios han demostrado que el TGF- provoca cambios en la expresion de
receptores tipo Toll (Toll like receptors, TLR) en modelos murinos (Cartney-Francis et al.
2004;Mou et al. 2004). Estos receptores son esenciales en la activacidén de la inmunidad innata
y se ha demostrado que los TLRs contribuyen a los procesos inflamatorios, tanto a través del
reconocimiento de ligandos exdgenos de microorganismos, como a través del reconocimiento
de ligandos enddgenos, llamados alarmitas o patrones moleculares asociados a dafio (danger-
associated molecular patterns, DAMPs), liberados de tejidos dafados o necrdticos (Marshak-
Rothstein 2006). Niveles aumentados de estos DAMPs han sido asociados con varias
enfermedades inflamatorias, tanto a nivel extraocular (sepsis, artritis, aterosclerosis, lupus,
enfermedades inflamatorias intestinales y cancer) (Foell et al. 2008;Ehrchen et al. 2009) como
a nivel ocular. En concreto, dos miembros de la familia de proteinas S100 (S100A8 y S100A9),
identificados recientemente como importantes DAMPs enddgenos, se han visto aumentados
en enfermedades inflamatorias de la superficie ocular, como el SOS (Zhou et al. 2009b), la
uveitis anterior aguda y recurrente (Wakefield et al. 2009) y el pterigium (Zhou et al. 2009a).
Estas moléculas han sido identificadas como activadores endégenos del TLR-4, y no sdlo
participarian en la respuesta inflamatoria en infeccidn, sino que actuarian como potentes
amplificadores de inflamacidn (Ehrchen et al. 2009). Se ha sugerido también la participacion de
TLRs en enfermedades inflamatorias de la superficie ocular, ya que se ha visto modificada su
expresion en la conjuntiva de pacientes afectados con VKC activa (Bonini et al. 2005), estando
incrementada la expresién del receptor TLR-4 y disminuida la expresion de TLR-9 en la

conjuntiva de dichos sujetos, respecto al epitelio conjuntival de sujetos sanos.
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e  [Efecto del TGF-fsobre la transicion epitelio-mesenquimal

El proceso conocido como transicion epitelio-mesenquimal (EMT) parece ser inducido por
la accidn integrada de los muchos estimulos entre los que se encuentra el TGF-3 (Miettinen et

al. 1994;Piek et al. 1999;Bhowmick et al. 2001).

Varios indicios sugieren que a través de este proceso, las células epiteliales pueden cambiar
su fenotipo y adquirir propiedades mesenquimales. Las células epiteliales perderian la
cohesién intercelular y translocarian desde el compartimiento epitelial al intersticio donde
adquiriendo un fenotipo mesenquimal completo, podrian participar en la sintesis de la matriz
fibrosa (Fig. 7) (Guarino 1995;Kalluri & Neilson 2003). Los marcadores de epitelio en fase de
transicion epitelio-mesenquimal incluyen la menor expresién de e-cadherina, responsable de
la pérdida de adhesion célula-célula y el posterior desprendimiento del epitelio (Thiery &
Sleeman 2006;Lee et al. 2006b), asi como la expresiéon de novo de proteinas mesenquimales
como la proteina especifica de fibroblastos (fibroblast specific protein 1, FSP1), vimentina y la
actina del musculo liso alfa (a- smooth mucle actin, a-SMA) (Yang et al. 2003;Zavadil et al.

2008).

Figura 7. Transicion epitelio mesenquimal (EMT). A la izquierda, en reposo las células epiteliales estan
fuertemente cohesionadas y separadas del intersticio por la membrana basal. Determinados estimulos,
como el TGF-B, producen que algunas células epiteliales se preparen para la EMT, lo que conlleva la
degradacién de la membrana basal, la pérdida de la cohesion célula-célula, aumento de la motilidad,
cambio de la forma celular y, por ultimo, la migracidon hacia el intersticio (centro). Aqui, una vez
alcanzado un fenotipo completamente mesenquimal, las células derivadas de la EMT podrian participar
en la produccion de la matriz fibrosa. Imagen adaptada de “Direct contribution of epithelium to organ
fibrosis: epithelial-mesenchymal transition” Guarino et al. Human Pathology 2009; 40: 1365—-1376.
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Las consecuencias de la transicion epitelio-mesenquimal en enfermedades crénicas podria
ser doble: por un lado, mediante la generacién de nuevas células mesenquimales, que podrian
incrementar el nimero cada vez mayor de fibroblastos intersticiales / miofibroblastos
responsables de la acumulacién de matriz, por otro lado, podria causar la pérdida de las células
epiteliales, por lo tanto, contribuir a la destruccién del parénquima. Por lo tanto, en un
microambiente inflamatorio, el TGF- podria actuar como potente inductor de la EMT vy
pueden tener un papel importante en la patogénesis de las enfermedades inflamatorias de la

superficie ocular.
e TGF-pBy proteinas de union estrecha

El TGF- también parece estar relacionado con la regulacién de las proteinas de unién
estrecha (Tigh Junctions, T)). Estas proteinas son esenciales para la funcion de barrera epitelial
y la adhesiéon epitelial, y constituyen una barrera fisica anatdmica al movimiento de agua,
solutos, moléculas grandes y células (Lee et al. 2006a). Se ha demostrado que una expresiéon
alterada de las TJ esta asociada con una pérdida de la funcion de barrera (Capaldo & Nusrat
2009). Se ha sugerido que la exposicion a TGF-B1 afecta la barrera de TJ y modifica su patrén
de distribucion (Woo et al. 1996;Lui et al. 2001;Pierucci-Alves et al. 2011). A nivel ocular, el
TGF-B también se ha relacionado con la regulacién de proteinas TJ en el epitelio corneal, y por
extensién en la pérdida de la integridad funcional, ya que se ha visto que bajo tratamiento in
vitro con TGF-B, las células epiteliales corneales modifican la expresidn y distribucién de sus
proteinas de unién estrecha (Contreras-Ruiz et al. “Structural and Functional Alteration of

Corneal Barrier under Inflammatory Conditions” Current Eye Research 2012. En prensa).
5. TGF- Y ENFERMEDADES INFLAMATORIAS EN LA SUPERFICIE OCULAR

Tanto un aumento como una disminucidn en la produccién de TGF-f se ha relacionado con
diferentes condiciones patoldgicas. En particular, se ha observado que la expresidon de TGF-3
esta incrementada en diversas enfermedades inflamatorias crénicas y fibrdticas como fibrosis
pulmonar, asma, artritis reumatoide y enfermedad de Crohn (Vignola et al. 1997;Gordon &
Blobe 2008;Pohlers et al. 2009). Multiples indicios muestran la participacion del TGF- como
regulador critico tanto de los procesos de fibrogénesis fisioldgicos como en la fibrosis
patoldgica. La reaccidén fibrdtica se caracteriza por un incremento en la produccién de
componentes de la MEC, como fibronectina, colageno, laminina y vitronectina, asi como la

proliferacidn, migracién y acumulacidn de células mesenquimales. Estos procesos producen la
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activacion de fibroblastos locales que se diferencian a miofibroblastos que son tipos celulares

especializados en la produccién de MEC (Pohlers et al. 2009).

Por otro lado, como se ha descrito, el TGF-f3 tiene un papel importante en la regulacidn del
ciclo celular. En células epiteliales, endoteliales y hematopoyéticas, actia inhibiendo la
progresion de la fase G1 del ciclo mitdtico, inhibiendo la expresién de genes que regulan el
ciclo celular como los c-myc y c-myb. En las células cancerosas, las mutaciones en la via de
sefializacion del TGF-B confieren resistencia a la inhibicién del crecimiento, vy
consecuentemente, disparan un crecimiento celular descontrolado (Filmus & Kerbel 1993).
Ademads, también juega un papel importante en la metastasis induciendo la expresién de
matriz extracelular y de proteinas de adhesién celular. En general, el efecto directo del TGF-3
en las células cancerosas es la inhibicidn del crecimiento del cancer en los estados iniciales del
desarrollo del tumor. Sin embargo, las células cancerosas son capaces de adquirir la habilidad
de evadir el efecto inhibitorio del TGF-p por diferentes mecanismos, y paraddjicamente, el
TGF-p se convierte en un factor pro-oncogénico que estimula el crecimiento celular del tumor
en los estados finales de la tumorogénesis. Las células malignas son capaces de producir
grandes cantidades de TGF-J3 y esta cantidad excesiva promueve la angiogénesis tumoral y la

supresion inmune (Huang & Lee 2003).

A nivel ocular, también se ha relacionado con varias patologias inflamatorias oculares,
proliferativas y degenerativas (Connor, Jr. et al. 1989;Kon et al. 1999;Hirase et al. 2005;Min et
al. 2006;Saika 2006). Se cree que TGF-B es el principal responsable en la patogénesis de
enfermedades fibréticas en el ojo, incluyendo las cicatrices corneales y conjuntivales, la
fibrosis en el endotelio corneal, |a fibrosis post-cirugia de cataratas de la capsula del cristalino,
el exceso de cicatrizacion del tejido alrededor de los musculos extraoculares en la cirugia del
estrabismo y la vitreorretinopatia proliferante (Saika et al. 2008;Saika et al. 2009;Karamichos
et al. 2010) y parece implicado en el desarrollo del queratocono (Engler et al. 2011). Se ha
encontrado incrementados niveles de TGF-B1 en las membranas mucosas oculares de
pacientes con penfigoide ocular cicatricial (OCP), enfermedad caracterizada por cicatrizacion
conjuntival con fibrosis subepitelial (Razzaque et al. 2003), lo que sugiere que podria regular el
aumento de la produccion de colageno y por lo tanto podria contribuir significativamente al
proceso de cicatrizacidn conjuntival en pacientes con OCP. En pacientes con tracoma inactivo
también se ha visto incrementada la concentracién de TGF-B1 observando ademds que estos

niveles estaban relacionados con la severidad de la cicatrizacion conjuntival (Satici et al. 2003).
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Recientemente, también se ha sugerido su participaciéon en la patogénesis del glaucoma de

angulo abierto (Fuchshofer & Tamm 2011).

En el caso particular de las enfermedades de la superficie ocular, se ha descrito que este
factor se encuentra incrementado en el epitelio conjuntival de pacientes con VKC (Leonardi et
al. 2000;Abu El-Asrar et al. 2006;Leonardi et al. 2011). El TGF-3 también se ha relacionado con
la eosinofilia tisular en la VKC (Hingorani et al. 1998;0htomo et al. 2010). Ademas, los niveles
elevados de TGF-B1 se han relacionado con la produccién de factor de crecimiento endotelial
vascular (vascular endotelial growth factor, VEGF) en fibroblastos conjuntivales, sugiriendo que
junto con otras citoquinas, también podria tener una funcién crucial en la neovascularizacién y

formacién de papilas gigantes en AKC /VKC (sano-Kato et al. 2005).

Se ha descrito también una expresién incrementada de TGF-p en pterigium, enfermedad
gue consiste en un tejido proliferativo fibrovascular que crece sobre la cérnea (Kria et al.
1996). El TGF-B también ha sido asociado con la enfermedad de injerto contra huésped crénica
(graft-versus-host disease, GVHD) de la glandula lacrimal, donde la fibrosis y el exceso de
produccion de matriz extracelular son caracteristicos (Ogawa et al. 2001). En un estudio
reciente se ha observado que el uso de un inhibidor del TGF-f3 retardaba la progresién de SOS

moderado a severo en pacientes con GVHD (Ogawa et al. 2010).

Mds recientemente, también se ha relacionado el TGF-B con SOS en humanos,
(Chotikavanich et al. 2009;Zheng et al. 2010b) y estrés disecante experimental en modelos
animales (de Paiva et al. 2009), atribuyéndole efectos dafiinos a los tejidos de la superficie
ocular. Se ha propuesto que el TGF-f3, a través de su implicacién en el desarrollo de Th17 junto
con IL-6, estimularia la produccién de MMPs por el epitelio corneal que media la ruptura
proteolitica de las uniones estrechas epiteliales que mantienen la funcién de barrera corneal.
Ademas, se ha observado una correlacién positiva significativa entre los niveles de TGF-Bly la
severidad clinica de los parametros caracteristicos de SOS como el cuestionario OSDI (Ocular
Surface Disease Index), tiempo de ruptura lagrimal o TBUT (tear break-Up time), tincién de
fluoresceina corneal y conjuntival, test de Schirmer y citologia por impresién conjuntival (CIC)
(de Paiva et al. 2009). La bioactividad del TGF-B en lagrimas de pacientes de SOS es mayor
(79.1%) que en los controles normales (37,6%) (Zheng et al. 2010b).
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6. MOLECULAS ANTI-TGF-B

Los efectos perjudiciales del TGF-B en las diversas patologias han llevado a varios grupos a
desarrollar estrategias para neutralizar esta citoquina. El TGF-3 se presenta como una atractiva
diana terapéutica para la terapia de enfermedades fibrdticas, en las que, en su mayoria, una
terapia antiinflamatoria no es suficientemente eficaz. Asi, se han presentado oligonucleétidos
antisentido que bloquean su produccién (Arias et al. 2003;Philipp et al. 2005), anticuerpos
frente a TGF- (Denis 1994;McCormick et al. 1999), asi como péptidos sintéticos (Huang et al.
1997;Kondou et al. 2003) que pueden bloquear eficazmente su actividad, observandose su
eficacia en modelos animales. Se han desarrollado también inhibidores selectivos que
bloguean las vias de sefializacion intracelular de TGF-3 como la fosforilacion de Smad-3 (Laping

etal. 2002).

Una de esas terapias incluye el uso de péptidos sintéticos inhibidores P144 y P17
desarrollados en el Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA)-Universidad de Navarra y
cuya patente ostenta la empresa espafola Digna Biotech (www.dignabiotech.com). Estos
péptidos han demostrado ser altamente eficaces bloqueando la actividad profibrogénica del
TGF-B en distintos tejidos, tales como higado, corazén y piel (Ezquerro et al. 2003;Ruiz-de-
Erenchun et al. 2005;Santiago et al. 2005;Dotor et al. 2007;Gil-Guerrero et al. 2008;Hermida et
al. 2009;Serrati et al. 2009), ademas de en fibroblastos en cultivo (Maldonado et al. “In vitro
effect of recently identified anti-TGFbeta 1 peptides on the rabbit corneal epithelial cell line,
SIRC” ARVO Meeting abstract Mayo 2008). Ambos péptidos se encuentran en la actualidad en

fase preclinica.

El P144 es un péptido de 14 aminodcidos (Tabla 1) derivado de la secuencia del receptor
humano de tipo Il (betaglicano) del TGF-1 cuya secuencia comprende los residuos situados
entre los aminodacidos 730 y 743 (Fig. 8). La eleccidn de la secuencia de este péptido se realizo
comparando las secuencias del TGF-B y la de su receptor con el fin de averiguar secuencias
especificas con mucha afinidad de unidn (Ezquerro et al. 2003). De entre todas las secuencias
escogidas, el P144 fue el péptido que inhibié de manera mas potente la actividad biolédgica del
TGF-B1. El péptido P144 ha sido designado en 2005 por la European Medicines Agency (EMA) y
en junio de 2006 por la Food and Drug Administration de EEUU (FDA), como medicamento
huérfano por su valor terapéutico potencial en el tratamiento de algunas enfermedades raras

O poCo comunes.
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La eleccién de la secuencia del otro péptido, el P17 de 15 aminoacidos (Tabla 1), se realizo
enfrentando el TGF-f frente a una libreria de fagos M13. Se analizaron las multiples secuencias
positivas obtenidas y se escogieron los péptidos que presentaban un mayor porcentaje de
inhibicion del TGF- en un modelo in vitro (Dotor et al. 2007). Por otro lado, basandose en
estudios que han probado la eficacia del P17 en un modelo animal de fibrosis pulmonar, se
estan llevando a cabo los estudios necesarios para el desarrollo del péptido P17 como nuevo

agente terapéutico para la dicha enfermedad (Arribillaga et al. 2011).

Tabla 1. Estructura de los péptidos anti-TGF-3

P144 -Ser-Leu-Asp-Ala-Ser-lle-lle-Trp-Ala-Met-Met-GIn-Asn

P17 | Lys- Arg- lle- Trp-Phe-lle-Pro-Arg-Ser-Ser-Trp-Tyr-Glu-Arg-Ala

Thr: Treonina, Ser: Serina, Leu: Leucina, Asp: Acido aspértico, Ala: Alanina, lle: Isoleucina, Trp:
Triptéfano, Met: Metinonina, GIn: Glutamina, Asn: Asparagina, Lys: Lisina, Arg: Arginina, Phe:
Fenilalanina, Pro: Prolina, Tyr: Tirosina, Glu: Acido glutamico.

Tanto P144 como P17 estan patentados en sus aplicaciones como inhibidores de TGF-J.
Los dos tienen el mismo mecanismo de accién, basado en la unién directa al TGF-B1 activo,
bloqueando su interaccidn con los receptores de membrana. De esta manera inhiben Ia
actividad biolégica de esta citoquina y asi, se ha observado que P17 inhibe el TGF-B con una
afinidad de unién del 100% para TGF-B1, 80% para TGF-B2 y 30% para TGF-B3 (Gil-Guerrero et
al. 2008).

La inhibicidn sistémica de TGF-J, sin embargo, plantea problemas de seguridad importantes
ya que este factor ejerce una accidon inmunoreguladora potente y pleiotrépica. Por lo tanto,
una inhibicidn local en lugar de una sistémica representa una estrategia alternativa para el

desarrollo de terapias mas seguras.

Por lo anteriormente expuesto, y dado que parte de los efectos descritos del TGF-3 sobre
las células epiteliales se pueden relacionar con el dafno observado en los procesos
inflamatorios crénico-graves de la superficie ocular, se planted el bloqueo tépico ocular del
TGF-B con los péptidos P144 y/o P17 como una posible terapia en los mismos. Por ello se
estudio el efecto de estos péptidos sobre diversos aspectos funcionales de las células

expuestas a TGF-f.
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Justificacion

Diversos estudios han demostrado que en los procesos inflamatorios no sélo intervienen las
células del sistema inmunitario, sino que ademas, la participacion activa del epitelio seria
importante en el proceso de cronificacion de la inflamacién y/o en su iniciacion. La regulacién
de la funcionalidad de las células epiteliales se postula, por tanto, como una posible diana

terapéutica.

Por otra parte, la presencia de TGF-B se haya incrementada en diversas patologias
inflamatorias graves que afectan a la superficie ocular, cuyo origen no estd del todo aclarado.
Aunque el TGF-B se considera una molécula con propiedades fundamentalmente
antiinflamatorias, diversas publicaciones estdn poniendo de manifiesto que, en determinadas
circunstancias, su presencia pudiera ser localmente perjudicial. Esta molécula podria provocar
en las células epiteliales respuestas que influirian notablemente en el desarrollo del proceso

inflamatorio.

El esclarecimiento de la relacion entre las células epiteliales de la superficie ocular y el TGF-
B aportaria nuevos datos que ayuden a entender la participacién de ambos en los procesos
inflamatorios de la superficie ocular. Por una parte, las células epiteliales podrian actuar como
fuente de TGF-B, secretando esta molécula y modificando su secrecién en condiciones
inflamatorias. Por otra parte, las células epiteliales también podrian actuar como receptoras y
alterar su funcionalidad en respuesta a este factor. El conocimiento de esta informacion podra

ayudar al disefio y desarrollo de nuevas vias terapéuticas.

En este sentido, diversos estudios han probado ya la eficacia de dos péptidos anti-TGF-3
(P17 y P144) en diversos modelos. En este trabajo se pretende estudiar si estos péptidos son
capaces de revertir “in vitro” los efectos observados en la funcionalidad de las células
epiteliales de la superficie ocular en respuesta al TGF-f que pudieran ser considerados como
perjudiciales. Si los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten concluir que el uso de
los péptidos anti-TGF-B P17 y/o P144 es beneficioso, se podria plantear su uso como una

posible terapia para el tratamiento de los casos de inflamacién ocular crénico-graves.
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Hipdtesis

“Las células epiteliales de la superficie ocular producen y son receptoras de TGF-B. Esta
secrecion de TGF-f y la expresion de sus receptores pueden alterarse en condiciones
inflamatorias, influyendo en la funcionalidad de las células epiteliales. La alteracion de la
respuesta de las células epiteliales en respuesta a TGF-3 contribuye a la cronificacién y/o inicio

de un proceso inflamatorio que es susceptible de regulacion por una terapia anti-TGF-".
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Objetivos

1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo de investigacién ha sido profundizar en el conocimiento
acerca de la participacién del epitelio de la superficie ocular durante el desarrollo de los
procesos inflamatorios crénico-severos que pueden conducir a la pérdida de visién; en
particular, el objetivo ha sido tratar de dilucidar la implicacién del TGF-B en dichos procesos,
determinando: 1) si la células de la superficie ocular son una posible fuente de TGF-B y 2) los
efectos que esta molécula produce sobre las células. El fin ultimo de este estudio es que nos
permita disefiar nuevas vias terapéuticas en los que la célula epitelial sea la diana principal; de
esta manera, se podra controlar y evitar la contribucién de dichas células al proceso de
iniciacion y/o propagacion del proceso inflamatorio, evitando asi posiblemente la cronicidad

del mismo.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para comprobar nuestra hipdtesis, nuestros objetivos concretos fueron:

e Objetivo 1:

Determinar el patrdn de secrecion de TGF-f por la linea celular epitelial conjuntival humana
IOBA-NHC y por la linea epitelial corneal humana HCE en condiciones basales y en respuesta a

diversos tipos de moléculas inflamatorias.

Este objetivo pretendié comprobar si las células epiteliales corneales y conjuntivales actdan
como fuente de las diferentes isoformas de TGF-[3, asi como comprobar si esta secrecidn se

encuentra alterada en diferentes condiciones inflamatorias de la superficie ocular.

e Objetivo 2:

Determinar la expresion de receptores de TGF-{ en las lineas celulares HCE e IOBA-NHC en

condiciones basales y en diferentes condiciones inflamatorias.

Este objetivo pretendid conocer el patron de expresion de receptores de TGF- para
determinar si las células corneales y conjuntivales son capaces de responder a esta molécula 'y
por tanto, si forma parte de los mecanismos moleculares implicados en la respuesta del
epitelio de la superficie ocular en los procesos inflamatorios. Se comprobd ademas, si las
condiciones inflamatorias de la superficie ocular modificaban esa expresién alterando, por

tanto, la capacidad de responder al TGF-3.
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e Objetivo 3:

Determinar la activacion de transduccion de sefiales implicadas en las respuestas a TGF-[.

Este objetivo ayudd a conocer cuales son los mecanismos intracelulares activados en las

respuestas de las células al TGF-p3.
e Objetivo 4:

Determinar la modificacion por TGF-f de la expresion de receptores para diferentes moléculas

implicadas en respuestas inflamatorias.

El patréon de expresion de receptores para diferentes tipos de moléculas inflamatorias ayudd a
conocer los mecanismos moleculares implicados en la respuesta del epitelio de la superficie

ocular al TGF-.
e Objetivo 5:

Determinar el patron de secrecion celular por la linea celular epitelial conjuntival humana
IOBA-NHC y por la linea epitelial corneal humana HCE en condiciones basales y en respuesta a

TGF-A3

Este objetivo pretendié conocer y caracterizar cuales son las principales moléculas (citoquinas,
quimioquinas, metaloproteinasas y otras moléculas involucradas en procesos inflamatorios)

secretadas por las células epiteliales en respuesta al TGF-f3.
e Objetivo 6:

Determinar el efecto del TGF-f en la transicion epitelio-mesenquimal en las lineas celulares HCE

e IOBA-NHC.

Con este objetivo se pretendié comprobar si el TGF-3 actua como inductor de la EMT en un
microambiente inflamatorio, pudiendo tener un papel importante en la patogénesis de las

enfermedades inflamatorias de la superficie ocular.
e Objetivo 7:

Estudiar la eficacia de dos péptidos sintéticos anti-TGF-f (P144 y P17) en la modulacién de la

respuesta del epitelio corneal y conjuntival.
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Este objetivo pretendio estudiar el efecto los péptidos anti-TGF-3 sobre la funcionalidad de las
células epiteliales corneales y conjuntivales in vitro, comprobando si la presencia de dichos
péptidos revertia y/o modificaba las respuestas a TGF-f tanto en condiciones basales como
estimuladas por TGF-B1 y TGF-B2. Con este objetivo se pretendié alcanzar informacién para
poder proponer una nueva via terapéutica para la inflamacién crénica y grave de la superficie

ocular.
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Materiales y métodos

1. CULTIVOS CELULARES

Para la realizacién del presente estudio se emplearon la linea celular HCE de epitelio
corneal humano, caracterizada por Araki-Sasaki et al (Araki-Sasaki et al. 1995) y la linea celular
IOBA-NHC (marca registrada N2 2.537.742 en la Oficina Espafiola de Patentes y Registros),
derivada de epitelio conjuntival humano, obtenida y caracterizada por el grupo de superficie

ocular del IOBA (Diebold et al. 2003).
e Linea celular de epitelio corneal humano, HCE

La linea celular HCE (human corneal epithelial cells) es utilizada como modelo de células
epiteliales corneales; ésta es una linea celular creada a partir de cultivos primarios de células
epiteliales corneales humanas (donante de 48 afios) infectadas con un vector SV-40 adenovirus
recombinante y que fueron clonadas para obtener una linea celular creciente continua (Araki-
Sasaki et al. 1995). Se ha comprobado que esta linea celular continta creciendo durante mas
de 40 generaciones exhibiendo una apariencia similar a células epiteliales corneales normales
en cultivo. Ademas, se ha visto que estas células conservan todas las propiedades
morfoldgicas, citoldgicas y aspectos bioquimicos de las células epiteliales, incluyendo Ia
formacion de desmosomas, desarrollo de microvilli asi como la expresidon de citoqueratinas

especificas de la cornea (Araki-Sasaki et al. 1995).
e Linea celular de epitelio conjuntival humano, IOBA-NHC

La linea celular IOBA-NHC (normal human conjunctiva) se utiliza como modelo de células
epiteliales conjuntivales humanas. Es una linea celular epitelial no transfectada, inmortalizada
espontaneamente a partir de células epiteliales conjuntivales humanas normales (Diebold et
al. 2003). Esta linea celular ha demostrado tener una elevada capacidad proliferativa in vitro y
una morfologia y caracteristicas funcionales tipicas propias del epitelio conjuntival humano
normal. Se ha demostrado ademas, que esta linea celular presenta una respuesta inflamatoria
cuando se expone a TNF-a e IFN-y incrementando la expresion de los marcadores ICAM-1 y
HLA-DR (Diebold et al. 2003) y la secrecidén de citoquinas y quimioquinas implicadas en el
reclutamiento de células inflamatorias (Siemasko et al. 2005;Enriquez-de-Salamanca et al.
2008). Se ha visto, ademas, que en condiciones inflamatorias altera la expresion de ciertos
neuro-receptores (Enriquez-de-Salamanca et al. 2005). Asi mismo, también se ha comprobado
que las células IOBA-NHC, al ser sometidas a la accion de citoquinas tipo Thl y Th2, alteran la
expresién de moléculas implicadas en la uniones intercelulares, como Z0-1, desmoplaquina I-II

o conexina 43 (Calonge et al. 2006). Se ha observado ademas que ambas lineas celulares, HCE
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e IOBA-NHC, expresan receptores de acido hialurénico implicados en procesos inflamatorios,
tanto CD44 (Hornof et al. 2008;de la Fuente M. et al. 2008) como RAHMM (Garcia-Posadas et
al. 2011), de una forma similar a la expresién en el tejido corneal y conjuntival humano

respectivamente, tanto a nivel de mRNA como a nivel proteico.

El medio de cultivo de las células epiteliales corneales HCE fue DMEM/F12 (Invitrogen-
Gibco, Inchinnan, RU) suplementado con 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico
humano (EGF), 0,1 ug/ml de toxina colérica, 5 ug/ml de insulina pancreatica bovina, 0,5%
DMSO, 15% de suero bovino fetal (FBS) descomplementado (30 min a 65°C) y antibidticos (100
U/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina), todos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EEUU).

Las células IOBA-NHC fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM/F12 (Invitrogen-Gibco)
suplementado con 2 ng/ml de EGF humano, 0,1 pg/ml de toxina colérica, 1 pg/ml de insulina
pancredatica bovina, 10% de suero bovino fetal (FBS), 5 pg/ml de hidrocortisona y antibidticos
(50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina y 2,5 pug/ml de anfotericina B), todos de
Sigma-Aldrich.

Las células se incubaron en un incubador Galaxi R (RS Biotech, Livingston, RU) a 37°C bajo
condiciones de 5% de CO, y 95 % de humedad, cambiandoles el medio cada 2/3 dias. Cuando
las células alcanzaron la confluencia fueron tratadas con tripsina (Invitrogen-Gibco) y se
contaron para sembrarlas en la concentracion adecuada. Para llevar a cabo la cuantificacién
celular y determinar el porcentaje de células viables, se utilizd6 una cdmara de Neubauer y el

test de exclusién del azul Tripan (Sigma-Aldrich).
2. TRATAMIENTO CON CITOQUINAS

Para este estudio, se eligiéd someter a las células a tratamientos con IL-4, IL-13, TNF-a., IFN-y,
IL-17, TGF-B1 y TGF-B2 dada la alta implicacién de dichas moléculas en procesos de
inflamacidn croénica-grave de la superficie ocular. Las dosis y tiempos de tratamiento se
eligieron basandose tanto en resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo, como en lo
descrito en la literatura (Richter et al. 2001;Meyer-Hoffert et al. 2003;Zhan et al. 2003;Kim et
al. 2004;Enriquez-de-Salamanca et al. 2005;Leonardi et al. 2006;Enriquez-de-Salamanca et al.

2008)(Tabla 2).

Las células se cultivaron en frascos de cultivo de 25 cm? de area o en placas multipocillos de
10 cm’ de area (Nunc, Dinamarca). Se plantaron y cuando llegaron al 95% de confluencia

(aproximadamente en 48 h) se les retird el medio de cultivo y se mantuvieron durante 24 h
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con medio de cultivo DMEM/F12 puro, sin ningln aditivo, para evitar el posible efecto de
alguna de las sustancias presentes en el suero o de alguno de los suplementos propios del
medio de crecimiento de las células. Pasadas las 24 h en medio puro, se retiréd ese medio y se
les aplicaron los distintos tratamientos (disueltos en medio puro) segin el experimento

concreto (Tabla 2).

En otro set de experimentos, las células fueron expuestas a TGF-f1 y TGF-f2, en las
condiciones anteriormente descritas, en presencia de dos péptidos anti-TGF-§3, P144 o P17
(200 pg/ml) (Digna Biotech, Espafia) que han sido desarrollados por la Universidad de Navarra,
para estudiar el efecto de la inhibicion del TGF- en células estimuladas con TGF-B. Los
péptidos se disolvieron en medio de cultivo. Mientras que P17 es soluble en agua, P144 es
parcialmente hidrofdbico, por lo que la solucion madre de P144 fue sonicada para reducir el
tamano de las particulas y para aumentar la solubilidad antes de los ensayos in vitro (Ezquerro

et al. 2003;Ruiz-de-Erenchun et al. 2005;Santiago et al. 2005;Dotor et al. 2007).

En todos los casos, células tratadas solo con medio puro se usaron como controles. En cada
caso, salvo indicado, se hicieron 3 experimentos independientes por duplicado. Finalizados los
tratamientos, se retiraron los sobrenadantes, que se centrifugaron y se guardaron congelados
a -80°C; las células se fijaron con metanol frio o se lisaron, y se guardaron a -80°C hasta su uso

para inmunofluorescencia o ensayos de Western blotting, respectivamente.

Tabla 2: Tratamientos con citoquinas.

Molécula Casa comercial Concentracion Tiempo de exposicidn
TNF-a PeproTech, RU 25 ng/ml 48 h
IFN-y PeproTech, RU 500 U/ml 48 h
IL-4 PeproTech, RU 20 ng/ml 48 h
IL-13 PeproTech, RU 20 ng/ml 48 h
IL-17 PeproTech, RU 20 ng/ml 48 h

TGF-B1 PeproTech, RU 10 ng/ml 30min, 2 h,24 h,48 h

TGF-2 PeproTech, RU 10 ng/ml 30min, 2 h,24 h,48 h

RU: Reino Unido

3. LISIS CELULAR Y EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Para la extraccion de proteinas, una vez retirados los medios, se lavaron las células con PBS
frio y se homogeneizaron en tampdn de radioinmunoprecipitacidon (RIPA) (10 mM Tris HCI, pH

7.4; 150 mM NaCl; 1% 4acido desoxicolico; 1% Triton X-100; 0.1% SDS; 1 mM EDTA),
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suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas (10 upl/ml de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF); 6 pl/ml de aprotinina y un inhibidor de fosfatasas ortovanadato
sodico (100 nM) todos ellos de Sigma-Aldrich. Tras la homogenizacidn, las muestras se
incubaron durante media hora en hielo y posteriormente se centrifugaron a 14.000 rpm, a 4°C,
durante media hora. Se recogieron los sobrenadantes, se alicuotaron y se guardaron a -80°C

hasta su utilizacion.
4. DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

La determinacién de proteinas se realizd mediante el ensayo del acido bicincénico BCA
(Pierce, Rockford, IL, EEUU). La eleccion de este ensayo se realizé en base a que era el Unico
compatible con el tampdén empleado para la homogenizacién conforme a las especificaciones
técnicas del fabricante. Este método combina la reduccién del Cu*™ a Cu™ por proteinas en un
medio alcalino (reaccion de Biuret) con la deteccidn colorimétrica selectiva y elevada
sensibilidad del catién cuproso (Cu*!) usando un reactivo con BCA. Cada ién Cu** reacciona con
dos moléculas de BCA formando un complejo soluble en agua con absorcion colorimétrica a
una longitud de onda de 562 nm. El método de analisis cuantitativo se realizé mediante una
curva patroén, utilizando diluciones seriadas de albumina sérica bobina (BSA) de concentracién
conocida para realizar los estandares. Brevemente, se pipetearon 25 pl de cada estandar o
muestra desconocida en cada pocillo. Cada muestra se afiadié por duplicado. Posteriormente
se afiadié 200 ul del reactivo de trabajo a cada pocillo y se incubé a 37° C durante 30 min. Se
dejo enfriar la placa y se midié la absorcion colorimétrica en un multilector de microplacas
(SpectraMAx®M5, Molecular Devices, EEUU) a una longitud de onda de 562 nm, usando como
longitud de onda de referencia 450 nm. El método de andlisis cuantitativo se realizé6 mediante

la curva patron utilizando el programa SoftMaxPro 4.8 (Molecular Devices).
5. IDENTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOTTING

Las muestras de proteina total de lisados celulares, se mezclaron en proporcién 1:1 con el
reactivo de Laemmli (Sample Buffer 2x) (Sigma-Aldrich). Las muestras se desnaturalizaron y
redujeron calentdndolas a 110 °C durante 5 min en un calentador de bloque. Se separaron las
proteinas segun su peso molecular, de acuerdo con el método de Laemmli (Laemmli 1970), en
condiciones reductoras y desnaturalizantes, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al
10% con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) en una cubeta Mini-PROTEAN Il o Tetracell IV (Bio-
Rad, Hercules, CA, EEUU). La misma cantidad de proteina se cargo para cada muestra (20 pg de
proteina total en el homogenado). Como marcador de peso molecular se empled el “Precision

Dual Color Plus” (Bio-Rad). Como control positivo de los anticuerpos se usaron lisados celulares
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recomendados en cada caso por la compafiia (Tabla 3). La electroforesis se llevé a cabo

durante 1 hy 30 mina 140 V.

Para la identificacion de las proteinas de interés, una vez separadas las proteinas totales en
funcidn de su peso molecular mediante la electroforesis, se transfirieron desde el gel a una
membrana de nitrocelulosa de tamafio de poro 0,2 um (Bio-Rad). El proceso de tranferencia se
llevé a cabo a 350 mA durante 1 h y media. Posteriormente, las membranas se bloquearon a
temperatura ambiente durante 1 h en tampdn de bloqueo consistente en 5% leche en polvo +
4% de FBS en TBS-T (TBS (Bio-Rad) suplementado con 0,05% de Tween20 (Sigma-Aldrich) para
todos los anticuerpos excepto anti-SMAD-2 y anti-SMAD-7 en los que el tampdn de bloqueo

consistid en 3% BSA en TBS-T.

Para la inmunodeteccién de las proteinas, se incubaron las membranas a 4°C durante 18 h
con los anticuerpos primarios (Tabla 3) diluidos en el tampdn de bloqueo correspondiente. Al
término de la incubacidn, las membranas se lavaron 3 veces con tampdn TBS-T y se incubaron
con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 4) conjugado con peroxidasa de rabano,

diluido en TBS-T.

El revelado de la actividad peroxidasica, se realizd por quimioluminiscencia, utilizando el kit
revelador Immun-Star™ Western C™ (Bio-Rad), siendo este método el mas sensible con
capacidad de deteccién de femtogramos de proteina. La deteccién se realizd mediante el
sistema de documentacion de geles Chemi-Doc XRS (Bio-Rad). La intensidad de las bandas
resultantes se determind mediante andlisis volumétrico referido como porcentaje de la banda

control (células no tratadas), con el software Quantity One (Bio-Rad).

Como control de carga se usé en todos los casos un anticuerpo frente a a-actinina; para ello
se procedié a deshibridar la membrana incubandola con la solucidn Restore™ Stripping Buffer
(ThermoScientific, Massachusetts, EEUU) durante 1 h a 60°C. Posteriormente, se lavd la
membrana 3 veces con TBS-T y se bloqued durante 1 h en tampdn de bloqueo consistente en
4% de suero de burro (Sigma-Aldrich) + 5% de leche en polvo en TBS-T y se continud con el

procedimiento de incubacién con el anticuerpo anti a-actinina explicado anteriormente.

Para la deteccion de las formas no fosforiladas de pSMAD2, pSTAT-1, pSTAT-6 y plkBa se
procedio al proceso de deshibridacidén (descrito anteriormente) de las membranas utilizadas

para la deteccidn de las formas fosforiladas.
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Tabla 3: Datos de los diferentes anticuerpos primarios utilizados para la técnica de Western blotting .

Anticuerpo Ig Especie Mo/Po PM (kDa) Casa comercial Referencia | Dilucidn Control positivo (Ref)*
Anti-TGF-f RI Ig G C Po 53 Sta Cruz Biotech sc-398 1/500 A549 (sc-2413)
Anti-TGF-f Rl IgG C Po 70 Sta Cruz Biotech sc-400 1/500 Hep G2 (sc-2227)
Anti pSMAD2 IgG C Po 52 Chemicom-Millipore AB-3849 1/200 Hep 62+TGF-f (sc-24702)
Anti SMAD2 Ig G Cb Po 45 AbD Serotec AHP694 1/200 Hela (sc-2200)
Anti SMAD7 Ig G C Po 51 Sta Cruz Biotech sc-134013 1/200 Hela (sc-2200)
Anti TLR-4 Ig G C Po 89 Sta Cruz Biotech sc-10741 1/200 Hel 92.1.7 (sc-2270)
Anti pSTAT-1 IgG C Po 87 Abcam ab30645 1/1000 |Hela tratadas con IFN-a. (sc-24807)
Anti STAT-1 g G C Po 84,91 Sta Cruz Biotech sc-346 1/200 Hela (sc-2200)
Anti pSTAT-6 IgG C Po 105 Sta Cruz Biotech sc-101808 1/200 Hela tratadas con IL-4 (sc-24686)
Anti STAT-6 Ig G C Po 120 Sta Cruz Biotech sc-1698 1/200 Hela (sc-2200)
Anti plkBa IgG C Po 41 Sta Cruz Biotech sc-101713 1/200 Hela tratadas con TNF-a (sc-2228)
Anti IkBa IgG C Po 37 Sta Cruz Biotech sc-203 1/200 Hela (sc-2200)
Anti a-actinina lg G, R Mo 100 Sta Cruz Biotech sc-17829 1/500 Hela (sc-2200)

Ig: Inmunoglobulina. C: conejo, Ch: cabra, R: ratédn. Mo: Monoclonal, Po: Policlonal. PM: Peso molecular. * Todos los lisados celulares utilizados como
controles positivos fueron de la casa comercial Santa Cruz Biotechnology, CA, EEUU.

Tabla 4: Datos de los diferentes anticuerpos secundarios utilizados para la técnica de Western blotting.

Anticuerpo lg |Especie] Mo/Po Casa comercial Referencia Dilucion
Anti conejo-HRP | IgG Cb Po Sta Cruz Biotech sc-2004 1/2000
Anti cabra-HRP | IgG B Po Sta Cruz Biotech sc-2020 1/2000
Anti raton-HRP g G B Po Jackson Laboratories 715-035-150 1/5000

Ig: Inmunoglobulina. Cb: cabra, B: Burro. Mo: Monoclonal, Po: Policlonal. HRP: Peroxidasa de rdbano.

48



Materiales y métodos

6. INMUNOFLUORESCENCIA

El dia de uso, las células fijadas se descongelaron y fueron hidratadas durante 30 min a
temperatura ambiente. Se bloquearon durante 1 h en tampdn de bloqueo consistente en PBS
y 0,2% de Triton X-100 suplementado con: 4% FBS (para los anticuerpos anti pSMAD?2, anti IL-
17R y anti TLR-4), con 4% FBS y 3% de BSA para los anticuerpos anti TGF-3 Rl y Rl , con 4% de
suero de burro (para los anticuerpos anti-TGF-B RIll, anti SMAD2 y anti SMAD7) y PBS con 5%
de suero de burro para el anticuerpo anti e-cadherina. Posteriormente se incubd durante 18 h
a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 5) diluido en su tampdn de bloqueo.
Finalizada la incubacion, las células se lavaron 3 veces y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 6) unido a Alexa
fluor 488 o isotiocianato de fluoresceina (FITC), diluido en PBS. Las células se lavaron de nuevo
3 veces y los nucleos se contratifieron con ioduro de propidio (Pl) (Molecular Probes, Leiden,
Holanda) diluido 1/12.000. Se montaron los portas con medio de montaje (Vectashield, Vector
Laboratories, EEUU) y fueron visualizados en un microscopio invertido de epifluorescencia
(modelo AF6000; Leica, Alemania). Todos los ensayos se analizaron por duplicado o triplicado y
se hicieron fotos digitales de los diferentes tratamientos. En todos los casos se incluyeron
controles negativos, tanto con ausencia de anticuerpo primario como con el uso de los
controles de isotipo (sc-2027 y sc-2028, Santa Cruz Biotechnology, CA,EEUU) correspondientes

en lugar de anticuerpos primarios.
6.1 Cuantificacion de la expresion observada por inmunofluorescencia

Para un analisis mas objetivo de la expresion observada por inmunofluorescencia se hizo
una cuantificacién de la intensidad de fluorescencia. Para ello se empled el software Leica
Application Suite 2.02, que permite medir la fluorescencia en un campo determinado de la
preparacion previamente seleccionado (intensidad de fluorescencia media). Para este analisis,
se seleccionaron al azar campos del mismo drea que contuvieran una media de 10 células. Las
medias se hicieron con un minimo de 4 fotografias por tratamiento en un minimo de dos

ensayos de inmunofluorescencia distintos.
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Tabla 5: Datos de los diferentes anticuerpos primarios utilizados para la técnica de inmunofluorescencia .

Anticuerpo Ig Especie | Mo/Po Casa comercial Referencia Dilucién
Anti-TGF-B3 RI IgG C Po Sta Cruz Biotech sc-398 1/50
Anti-TGF-B Rl Ig G C Po Sta Cruz Biotech sc-220 1/50
Anti-TGF-$ Rl g G Cb Po Sta Cruz Biotech sc-6199 1/50
Anti pSMAD2 Ig G C Po Chemicom-Millipore AB-3849 1/50
Anti SMAD2 IgG Cb Po AbD Serotec AHP694 1/100
Anti SMAD7 Ig Gy, R Mo Sta Cruz Biotech sc-101152 1/50
Anti TLR-4 Ig G C Po Abcam ab47093 1/100
Anti TLR-4 g G C Po Sta Cruz Biotech sc-10741 1/200
Anti-IL-17R Ig G C Po Sta Cruz Biotech sc-30175 1/50
Anti e-cadherina| 18 Gz, R Mo BD Biosciences 610181 1/100

Ig: Inmunoglobulina. C: conejo, Cb: cabra, R: ratdon. Mo: Monoclonal, Po: Policlonal.

Tabla 6: Datos de los diferentes anticuerpos secundarios utilizados para la técnica de inmunofluorescencia .

Anticuerpo Ig Especie | Mo/Po | Casa comercial | Referencia | Dilucién
Anti conejo conjugado a Alexa fluor 488] IgG B Po Invitrogen A21206 1/200
Anti cabra conjugado a Alexa fluor 488 g G B Po Invitrogen A11055 1/200
Anti ratén conjugado a Alexa fluor 488 g G B Po Invitrogen A21202 1/200

Ig: Inmunoglobulina. B: Burro. Mo: Monoclonal, Po: Policlonal.
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7. OBTENCION DE CELULAS EPITELIALES HUMANAS

Para el estudio de la expresién de receptores de TGF- en muestras humanas se utilizaron
muestras de cornea limbal y central y citologias de impresiéon para la obtencién de células

epiteliales conjuntivales.
e (drnea limbal y central

Se obtuvieron tejidos humanos normales corneoesclerales (n=2) de 3 a 5 dias post-mortem
del Hospital Clinico Universitario de Valladolid. El tejido humano se utilizé6 de acuerdo con la
Declaracién de Helsinki. Las células epiteliales del limbo y de la cérnea central se obtuvieron
utilizando un método decrito previamente (de Paiva et al. 2005;Chen et al. 2006), con algunas
modificaciones. En resumen, se utilizé un trépano de 7,5 mm para aislar la cérnea del limbo y
se raspoé el epitelio en el botén central de la cdrnea. Posteriormente se recortd el anillo
corneoescleral y se retiraron la capa endotelial y los restos de iris. El anillo limbar se incubd
con 5 mg/ml de dispasa Il (StemCell Technologies, Grenoble, Francia) a 37°C durante 2 h. Se
recogieron las ldaminas epiteliales limbares y se trataron con 0,25% de tripsina y 0,03% de EDTA
(Invitrogen-Gibco, Inchinnan, Reino Unido) a 37°C durante 10 min para aislar células

individuales.
e (itologia de impresion (CIC) para la obtencidn de células epiteliales conjuntivales

Las muestras de las CIC fueron recogidas de 68 donantes sanos (32 hombres, 36 mujeres;
edad media 62,6 + 8,3 afos) segun el método descrito previamente (Corrales et al.
2003;Corrales et al. 2011). Antes del inicio del estudio, se obtuvo la aprobacion del Comité de
Etica asi como un consentimiento informado, basado en los principios de la Declaracién de
Helsinki, de todos los participantes. Se excluyé del estudio a los donantes sanos que habian
utilizado alguna vez o estaban actualmente usando lentes de contacto, a los que tenian alguna
enfermedad ocular o general, o habian utilizado cualquier medicamento ocular o sistémico

durante los ultimos seis meses que pudieran afectar la expresién génica.

8. AISLAMIENTO DE ARN, TRANSCRIPCION INVERSA Y REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR) A TIEMPO REAL

e Ajslamiento de ARN y transcripcion inversa

Las cultivos se desarrollaron hasta que las células alcanzaron el 90% de confluencia; se
lavaron con PBS (Gibco), se lisaron con tampdn de lisis RLT (Qiagen, Hilden, Alemania) que

contiene 1% de 2-mercaptoetanol (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y se guardaron a -80°C
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para el aislamiento total del ARN. Este fue extraido usando un RNeasy Mini Kit (Qiagen) y se
traté con DNasa libre de RNasa (Qiagen). Se comprobd la integridad de la distribucién y el
tamanio del ARN purificado mediante electroforesis en gel de agarosa y tincién con bromuro de
etidio. El primer ADNc se sintetizd a partir del ARN total (2-5 pug) con hexameros aleatorios
(Invitrogen Life Technologies, Paisley, RU) usando la M-MulV transcriptasa inversa (Ready-To-
Go You-Prime First-Strand Beads, Amersham Pharmacia Europe GmbH Biotech, Freiburg,

Alemania).
e PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real se llevd a cabo utilizando los cebadores especificos seleccionados de
SA Biosciences’ RT2 qPCR Primer assays database (nimero de identificacién de SA Biosciences:
PPH00237, PPHO0339B y PPHOO399E para TGF-S-Rl, TGF-S-RIl y TGF-[-RIIl, respectivamente),
una tincién de deteccion SYBR ® Green | (Applied Biosystems, Warrington, RU) y un sistema
de termociclado (7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems) con la configuracién por
defecto (pre- desnaturalizacion a 95° C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C durante 15 segundos, la hibridacidn y extensiéon a 60°C durante 1
min). Se utilizé6 una alicuota de ¢cDNA (2 pl) para la PCR en un volumen total de 20 pl
conteniendo lo siguiente: 1 pul de cebadores diana (target primers) y 10 pl de 2X Poder SYBR ®
Green PCR Master Mix. Los ensayos se realizaron por duplicado en cada experimento y se
repitieron en al menos tres conjuntos diferentes de células. Un control (sin muestra) y el ARN
total sin retrotranscripcién se incluyeron en todos los experimentos para evaluar la PCR y la
contaminacion de ADN de los reactivos utilizados, respectivamente. El gen GAPDH se utilizd
como una referencia endégena para cada reaccidn para corregir las diferencias en la cantidad
de ARN total afiadido. Se llevé a cabo el programa de la curva de fusion y se generd una curva
de disociacion para cada pocillo en toda la placa para verificar la identidad de cada producto
de amplificacion génica. Los resultados de la PCR cuantitativa se analizaron por el método
comparativo CT (Applied Biosystems usuario Boletin N°2 (P/N 4303859), donde el incremento

-DACt
2

de la diana = , ¥ se normalizaron por el valor de Ct de GAPDH, usando el nivel de ARNm

en las células IOBA-NHC como el calibrador.
9. MEDIDA DE LA SECRECION CELULAR
9.1 Analisis multianalito por tecnologia X-MAP (LuminexTM)
Se determind la concentracidn total de las 3 isoformas de TGF-B (TGF-B1, TGF-f2 y TGF-3),

de 22 citoquinas/quimioquinas (IL-1a., IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL- 7, IL-8, IL-10, IL-12p40,
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IL-12p70, IL-13, IL-15, IP-10, eotaxina-1, IFN-y, GM-CSF, MCP-1, MIP-1a, RANTES y TNF-0) y de
las metaloproteinasas (MMP)-1, MMP-3, MMP-9, y MMP-13 en los sobrenadante de los
cultivos celulares. Para ello, se utilizaron tres ensayos comerciales multiplex basados en la
tecnologia X-Map de la casa comercial Upstate-Millipore (Wattford, RU) para los ensayos de
TGF-B y los de citoquinas/quimioquinas, y de la casa comercial R & D Systems (RU) para el

analisis de MMPs.

Todos los ensayos se realizaron siguiendo los protocolos del fabricante. En resumen, se
incubaron 50 pl de cada muestra en la oscuridad durante 2 h a temperatura ambiente (TGF-B y
MMP) o durante la noche a 4 °C (22 plex de citoquinas/quimioquinas) en un agitador de placas,
bien con microesferas anti-TGF-f1, -TGF-B2 y -TGF-f3 de humano, microesferas anti-
multicitoquinas humanas, o microesferas anti-MMPs humanas. En el caso concreto de la
determinacién de las isoformas de TGF-B, las muestras fueron previamente acidificadas
durante 1 h con HCl y posteriormente neutralizadas con NaOH, para la liberacién de TGF-8
latente. Después de la incubacidn, las microesferas se lavaron y se incubaron con el anticuerpo
de captura correspondiente marcado con biotina durante 1 h y media, seguido de una
incubacién de 30 min con una solucidn de estreptavidina-ficoeritrina. Las microesferas fueron
lavadas y leidas en un Luminex™ IS-100 (Luminex Corporation, Austin, Tx, EE.UU). Se utilizaron
curvas patrén a partir de estandares de concentracion conocida de TGF-J3, citoquinas o MMPs
recombinantes humanas, para convertir unidades de fluorescencia a concentracion en pg/ml
de TGF-B, citoquinas y MMPs, respectivamente. Los datos fueron analizados con el software
BeadView ™ (Upstate- Millipore, RU). Los niveles minimos detectables de
citoquinas/quimioquinas fueron de 1,5 pg/ml para RANTES; 2,4 pg/ml para GM-CSF, IL-1q, IL-
1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12p70, IP-10 y TNF-q; y 4,4 pg/ml para eotaxina-
1, IFN-y, IL-12p40, MCP-1 y MIP-1a.. El ensayo de MMPs reconocia MMPs totales, incluyendo
las formas pro- madura y unida al inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMP). Los niveles
minimos detectables de MMPs fueron 4,4 pg/ml para MMP-1; 1,3 pg/ml para MMP-3; 7,4
pg/ml para MMP-9 y 15,9 pg/ml para MMP-13. Los niveles minimos detectables de las
isoformas de TGF-f fueron 12 pg/ml para TGF-B1y 6 pg/ml para TGF-2 y TGF-[33.

9.2 Analisis por ELISA

La determinacién de SLPI, TSLP, MIP-3a. e IL-23 se llevd a cabo mediante ELISA con ensayo
comercial Quantikine® (R & D Systems) y la de IL-27 mediante un kit de ELISA de Diaclone

(Gene-probe, San Diego, CA, EEUU), ambos de tipo sandwich indirecto. Los ensayos se
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realizaron siguiendo el protocolo del fabricante; en resumen, se afiadieron 100 pl de tampdn
de dilucién en todos los pocillos. Se prepard una curva patrén realizando diluciones seriadas
con el estandar. Se afiadieron 100 pl de soluciones estandar (50 pl para TSLP), controles o
muestras previamente centrifugadas en los correspondientes pocillos, y se incubd durante 2 h
a temperatura ambiente. Se lavé la placa 3 veces con 300 ul de solucién de lavado. A
continuacidn, se afiadieron 200 ul de conjugado-HRP por pocillo. Se cubrié la placa y se incubé
durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las placas 3 veces en las
mismas condiciones, se afiadieron 200 pl por pocillo de la solucién de sustrato-TMB y se
incubd la placa durante 20 min a temperatura ambiente, evitando la exposicion directa a la luz.

Finalmente, se afadieron 50 pl por pocillo de la solucidn de parada proporcionada en el kit.

Las densidades o&pticas se midieron a 450 nm con correccion a 540 nm en un
espectrofotometro multilector de microplacas (SpectraMAx®M5, Molecular Devices, EEUU) y
se calculé la concentracion de las muestras interpolando los resultados en la recta patron de

los estandares correspondientes en cada caso.

El nivel minimo de deteccidn fue 25 pg/ml para SLPI; 3,46 pg/ml para TSLP; 0,47pg/ml para
MIP-3a; 6,8 pg/ml para IL-23 y 12,8 pg/ml para IL-27.

Adicionalmente a los ensayos de Luminex, se utilizaron kits de ELISA Quantikine ® TGF-f1y
TGF-B2 (R & D Systems) para medir los niveles de TGF-B1 y de TGF-f2 en determinados
experimentos, siguiendo el protocolo del fabricante. Las muestras fueron activadas con HCI,
como se describié anteriormente, para la liberacion del TGF-B latente. Se midieron ambas
muestras, acidificada correspondiente al TGF-f total y no-acidificada correspondiente al TGF-f
activado. Las muestras fueron analizadas por triplicado. El nivel minimo de deteccion fue 4,61
y 7 pg/ml para TGF-B1 y TGF-2 respectivamente. Las densidades dpticas se midieron a 450
nm con correccidn a 540 nm en un multilector de microplacas (SpectraMAx®M5) y se calculd la
concentracién de las muestras interpolando los resultados en la recta patrén de los estdndares

correspondientes en cada caso.
10. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se determind por ensayo XTT (Sigma-Aldrich). Esta prueba se basa en la
capacidad de las deshidrogenasas mitocondriales de las células viables para cortar el anillo de
tetrazolio del XTT (2,3-bis [2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolio-5-carboxyanilida)
produciendo cristales de formazan naranjas, que son solubles en soluciones acuosas,

valorandose su absorcién espectrofotométricamente. Debido a que esta reaccién sélo ocurre
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en mitocondrias de las células viables, es un método especialmente Util en la determinacién de
células vivas metabdlicamente activas. El ensayo se llevé a cabo siguiendo las indicaciones del
fabricante. De forma resumida, tras los tratamiento de células con IL-4, IL-13, TNF-a, IFN-y, IL-
17 e IL-17 + TNF-a. y con TGF-B1 y TGF-B2 (Tabla 1), en presencia/ausencia de los péptidos
anti-TGF-f3 P144 y P17, el medio de cultivo fue reemplazado con medio de cultivo DMEM/F12
libre de rojo fenol (Invitrogen-Gibco) antes de afadir solucion XTT; los cultivos se incubaron a
37 °C durante 15 h. Las placas se leyeron en un multilector de microplacas (SpectraMAx®M5)
usando una longitud de onda de 450 nm y una referencia de 620 nm. Como controles se
utilizaron células en cultivo sin ningun tipo de tratamiento. La viabilidad celular se expresé

como un porcentaje de la lectura con respecto al control. Cada ensayo se realizé tres veces.
11. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores estan expresados como media * error estandar de la media (SEM). En los
estudios de secrecion de TGF-f, citoquinas/quimioquinas, SLPI y MMPs se uso la prueba de la t
de Student para la comparaciéon de dos grupos de muestras independientes, después de haber
realizado un test de Levene para evaluar la homogeneidad de las varianzas en dichos grupos.
Para los datos densitométricos de los estudios de Western blotting, se usé la prueba t para una
muestra para las comparaciones entre los valores de intensidad de la banda de las células
tratadas (expresada como porcentaje de la intensidad de la banda control) y la intensidad de la
banda de control, establecido en 100. La significacidon estadistica del efecto de los péptidos
anti-TGF-f3 se analiz6 mediante andlisis de varianza (ANOVA) con la prueba de Sheffé como una
prueba post-hoc; si habia una heterogeneidad significativa de la varianza entre los grupos, se
utilizé el test post-hoc de Games-Howell. Valores de p < 0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos. La estadistica se analizé6 mediante el paquete estadistico SPSS

(SPSS 18.0 para Windows, SPSS Inc., Chicago, IL).
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Resultados

1. CELULAS EPITELIALES CORNEALES Y CONJUNTIVALES COMO “FUENTE” DE TGF-$

1.1 Estudio de la secrecion de las 3 isoformas de TGF-$ (TGF-B1, TGF-$2, TGF-$3) por las
células HCE e IOBA-NHC

1.1.1 Condiciones basales

Se determiné si las células epiteliales conjuntivales IOBA-NHC o las células corneales HCE
podrian ser una potencial fuente de TGF-B. Para ello se analizaron los niveles de TGF-B1, TGF-
B2 y TGF-B3 en los sobrenadantes de los cultivos de células no tratadas, para estudiar la
expresidon basal de proteina. Se comprobd que ambas lineas celulares secretaban TGF-B1y
TGF-B2 de manera constitutiva, pero con un patrén de secrecién diferente: mientras las
células IOBA-NHC secretaban mayoritariamente TGF-B1 (Fig. 8A), las células corneales
secretaban mayoritariamente TGF-f2 (Fig. 8B). La isoforma TGF-3 no se detecté en ninguno

de los tipos celulares (Fig. 8 A, B).
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Figura 8. Analisis de la secrecién de TGF-§ por células IOBA-NHC y HCE. Anadlisis de la secrecion de TGF-
1, TGF-B2 y TGF-B3 en células IOBA-NHC (A) y HCE (B) en condiciones basales. Los datos son la media +
SEM de tres experimentos diferentes llevados a cabo por duplicado.

1.1.2 Estudio de la modificacién de la secrecidn basal de TGF-B bajo condiciones

proinflamatorias

Se cultivaron las células durante 48 h en presencia de citoquinas cuya presencia se ha
destacado como implicada en enfermedades inflamatorias crénicas. En concreto, se estudio el
efecto de las citoquinas tipo Thl (IFN-y), Th2 (IL-4 e IL-13), Th17 (IL-17) asi como de la
citoquina proinflamatoria TNF-a en la secrecidn de TGF-f3, tanto en su forma latente, como en

su forma activa. Se estudid la secrecién de TGF-B1 en células IOBA-NHC y de TGF-[32 en células
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HCE, por ser las principales isoformas secretadas de forma basal respectivamente por cada

tipo celular, segun los resultados descritos anteriormente.

e Viabilidad celular tras tratamiento con citoquinas inflamatorias

Previamente, y para descartar un posible efecto téxico de las citoquinas proinflamatorias
en la viabilidad celular, se realizé un ensayo XTT de citotoxicidad celular. No se observaron
diferencias significativas tras las 48 h de tratamientos con los diferentes estimulos, ni en las
células HCE (Fig. 9A) ni en las células IOBA-NHC (Fig. 9B). Todos los valores de viabilidad celular

fueron del 90% o superiores.

Figura 9. Viabilidad de las células HCE e IOBA-NHC tras la exposicion a citoquinas proinflamatorias.
Analisis por ensayo XTT de la viabilidad de las células HCE (A) e IOBA-NHC (B) tras estimulacién con IL-4
(20 ng/ml), IL-13 (20 ng/ml), TNF-a. (25 ng/ml), IFN-y (500 U/ml), IL-17 (20 ng/ml) e IL-17+TNF-a durante
48 h. Los datos son la media + SEM de n=16 y estan expresados como porcentaje de viabilidad con
respecto a las células control no estimuladas (C=100%).

e Efecto de la exposicion de las células a la citoquina proinflamatoria TNF-¢, la citoquina

tipo Th1 (IFN-y)y las citoquinas tipo Th2 (IL-4 e IL-13) sobre la secrecidn de TGF-3

Se analizé la secrecion de TGF-3 en los sobrenadantes de las células tratadas con la TNF-q,,

IFN-y, IL-4 e IL-13 durante 48 h, mediante ensayo de ELISA. Los resultados obtenidos revelaron
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que el TGF-B secretado al medio se encontraba principalmente, en ambos tipos celulares, en
su forma latente, aunque se encontrd una pequefia cantidad en forma activa (Fig. 10). En estas
condiciones de inflamacién, en las células epiteliales corneales, se observd un aumento
significativo en la secrecidon de TGF-B2 cuando las células eran estimuladas con la citoquina
proinflamatoria TNF-a, tanto en la forma latente mayoritariamente secretada, como en la
activa (Fig. 10A). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas respecto a los niveles

basales en la secrecion de TGF-B1 por las células conjuntivales (Fig. 10B).

e Ffecto de la exposicion de las células a la citoquina tipo Th17 (IL-17) sobre la secrecion

de TGF-f3

Estudiamos la secrecién de TGF-§3 en condiciones inflamatorias Th17 exponiendo las células
a IL-17A. Se ha descrito que la IL-17 es capaz de modificar la secrecion de citoquinas
estimulada por TNF-a en algunos tipos celulares (Maertzdorf et al. 2002;van den et al. 2005).
En concreto, en el caso de células epiteliales de la superficie ocular, resultados obtenidos en
nuestro grupo han mostrado que la IL-17 aumenta sinérgicamente la produccion de IL-6 e IL-8
estimulada por TNF-oo por las células conjuntivales IOBA-NHC, mientras que disminuye
significativamente la produccién estimulada por TNF-a de IP-10 y RANTES por las células HCE
(Benito et al. “In vitro study of the envolvement of IL-17 in chronic and severe ocular surface
inflammatory processes”, ARVO meeting abstract Mayo 2012). Por tanto, estudiamos si la IL-
17 modifica la secrecion de TGF-[3 estimulada por TNF-a en las lineas celulares de la superficie
ocular. El estudio de la modificacidn de la secrecién basal en condiciones de inflamacién Th17
se llevd a cabo tras 48 h de estimulacidn con los diferentes tratamientos. Células no
estimuladas y estimuladas con TNF-a fueron utilizadas como controles. Se analizé tanto la

forma latente como la forma activa secretadas por ensayo multianalito en un Luminex.

Observamos que en células HCE, la IL-17 incrementaba significativamente la secrecién de la
forma activa de TGF-B2 (Fig. 10C). Comprobamos, ademas, en el control de tratamiento con
TNF-a, el incremento estadisticamente significativo de la secreciéon de ambas formas activa y
latente con TNF-a que habiamos observado previamente (Fig. 10C). El tratamiento conjunto de
IL-17 y TNF-a fue significativamente mayor que el control, pero no hubo efectos significativos
con respecto a la estimulacion con TNF-a.. En las células IOBA-NHC no se apreciaron efectos en

la secrecion de la isoforma TGF-B1 en estas condiciones de inflamacidn (Fig. 10D).
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Figura 10. Analisis de la secrecion de TGF-B por células HCE e IOBA-NHC en condiciones
proinflamatorias. (A, B) Analisis de la secrecion de TGF-2 por células HCE (A) y de TGF-B1 por células
IOBA-NHC (B) bajo condiciones inflamatorias tras estimulaciéon con IL-4 (20 ng/ml), IL-13 (20 ng/ml),
TNF-a (25 ng/ml) e IFN-y (500 U/ml) durante 48 h. (C, D) Analisis de la secrecion de TGF-B2 por células
HCE (C) y de TGF-B1 por células IOBA-NHC (D) bajo condiciones inflamatorias tras estimulacion con IL-17
(20 ng/ml), TNF-a (25 ng/ml) e IL-17+TNF-a durante 48 h. Los niveles de TGF-B bajo condiciones
inflamatorias fueron determinados tanto en sobrenadantes celulares acidificados (niveles totales) como
no acidificados (activo) y los niveles de TGF-f3 latente fueron calculados como la diferencia entre los
valores total y activo. Los datos son la media + SEM de tres experimentos diferentes llevados a cabo por
duplicado. *Significativamente diferente de las células basales no estimuladas (C): *p<0,05; **p<0,01.
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2. CELULAS EPITELIALES CORNEALES Y CONJUNTIVALES COMO “RECEPTORAS” DE TGF-B
2.1 Expresion de los receptores R, Rll y Rlll de TGF-f

El analisis de la expresién de receptores de TGF-£ (Rl, RIl y RIll) se hizo tanto en condiciones
basales como en condiciones inflamatorias Th1, Th2, Th17 y tras estimulacién con la citoquina
proinflamatoria TNF-c.. La expresion se estudid, tanto a nivel de ARNm mediante RT-PCR a
tiempo real, como a nivel proteico mediante Western blotting e inmunofluorescencia, para el

estudio y cuantificacion proteica, asi como para su localizacion celular, respectivamente.
2.1.1 Expresidén en condiciones basales

Se observé la expresion génica de los tres tipos de receptores en condiciones basales en los
dos tipos celulares por RT-PCR a tiempo real (Fig. 11A). De los tres receptores, el Rll de TGF-f3
fue el mas expresado, tanto en la linea celular HCE como en la IOBA-NHC (Fig. 11A). Las células
HCE presentaron mayores niveles de expresién para este receptor comparado con las IOBA-
NHC, mientras que las células IOBA-NHC tenian mayores niveles de TGF-£ Rl y Rlll en
comparacion con las células HCE (Fig. 11A). La expresiéon de ARNm de los tres tipos de
receptores de TGF-B se comprobd en epitelio corneal, limbar y conjuntival de muestras
humanas. Se observé que las células epiteliales de limbo tenian los mayores niveles de
expresion génica para los tres receptores. El TGF-S Rl fue el receptor mas expresado, tanto en

este tejido como en las células epiteliales conjuntivales (Fig. 11B).
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Figura 11. Expresion basal de los receptores de TGF-3. Andlisis por RT-PCR a tiempo real de la expresién
de ARNm de los receptores de TGF-B3 (RI, RIl, Rlll) en (A) células IOBA-NHC y HCE en condiciones basales
y (B) en tejido corneal y limbar de donantes caddver y epitelio conjuntival obtenido de sujetos sanos. La
expresion se normalizéd y se expresé en tanto por 1 de la expresion de TGF-f Rl en (A) células
conjuntivales o (B) en cdrnea.

Confirmamos la presencia de proteina de los receptores de TGF-3 Rl y RIl por Western
blotting y por inmunofluorescencia; el estudio de la expresién de TGF-f RIll sélo se pudo llevar
a cabo mediante inmunofluorescencia porque ninguno de los anticuerpos probados daba un

resultado satisfactorio para la técnica de Western blotting.

2.1.2 Estudio de la modificacién de la expresidn basal de receptores de TGF- bajo

condiciones proinflamatorias

Se estudio la expresion de los receptores de TGF-B en células expuestas a condiciones
proinflamatorias (TNF-ot), Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4 e IL-13) y Th17 (IL-17 e IL-17 + TNF-a ) durante
48 h. Por Western blotting observamos que en las células corneales habia un descenso
significativo de la expresion de TGF-f Rl tras la exposicion a IL-4 (Fig. 12A) y un aumento
estadisticamente significativo en la expresion de TGF-f Rl tras el tratamiento con TNF-a (Fig.
12B). En las células conjuntivales no se observaron cambios significativos en la expresién de los

receptores de TGF-f3 en estas condiciones de inflamacién (Fig. 12 C, D).
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Figura 12. Expresion de los receptores de TGF-B en condiciones Thl, Th2 y con la citoquina
proinflamatoria TNF-a. Andlisis por Western blotting de la expresién de los receptores de TGF-3 (Rl y
RIl) en células HCE (A, B) y en IOBA-NHC (C, D) en condiciones basales (C en eje de abscisas) y bajo
condiciones inflamatorias tras 48 h de tratamiento con IL-4 (20 ng/ml), IL-13 (20 ng/ml), TNF-a (25
ng/ml) e IFN-y (500 U/ml). Se muestra una imagen representativa de Western blotting de la expresion
de TGF-B RI, TGF-B RIl y a-actinina. Los datos en gréficos de barras corresponden al analisis
densitométrico de la intensidad de la banda, y estan expresados como el porcentaje de intensidad de la
banda con respecto a las células control no estimuladas. Los datos fueron normalizados con respecto a
la expresion de a-actinina. Los datos son la media + SEM de tres experimentos diferentes llevados a
cabo por duplicado. *Significativamente diferente de las células basales no estimuladas: *p<0,05;
**p<0,0005.

En condiciones inflamatorias Th17, observamos por Western blotting que IL-17
incrementaba significativamente la expresion de Rl tanto en células HCE (Fig. 13A) como en
IOBA-NHC (Fig. 13C); observamos también que el tratamiento conjunto de IL-17 y TNF-a
producia una disminucién de la expresién de Rl respecto a los niveles expresados con IL-17 en
ambos tipos celulares, asi como una disminucion en la expresién de RIl con respecto a la
expresion estimulada con TNF-a en células HCE (Fig. 13B) y respecto a la estimulada con IL-17

y TNF-a en las células IOBA-NHC (Fig. 13D).
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Figura 13. Expresion de los receptores de TGF-3 en condiciones proinflamatorias Th17. Analisis por
Western blotting de la expresion de los receptores de TGF-B Rl (Ay C) y Rll (By D) en células HCE (Ay B)
y en IOBA-NHC (C y D) en condiciones basales y bajo condiciones inflamatorias tras 48 h de tratamiento
con IL-17 (20 ng/ml), TNF-a. (25 ng/ml) e IL-17 + TNF-a.. Se muestra una imagen representativa de
Western blotting de la expresion de TGF-f RI, TGF-f RIl y a-actinina. Los datos en graficos de barras
corresponden al andlisis densitométrico de la intensidad de la banda, y estan expresados como el
porcentaje de intensidad de la banda con respecto a las células control no estimuladas. Los datos fueron
corregidos con respecto a la expresion de a-actinina. Los datos son la media + SEM de tres experimentos
diferentes llevados a cabo por duplicado. *Significativamente diferente de las células basales no
estimuladas: *p<0,05, **p<0,0005. "Significativamente diferente de las células tratadas con IL-17 o con

TNF-a: 'p<0,05; *'p<0,01.

La localizacién celular de los receptores de TGF-f RI, RIl y RIll en células epiteliales
corneales y conjuntivales en condiciones basales e inflamatorias se analizd mediante ensayos
por inmunofluorescencia en células fijadas (Fig. 14 y 15). En células HCE, la sefial del Rl del
TGF-B fue observada predominantemente en el nucleo bajo condiciones basales y de
inflamacién Th17, y en el citosol tras la exposicién a TNF-a y a las citoquinas tipo Th1 (INF-y) y
Th2 (IL-4 e IL-13) (Fig. 14). Mientras, en las células IOBA-NHC la tincién de TGF-$ Rl estaba
localizada en la region nuclear en todas las condiciones excepto con el tratamiento con TNF-q,
en el cual se observd que la sefial de inmunofluorescencia estaba concentrada en el drea
perinuclear (Fig. 15). Los niveles de expresion de proteina observados por inmunofluorescencia
para los tres receptores de TGF-f3 y por Western blotting para TGF-3 Rl y TGF-B Rl coincidian

con los niveles de ARNm en las dos lineas celulares.
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Figura 14. Analisis de inmunofluorescencia de la expresion de los receptores de TGF-f en células
epiteliales corneales HCE. La expresion de los receptores de TGF-B (RI, Rl y RIll) (verde) fue analizada
por inmunofluorescencia en células epiteliales corneales HCE en condiciones basales (control) e
inflamatorias después de 48 h de tratamiento con IL-4 (20 ng/ml), IL-13 (20 ng/ml), TNF-a (25 ng/ml),
IFN-y (500 U/ml), IL-17 (20 ng/ml) e IL-17 + TNF-a.. Objetivo 40x. Barra de escala: 30 um.
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Figura 15. Analisis de inmunofluorescencia de la expresion de los receptores de TGF-f en células
epiteliales conjuntivales IOBA-NHC. La expresidn de los receptores de TGF-B (R, Rll y RIll) (verde) fue
analizada por inmunofluorescencia en células epiteliales conjuntivales IOBA-NHC en condiciones basales
(control) e inflamatorias después de 48 h de tratamiento con IL-4 (20 ng/ml), IL-13 (20 ng/ml), TNF-a. (25
ng/ml), IFN-y (500 U/ml), IL-17 (20 ng/ml) e IL-17 + TNF-a.. Objetivo 40x. Barra de escala: 30 um.
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Puesto que no se pudo hacer el estudio de la expresidon de proteina de RIll de TGF-j
mediante Western blotting por problemas con el anticuerpo, evaluamos la expresién de este
receptor mediante la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia media de la expresion
observada en los ensayos de inmunofluorescencia con el software Leica Application Suite. Los
resultados de esta cuantificacion no mostraron diferencias estadisticamente significativas en
las células HCE entre la expresion en condiciones basales y en las diferentes condiciones
inflamatorias de estimulacién (Fig. 16 A, B). Por el contrario, en las células IOBA-NHC, se
observé un aumento significativo de la expresion del receptor Rlll tras el tratamiento con TNF-
o e IFN-y (Fig. 16 C) y al borde de la significacién estadistica (p=0,06) tras estimulacién con IL-
17 (Fig. 16 D) si bien el incremento era muy pequeio. Observamos ademas, que el tratamiento
conjunto de IL-17+4TNF-a producia una disminucién estadisticamente significativa de la

expresion de RIIl respecto al incremento de la expresion observado con IL-17 y TNF-a (Fig.

16D).

A C
150 HCE 200 I0OBA-NHC
gs £ woe
& 2510
22 g g
g PP e B e
1 1
32 s0{- 88
RS B B
2% 2%
2L £g
=% o £ ol
c IL-4 IL-13  TNF-a IFN«y c IL-4  IL-13  TNF-q IFN-
B HCE D IOBA-NHC
_ 150 150 —
=3 P ' R —
- E=] b= *k
gy g% p=0.06
= @ O
2o 1004 S g 100 pm—m - . wx
82 gT
= S8
SE 50 22 5o
g 8 - 8
o8 Em
2% 2%
c IL-17 TNF-q  IL-17+ TNF< c IL-17 TNF-q  IL=17+ TNF

Figura 16. Andlisis de la intensidad de fluorescencia media de los ensayos de inmunofluorescencia
para la expresion del receptor Il de TGF- (RIll) en diferentes condiciones proinflamatorias. Andlisis de
la expresion del receptor de TGF-$ RIll en células HCE (A, B) y en IOBA-NHC (C, D) en condiciones basales
(C) y bajo condiciones inflamatorias después de 48 h de tratamiento con IL-4 (20 ng/ml), IL-13 (20
ng/ml), TNF-a. (25 ng/ml), IFN-y (500 U/ml), IL-17 (20 ng/ml) e IL-17+ TNF-a.. Los datos en graficos de
barras corresponden al andlisis de la intensidad de fluorescencia media, y estan expresados como el
porcentaje de intensidad de fluorescencia con respecto a las células control no estimuladas. Los datos
son la media + SEM de los datos de cuatro fotografias por tratamiento llevados a cabo por duplicado en
dos experimentos independientes. *Significativamente diferente comparado con las células basales no
estimuladas: **p<0,0005. **Significativamente diferente comparado con las células tratadas con IL-17 o
TNF-a: "p<0,01.

69



Resultados

2.2 Activacion de transduccion de sefiales implicadas en las respuestas a TGF-f§

Con el objetivo de conocer los mecanismos intracelulares activados en las respuestas a TGF-
[ en las células epiteliales corneales y conjuntivales, analizamos la fosforilacién y translocacion

nuclear del factor de transcripciéon SMAD-2 y del factor inhibidor SMAD-7.

2.2.1 Andlisis de la viabilidad celular tras la exposicidn a TGF-p.

Para descartar un posible efecto téxico de la isoformas de TGF-B en la viabilidad celular se
realizdé un ensayo XTT. Todos los valores de viabilidad celular fueron del 90% o superiores; no
se observaron diferencias significativas en la viabilidad celular ni en células HCE (Fig. 17 A) ni

en las células IOBA-NHC (Fig. 17 B).

Figura 17. Viabilidad de las células HCE e IOBA-NHC tras la exposicion a TGF-B. Andlisis por ensayo XTT
de la viabilidad de las células HCE (A) e IOBA-NHC (B) tras estimulacién con TGF-B1y TGF-2 (10 ng/ml)
durante 48 h. Los datos son la media + SEM de n=16 y estan expresados como porcentaje de viabilidad
con respecto a las células control no estimuladas (C=100%).

2.2.2 Analisis de la fosforilacion y translocacidn al nucleo del factor de transcripcion SMAD-

2 tras el tratamiento con TGF-f3

Confirmamos que ambos tipos celulares, HCE e IOBA-NHC, respondian al TGF-
incrementando la fosforilacién de SMAD-2 (via candnica intracelular para TGF-) y con

translocacién nuclear tras 30 min de tratamiento con ambas isoformas de TGF-f3, TGF-B1 y
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TGF-B2. El incremento en la fosforilaciéon se observé por Western blotting (Fig. 18 A, B) y la

translocacion nuclear por tincién de inmunofluorescencia (Fig. 18 C, D).

Figura 18. Expresidon y translocacion nuclear de pSMAD2 en células epiteliales corneales y
conjuntivales en condiciones basales y estimuladas con TGF-B1 y TGF-B2. Las células fueron tratadas
con TGF-B1y B2 (10 ng/ml) durante 30 min. (A y B) Analisis de Western Blotting en células HCE (A) y en
IOBA-NHC (B). Se muestra una imagen representativa de la expresion de pSMAD-2, SMAD-2 y o-
actinina. Las barras corresponden al analisis densitométrico de la intensidad de la banda, expresado
como el porcentaje de la intensidad de la banda con respecto a células control no estimuladas. Los
datos estan expresados como el ratio de pSMAD-2 /SMAD-2 y fueron corregidos con respecto a la
expresidon de a-actinina. Los datos son la media + SEM de tres experimentos diferentes llevados a cabo
por duplicado. *Significativamente diferente del control: *p<0,05; **p<0,005. (C y D) Andlisis de
inmunofluorescencia de pSMAD-2 y SMAD-2 (verde) en células HCE (C) e IOBA-NHC (D). Objetivo 40x.
Barra de escala: 30 um.
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2.2.3 Andlisis de la expresion de SMAD-7

Ademas de la fosforilacion y translocacidon nuclear de SMAD-2, se analizé la expresion de

SMAD-7 a los 30 min de tratamiento con las isoformas de TGF-§3, TGF-B1y TGF-[2.

Tanto las células HCE como las IOBA-NHC expresaron SMAD-7 en condiciones basales (Fig.
19). En las células IOBA-NHC se observé por Western blotting una disminucién
estadisticamente significativa de la expresién de SMAD-7 con la isoforma TGF-B1 (Fig. 19B).
Confirmamos estos resultados por ensayo de inmunofluorescencia. No se observaron
diferencias de localizaciéon celular de SMAD-7 entre los controles y tras los diferentes

tratamientos en ninguno de los 2 tipos celulares (Fig. 19C).

Figura 19. Expresion de SMAD?7 en células epiteliales corneales y conjuntivales en condiciones basales
y estimuladas con TGF-1 y TGF-f2. Analisis por Western blotting de la expresién de SMAD-7 en células
(A) HCE y (B) IOBA-NHC estimuladas con TGF-1 (10 ng/ml) y TGF-B2 (10 ng/ml) durante 30 min. Se
muestra una imagen representativa de la expresidon de SMAD-7 y a-actinina. Las barras corresponden al
analisis densitométrico de la intensidad de la banda, expresado como el porcentaje de la intensidad de
la banda con respecto a células control no estimuladas. Los datos fueron corregidos con respecto a la
expresion de a-actinina. Los datos son la media + SEM de tres experimentos diferentes llevados a cabo
por duplicado. *Significativamente diferente del control: **p<0,005. (C) Analisis por
inmunofluorescencia de SMAD-7 (verde). Los nucleos celulares fueron tefiidos con ioduro de propidio
(rojo). Objetivo 40x. Barra de escala: 30 um.
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2.2.4 Andlisis de la activacién de otras vias de sefalizacion implicadas en respuestas a

otros estimulos inflamatorios: pSTAT-1/STAT-1, pSTAT-6/STAT6, plkBo/IkBa.

Para determinar si parte de los efectos del TGF-3 sobre las células pudieran ser debidos a la
activacion de otras vias de sefalizacion, se estudid si TGF-3 activaba la via de sefializacién
inflamatoria de NFxB (via de sefializacion del TNF-a), y las vias de sefializacién pSTAT-1/STAT-1
y de pSTAT-6/STAT-6 de IFN-y y de IL-4 e IL-13 respectivamente, en las células epiteliales
corneales y conjuntivales. Este estudio se llevd a cabo analizando por Western blotting la

expresion de estos factores de transcripcion y su fosforilacién.

No se observé ninguna diferencia estadisticamente significativa en la activacion de la via de
sefializacion inflamatoria del factor de transcripcion NFxB, ya que no se observd ninguna
diferencia significativa en la relacion plkBo/IkBa (inhibidor de NFxB) tras estimulacion con
TGF-B durante 30 min en ninguno de los 2 tipos celulares estudiados. Tampoco se observd
activacion por TGF-f3 en células HCE e IOBA-NHC de la via de sefializacion pSTAT-1/STAT-1 ni de
la via pSTAT-6/STAT-6 (datos no mostrados).

2.3 Modificacion por TGF-f de la expresion de receptores para diferentes moléculas

implicadas en respuestas inflamatorias
2.3.1 Analisis del receptor tipo Toll TLR-4

Dada la implicacion del receptor tipo Toll TLR-4 en los procesos inflamatorios de la
superficie ocular, analizamos si la expresién en células HCE e IOBA-NHC se modificaba por el
tratamiento con TGF-f. El analisis se hizo tanto a los 30 min de tratamiento con TGF-3, para
ver su efecto a corto plazo, como a las 48 h de tratamiento, para ver el efecto a mas largo

plazo.

Los resultados obtenidos mediante Western blotting mostraron que el tratamiento con la
isoforma TGF-B2 producia una disminucién estadisticamente significativa de la expresién de
TLR-4 en células HCE tanto a 30 min como a 48 h (Fig. 20 A, B). La isoforma TGF-B1 también
disminuyd la expresion, pero este efecto no fue estadisticamente significativo (Fig. 20 A, B). En
las células epiteliales conjuntivales IOBA-NHC, se observd una disminucién significativa de la
expresion de TLR-4 tras el tratamiento durante 48 h con ambas isoformas de TGF-3 (Fig. 20 C,

D).
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Figura 20. Expresion de TLR-4 en células epiteliales corneales y conjuntivales en condiciones
basales y estimuladas con TGF-B1 y TGF-f32. Analisis por Western blotting del efecto de TGF-3 en

la expresion de TLR-4 en células epiteliales corneales (HCE) (A,

B) y en células epiteliales

conjuntivales (IOBA-NHC) (C, D) a los 30 min (A, C) y 48 h (B, D) de tratamiento. Se muestra una
imagen representativa de la expresion de TLR-4 y de a-actinina. Las barras corresponden al
analisis densitométrico de la intensidad de la banda, expresado como el porcentaje de la
intensidad de la banda de TLR-4 con respecto a células control no estimuladas (C). Los datos
fueron corregidos con respecto a la expresion de a-actinina. Las barras corresponden a la media
+ SEM de dos experimentos independientes por duplicado. * Significativamente diferente del
control: *p< 0,05; **p< 0,01 respecto a células no estimuladas.

Los andlisis mediante ensayos de inmunofluorescencia confirmaron la disminucion de

expresion observada tras el tratamiento respecto a los niveles basales en ambos tipos

celulares (Fig. 21).
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Figura 21. Expresion de TLR-4. Deteccion por microscopia de inmunofluorescencia de TLR-4 (verde) en
la linea celular epitelial corneal (HCE) y en la linea celular epitelial conjuntival (IOBA-NHC) tras
estimulacién con TGF-B1 y TGF-f2 a los 30 min y 48 h de tratamiento. Los nucleos celulares fueron
tefiidos con ioduro de propidio (rojo). Objetivo 40x. Barra de escala: 30 um.

2.3.2 Andlisis del receptor IL-17 (IL-17R)

El efecto del TGF-J3 sobre la expresidn del receptor de la citoquina inflamatoria IL-17 se
analizé por inmunofluorescencia. Los resultados obtenidos confirmaron que, tanto las células
epiteliales conjuntivales IOBA-NHC, como las corneales HCE, expresan receptores para IL-17 en
condiciones basales. Se observaron diferencias de intensidad en la expresién basal de estos
receptores entre las células HCE e IOBA-NHC, encontrandose una mayor expresion en las

células HCE (Fig. 22A).

El andlisis de la cuantificacién de la intensidad de fluorescencia mostré que tras el
tratamiento durante 48 h con ambas isoformas de TGF-B,la expresiéon del IL-17R se
incrementaba significativamente en las células IOBA-NHC; este efecto no se observo en las HCE

(Fig. 22B).
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Figura 22. Analisis de la expresion del receptor de IL-17 (IL-17R). (A) Deteccién por microscopia de
inmunofluorescencia del receptor de IL-17 (IL-17R) (verde) en la linea celular epitelial corneal (HCE) y en
la linea celular epitelial conjuntival (IOBA-NHC) tras estimulacién con TGF-f1 y TGF-2 a las 48 h de
tratamiento. Los nucleos celulares fueron tefidos con ioduro de propidio (rojo). Objetivo 40x. Barra de
escala: 30 um. (B) y (C) Andlisis de la intensidad de fluorescencia media de los ensayos de
inmunofluoresencia para la expresion de IL-17 R en células (B) HCE y (C) IOBA-NHC. Los datos en graficos
de barras estdn expresados como el porcentaje de intensidad de fluorescencia con respecto a las
células control no estimuladas (C). Los datos son la media + SEM de cuatro fotografias por tratamiento
en dos experimentos diferentes llevados a cabo por duplicado. *Significativamente diferente de las
células basales no estimuladas: **p<0,05.
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2.4 Analisis de la secrecién celular en condiciones basales y en respuesta a las distintas

isoformas de TGF-3

Para estudiar qué efectos tiene el tratamiento con TGF-f3 sobre la secrecidn celular por
células epiteliales de la superficie ocular, se determind la secrecion de citoquinas vy
quimioquinas y de SLPI, TSLP y MMPs en las células epiteliales corneales y conjuntivales

después de 24 y/o 48 h de exposicién a TGF-B1 o TGF-f32.
2.4.1 Citoquinas/quimioquinas

Se mantuvieron células en condiciones basales (en ausencia de estimulo inflamatorio) como
referencia. Para el andlisis del patrén de citoquinas/quimioquinas secretado por las células se

utilizaron dos métodos:

1) Array de microesferas basado en sistema de detecciéon multi-analito Luminex 1S-100
basado en la tecnologia X-MAP (Luminex ™ Corporation, Austin, Tx, USA) para el estudio de la
secrecion de Eotaxina-1, GM-CSF, IFN-y, IL-1a., IL-18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10,
IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-15, IP-10, MCP-1, MIP1a, TNF-o. y RANTES.

2) Ensayos de ELISA para el estudio de la secrecién de MIP-30,/CCL-20, IL-23 e IL-27.

Todas las citoquinas se analizaron en ambos tipos celulares. Los resultados obtenidos
mostraron que el tratamiento con TGF-f modificaba el patrén de secrecién celular de
citoquinas y quimioquinas con algunas diferencias dependiendo del tipo celular (corneal o
conjuntival), el tiempo de exposicion al TGF-3 (24 h 0 48 h) y el tipo de isoforma de TGF-B (Bl o
2) utilizado en la estimulacién. En concreto, se observaron los siguientes cambios (sélo se
muestran los cambios que presentaron diferencias significativas)(Fig. 23): se observé que la
secrecién de GM-CSF estaba incrementada significativamente en ambos tipos celulares tras 24
h (HCE) o 48 h (HCE e IOBA-NHC) de exposicidon a TGF-B1 y TGF-B2 (Fig. 23 Ay B). En células
HCE (Fig. 23A) la secrecién de IL-10 tras 24 0 48 h y de IL-6 tras 48 h de exposiciéon a TGF-f1 o
TGF-B2 se vio incrementada. El tratamiento con TGF-B1 en este tipo celular también
incrementd significativamente la secrecion de IL-12p40 a las 24 h, mientras que disminuyé
significativamente la secrecion de RANTES después de 48 h. El tratamiento con TGF-2
significativamente incrementd la secrecion de IL-2. En las células IOBA-NHC (Fig. 23B) se
observd un incremento en la secrecidn de IL-8 tras la exposicion durante 24 h a TGF-f1 y a
TGF-B2 tanto a 24 h como a 48 h. La secrecidn de IP-10 (tras 24 y 48 h) y RANTES (tras 24 h) se

vio significativamente disminuida tras la exposicién tanto a TGF-B1 como a TGF-32.
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Figura 23. Efectos del TGF-f sobre la secrecion de citoquinas/quimioquinas en células HCE e IOBA-
NHC. La secrecién de citoquinas y quimioquinas por células epiteliales corneales (HCE) (A) vy
conjuntivales (IOBA-NHC) (B) fue determinada en sobrenadantes celulares en condiciones basales y tras
24 h (barras cerradas) y 48 h (barras abiertas) de exposicion a TGF-B1 o TGF-B2 (10 ng/ml). Los datos son
la media + SEM de tres experimentos diferentes llevados a cabo por duplicado. Sélo se muestran
aquellas citoquinas o quimioquinas que presentaron diferencias significativas respecto a los niveles
basales en cada tipo celular.*Significativamente diferente comparado con la secrecién basal: *p<0,05.

Adicionalmente, se estudid la secrecion de las citoquinas/quimioquinas MIP-30./CCL-20, IL-
23 e IL-27 por ELISA, tras 48 h de exposicion a TGF-B. No se observaron diferencias
significativas en la secrecién de MIP-3a ni de IL-23 para ninguno de los tipos celulares tras los
diferentes tratamientos (datos no mostrados). No se detectd secrecion de IL-27 en ningun tipo

celular tras 48 h de tratamiento con TGF-f (datos no mostrados).
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2.4.2 Inhibidor de la proteasa de leucocitos secretores (Secretory leucocyte protease

inhibitor, SLPI)

Para llevar a cabo el estudio del efecto del TGF-J3 sobre la secrecién de SLPI por células
epiteliales de la superficie ocular, se procedié al cultivo de las células HCE e IOBA-NHC en
presencia/ausencia de TGF-B1 y TGF-2 durante 48 h, y se analizé dicha secrecion mediante
ensayo de ELISA. Se observd que ambos tipos celulares secretaron SLPI basalmente; ademas,
se observd que tras 48 h de exposicion, el tratamiento con TGF-B1 produjo una disminucién

estadisticamente significativa de la secrecidon basal en ambos tipos celulares (Fig. 24).

Figura 24. Efecto del TGF-f sobre la secrecion de SLPI por células epiteliales corneales (HCE) y
conjuntivales (IOBA-NHC). La secrecidn de SLPI por células epiteliales corneales (HCE) y conjuntivales
(IOBA-NHC) fue estudiada en condiciones basales (C) y tras 48 h de exposicion a TGF-f1 o TGF-f2 (10
ng/ml). Los datos son la media de tres experimentos diferentes llevados a cabo por duplicado.
*Significativamente diferente de las células basales no estimuladas (control): *p<0,05; **p<0,01.

2.4.3 Linfopoietina estromal timica (Thymic Stromal Lymphopoietin, TSLP)

Se analizé también, mediante ELISA convencional, la expresién de la molécula TSLP (Thymic
Stromal Lymphopoietin) en condiciones basales y tras 48 h de estimulacién con TGF-f. No se

detecto secrecion de TSLP en ninguno de los casos estudiados (datos no mostrados).

2.4.4 Metaloproteinasas (MMPs)

Dada la implicacion de las MMPs en los procesos inflamatorios, se analizdé la secrecion de
metaloproteinasas 1, 3, 9 y 13 mediante la determinacién simultdanea multianalito en un

Luminex IS-100 tras 24 h y 48 h de estimulacién de las células con TGF-B1y TGF-2.
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Se observaron diferentes patrones en la expresién basal de MMPs para células corneales
HCE y conjuntivales IOBA-NHC: las células HCE secretaron principalmente MMP-9 y MMP-13 y
bajos niveles de MMP-1, mientras que las células IOBA-NHC secretaron elevados niveles de
MMP-1, seguido por bajos niveles de MMP-3 y MMP-13 y niveles casi no detectables de MMP-
9 (Fig. 25). Las secreciones de MMP-9 y MMP-13 estaban significativamente incrementadas en
células HCE tras 24 y 48 h de tratamientos con TGF-1 o TGF-B2, y la MMP-1 tras 24 h de
exposicion a TGF-B2 (Fig. 25). En las células IOBA-NHC, el tratamiento con TGF-B1 incrementd
significativamente la secrecién de MMP-13 a las 48 h de tratamiento; se observé ademas, que
los niveles de MMP-1 estaba incrementados en células IOBA-NHC después de 48 h de
tratamiento con TGF-B1 y TGF-B2, sin embargo, no se detectaron efectos estadisticamente

significativos en este caso.
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Figura 25. Efectos del TGF-3 sobre la secrecién de metaloproteinasas por células epiteliales corneales
(HCE) y conjuntivales (IOBA-NHC). La secrecién de MMP-1, MMP-3, MMP-9 y MMP-13 por células HCE e
IOBA-NHC fue determinada en sobrenadantes celulares en condiciones basales (C) y tras 24 (barras
cerradas) y 48 h (barras abiertas) de exposicién a TGF-f1 o TGF-B2 (10 ng/ml). Los datos son la media
de tres experimentos diferentes llevados a cabo por duplicado. *Significativamente diferente
comparado con la secrecidn basal a su tiempo correspondiente: *p<0,05.
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2.5 Anélisis del efecto del TGF- en la transicién epitelial a mesenquimal: estudio de la

expresién de e-cadherina

Uno de los efectos que el TGF-B provoca sobre células epiteliales es provocar en ellas
transicion a célula tipo mesenquimal. Para llevar a cabo el estudio del efecto del TGF-3 sobre la
transicién epitelial mesenquimal (EMT) en las células epiteliales conjuntivales y corneales, se
procedio al estudio de la expresidn de la proteina e-cadherina en las células en cultivo, tanto
en condiciones basales como estimuladas con TGF-B, significando que a menor expresion de
esta proteina, mayor EMT existia. El estudio se llevd a cabo mediante técnicas de
inmunofluorescencia en células fijadas tras someterlas a los tratamientos con TGF-B1 y TGF-32
durante 48 h y se cuantificd la intensidad de fluorescencia media. Se confirmd la expresion
basal de e-cadherina en ambos tipos celulares, si bien dicha expresidn era mucho mayor en el
caso de las células corneales HCE que en las conjuntivales IOBA-NHC en las que la expresion
observada fue muy tenue (Fig. 26). Observamos que TGF-B1 inhibia significativamente la
expresion de e-cadherina en células HCE, mientras que en las IOBA-NHC ambas isoformas de

TGF-pB produjeron un aumento significativo de la expresién de e-cadherina respecto al control.

82



Resultados

Figura 26. Efecto del TGF-3 sobre la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) en células epiteliales
corneales (HCE) y conjuntivales (IOBA-NHC). Se analizo la expresidon de e-cadherina (A) Deteccion por
microscopia de inmunofluorescencia de e-cadherina (verde) en células HCE y en IOBA-NHC en
condiciones basales (C) o estimuladas durante 48 h con TGF-1 (10 ng/ml) o TGF-B2 (10 ng/ml). Los
nucleos celulares fueron tefiidos con ioduro de propidio (rojo). Objetivo 40x. Barra de escala: 30 um (B)
y (C) Analisis de la intensidad de fluorescencia media de los ensayos de inmunofluorescencia para la
expresion de e-cadherina en células (B) HCE y (C) IOBA-NHC expresada como porcentaje del control de
células en ausencia de estimulo (C). *Significativamente diferente de las células basales no estimuladas:
**p<0,05.
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3. ESTUDIO DE LA EFICACIA DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS ANTI-TGF-B EN LA MODULACION
DE LA RESPUESTA DEL EPITELIO CORNEAL

Con objeto de determinar si los péptidos sintéticos anti-TGF- P17 y P144 eran capaces de
revertir algunos de los efectos estimulados por esta molécula, se comprobd como afectaban a
la funcionalidad celular determinando su efecto sobre:

1) La viabilidad celular.

2) La activacidn de transduccidn de sefiales implicadas en las respuestas a TGF-3.

3) La secrecidn celular.

4) La expresion de TLR-4.

5) La transicion epitelio-mesenquimal.

Los estudios llevados a cabo con estos péptidos se centraron en la linea celular HCE, por
ser esta en la que se obtuvieron mejores resultados en cuanto a respuesta a TGF-f3. Las células
fueron expuestas a TGF-B1 y TGF-B2, en presencia o ausencia de los péptidos anti-TGF-f3, P17
o P144.

3.1 Efecto de los péptidos anti-TGF-f en la viabilidad celular

Para descartar que estos péptidos anti-TGF-$ provocaran efectos téxicos sobre las células,
se realizd un ensayo de viabilidad mediante un ensayo XTT. Se estudiaron 2 tiempos (24 y 48 h)
asi como 2 dosis de TGF-f1 y TGF-f2 (1 y 10 ng/ml), no observdndose ningin efecto

significativo sobre las células en las dosis y tiempo estudiados (Fig. 27).
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Figura 27. Efecto de los péptidos anti-TGF-f3 sobre la viabilidad de las células HCE en condiciones
basales y estimuladas con TGF-B1 y TGF-B2. Las células epiteliales corneales fueron estimuladas con 1
ng/ml (A'y B) o 10 ng/ml (C y D) de TGF-B1 y B2 durante 24 h (Ay C) o 48 h (B y D) en presencia o
ausencia de 200 pg/ml de los péptidos anti-TGF-B P17 y P144. Las barras representan el porcentaje de
viabilidad respecto al control (C=100 %).

3.2 Efecto de los péptidos anti-TGF-f en la activacion de transduccion de sefales

implicadas en las respuestas a TGF-f3
3.2.1 Efecto en pSMAD-2/SMAD-2

El efecto de los péptidos anti-TGF-f3 P17 y P144 sobre la expresién y traslocacién nuclear de
PSMAD-2 se estudio en células HCE estimuladas por TGF-f durante 30 min. Este estudio se
llevé a cabo mediante inmunofluorescencia (Fig. 28 A) y por Western blotting (Fig. 28 B).

Se observé que el péptido P144 inhibia tanto la expresién como la traslocacién al nucleo de
pSMAD-2 tanto bajo el estimulo de TGF-1 como TGF-[2, si bien la disminucidn en la expresion
de proteina sélo resultd ser estadisticamente significativa sobre la estimulacidn con TGF-$2. La

expresién de SMAD-2 no se vio alterada en ningun caso.
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Figura 28. Efecto de los péptidos anti-TGF-B P144 y P17 en la expresion de pSMAD-2 en células
epiteliales corneales en condiciones basales y tratadas con TGF-B1 y TGF-B2. Las células fueron
expuestas a TGF-B1 y TGF-B2 (10 ng/ml) durante 30 min en presencia/ausencia de 200 pg/ml de los
péptidos anti-TGF-f3 P17 y P144. (A) Ensayo de inmunofluorescencia de pSMAD-2 (verde). Los insertos
corresponden a la expresion de SMAD-2. Objetivo 40x. Barra de escala: 30 um (B) Analisis de Western
blotting. Se muestra una imagen representativa de la expresion de pSMAD-2, SMAD-2 y a-actinina. Los
datos en los graficos de barras corresponden al andlisis densitométrico de la intensidad de la banda,
expresada como el porcentaje de intensidad de la banda con respecto a las células control no
estimuladas. Los datos estan expresados como ratio pSMAD-2/SMAD-2 y fueron corregidos con
respecto a la expresion de a-actinina. Los datos son la media de tres experimentos diferentes llevados a
cabo por duplicado. *Significativamente diferente del control: *p<0,05; **p<0,01. *Significativamente
diferente comparado con el correspondiente valor estimulado por TGF- en ausencia de péptido:
*p<0,005.
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3.2.2 Efecto en SMAD-7

Se estudio el efecto de los péptidos sobre la expresién de SMAD-7, tanto en condiciones
control como bajo la estimulacién con TGF-f1 y TGF-B2 durante 30 min en las células HCE .

Se observé que el péptido P144 inhibia significativamente la expresién de SMAD-7 en células
estimuladas con TGF-2; esta inhibicidn se observé también en células HCE estimuladas con
TGF-B1, si bien en este caso no era un efecto estadisticamente significativo; no se observd
ningun efecto de los péptidos sobre la expresién basal no estimulada. Finalmente, no se

observé efecto alguno con P17 (Fig. 29).
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Figura 29. Efecto de los péptidos anti-TGF-B P144 y P17 en la expresion de SMAD-7 en células
epiteliales corneales en condiciones basales y tratadas con TGF-B1 y TGF-B2. Las células fueron
expuestas a TGF-B1 y TGF-B2 (10 ng/ml) durante 30 min en presencia/ausencia de 200 pg/ml de los
péptidos anti-TGF-f P17 y P144. (A) Ensayo de inmunofluorescencia de SMAD-7 (verde). Los nucleos
fueron contratefiidos con ioduro de propidio (rojo). Objetivo 40x. Barra de escala: 30 um (B) Analisis de
Western blotting. Se muestra una imagen representativa de la expresion de SMAD-7 y a-actinina. Los
datos en los graficos de barras corresponden al andlisis densitométrico de la intensidad de la banda,
expresada como el porcentaje de intensidad de la banda con respecto a las células control no
estimuladas. Los datos fueron corregidos con respecto a la expresion de a-actinina. Los datos son la
media de tres experimentos diferentes llevados a cabo por duplicado. *Significativamente diferente del
control: *p<0,05.
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3.3 Efecto de los péptidos anti-TGF-3 en la secrecién celular
3.3.1 Efecto en la secrecidon de citoquinas/quimioquinas

Se estudid el efecto de los péptidos anti-TGF-3 P144 y P17 sobre la secreciéon de GM-CSF,
IP-10, IL-6, IL-8 y RANTES (moléculas en las que previamente se habia observado efectos
significativos con la estimulaciéon por TGF-B), en células HCE. El estudio se llevé a cabo por

analisis multianalito en un Luminex.

Observamos que la presencia de P144, pero no de P17, provocé una disminucion
significativa, tanto a nivel basal como estimulado, de algunas citoquinas. En concreto, se
observé que P144 disminuia significativamente la secrecion basal de IP-10, IL-8 y RANTES, la
secrecion estimulada por TGF-f1 de GM-CSF, IP-10, IL-6, IL-8 y RANTES y la secrecion

estimulada por TGF-B2 de IP-10, IL-6, IL-8 y RANTES en células HCE (Fig. 30).

Figura 30. Efecto de los péptidos anti-TGF-§ P144 y P17 en la secrecion celular de
citoquinas/quimioquinas. Analisis de la secrecion de GM-CSF, IP-10, IL-6, IL-8 y RANTES por células
epiteliales corneales estimuladas con TGF-B1 y TGF-2 (10 ng/ml) durante 48 h en presencia o ausencia
de 200 pg/ml de los péptidos anti-TGF-B P17 y P144. *Significativamente diferente comparado con la
secrecion basal en ausencia de péptido (C): **p<0,000005. *Significativamente diferente comparado con
el correspondiente valor estimulado por TGF-3 en ausencia de péptido: *p<0,0005.
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3.3.2 Efecto en la secrecién de SLPI

El estudio se llevd a cabo por ELISA y se analizé la secreciéon de esta molécula tras el
tratamiento durante 48 h con TGF-f y en presencia/ausencia de los péptidos. Se observé que
el P144 inhibia significativamente la secrecion de SLPI de células HCE tanto basal como de las

células expuestas a TGF-B1y TGF-B2 (Fig. 31).

Figura 31. Efecto de los péptidos anti-TGF-3 sobre la secrecién de SLPI. Andlisis de la secrecién de SLPI
por células epiteliales corneales estimuladas con TGF-B1 y TGF-2 (10 ng/ml) durante 48 h en presencia
o ausencia de 200 pg/ml de los péptidos anti-TGF-B P17 y P144. *Significativamente diferente
comparado con la secrecién basal en ausencia de péptido (C): **p<0,000005. ‘Significativamente
diferente comparado con el correspondiente valor estimulado por TGF- en ausencia de péptido:
"p<0,0005.

3.3.3 Efecto sobre la secrecién de metaloproteinasas (MMPs)

Se estudié el efecto de los péptidos sobre la secrecién basal y estimulada de MMP-9 vy
MMP-13 en las células HCE, por ser aquellas cuya secrecion se estimulaba significativamente

por TGF-f.

Los resultados mostraron que P144 inhibia significativamente la secrecion de MMP-13
estimulada por TGF-B1 pero no la estimulada por TGF-B2, ni tampoco la secrecién de MMP-9

en células corneales (Fig. 32).

El péptido P17 no mostré ningun efecto sobre la secrecién de las MMPs estudiadas (Fig.

32).
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Figura 32. Efecto de los péptidos anti-TGF-3 P144 y P17 en la secrecién celular de MMPs. Andlisis de la
secrecion de MMP-9 y MMP-13 por células epiteliales corneales estimuladas con TGF-B1 y TGF-2 (10
ng/ml) durante 48 h. *Significativamente diferente comparado con la secrecidn basal en ausencia de
péptido (C): *p<0,01; **p<0,000005. “Significativamente diferente comparado con el correspondiente
valor estimulado por TGF- en ausencia de péptido: *p<0,0005.

3.4 Efecto de los péptidos anti-TGF-f3 en la expresion del receptor TLR-4

El andlisis del efecto de los péptidos anti-TGF-f3 en la expresidon del receptor TLR-4 se hizo
por Western blotting y por inmunofluorescencia. En el andlisis de la expresion de proteina por
Western blotting, observamos que en células HCE, P144 disminuia significativamente la
expresion de TLR-4 estimulada con TGF-1 respecto a los niveles basales, tanto a los 30 min
como a las 48 h de tratamiento (Fig. 33 Ay B). En el tratamiento a 30 min, se observo ademas,
que con P144 también habia una disminucion estadisticamente significativa respecto a la
expresion observada tras estimulacion con TGF-B1. En el caso de TGF-2, se observd un
aumento de expresidn tras el tratamiento tanto con P17 como con P144 respecto a la
expresion observada con TGF-B2; sin embargo, los niveles de expresién en todos los casos

fueron inferiores a los niveles basales (Fig. 33 A, B).
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Figura 33. Efecto de los péptidos anti-TGF- P144 y P17 en la expresion de TLR-4 en células epiteliales
corneales en condiciones basales y tratadas con TGF-f1 y TGF-B2. Andlisis mediante Western blotting
del efecto de los péptidos P144 y P17 (200 pg/ml) sobre la expresion de TLR-4 de células HCE
estimuladas con TGF-B1 y TGF-f2 (10 ng/ml) durante 30 min (A) y 48 h (B). Se muestra una imagen
representativa de la expresién de TLR-4 y a-actinina. Los datos en los graficos de barras corresponden al
analisis densitométrico de la intensidad de la banda, expresada como el porcentaje de intensidad de la
banda con respecto a las células control no estimuladas. Los datos fueron corregidos con respecto a la
expresién de a-actinina. Los datos son la media de tres experimentos diferentes llevados a cabo por
duplicado. *Significativamente diferente del control no tratado y con el tratamiento correspondiente en
cada caso (C): p*<0,05; **p<0,01. ‘Significativamente diferente comparado con el correspondiente valor

estimulado por TGF-B en ausencia de péptido: "p<0,01.

Los estudios del efecto de los péptidos sobre la expresion de TLR-4 mediante
inmunofluorescencia corroboraron los resultados observados mediante Western blotting (Fig.

34).
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Figura 34. Efecto de los péptidos anti-TGF-$ P144 y P17 en la expresién de TLR-4 en células epiteliales
corneales en condiciones basales y tratadas con TGF-f1 y TGF-B2. Andlisis mediante
inmunofluorescencia del efecto de los péptidos P144 y P17 (200 pg/ml) sobre la expresion de TLR-4
(verde) de células HCE estimuladas con TGF-B1 y TGF-2 (10 ng/ml) durante 30 min (A) y 48 h (B). Los
nucleos celulares fueron tenidos con ioduro de propidio (rojo). Objetivo 40x. Barra de escala: 30 um.
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3.5 Efecto de los péptidos anti-TGF-J en la transicion epitelio-mesenquimal

El efecto de los péptidos anti-TGF-3 P17 y P144 en la transicidn epitelio mesenquimal de
células epiteliales corneales HCE se analizd por ensayo de inmunofluorescencia de la expresion

de e-cadherina a las 48 h de los tratamientos correspondientes con TGF-B1y TGF-[2.

Se observd que en células HCE, tanto P17 como P144 inhibian significativamente la
expresion basal no estimulada de e-cadherina; P17 revirtio significativamente la expresion de
e-cadherina inhibida por TGF-B1 mientras que P144 inhibié significativamente la expresién

estimulada por TGF-B2 (Fig. 35).
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Figura 35. Efecto de los péptidos anti-TGF-f P144 y P17 en la expresién de e-cadherina en células
epiteliales corneales en condiciones basales y tratadas con TGF-B1 y TGF-f2. Analisis mediante
inmunofluorescencia del efecto de los péptidos P144 y P17 (200 pg/ml) sobre la expresion de e-
cadherina (verde) de células HCE estimuladas con TGF-B1 y TGF-B2 (10n g/ml) durante 48 h. Los ntcleos
celulares fueron tefiidos con ioduro de propidio (rojo). Objetivo 40x. Barra de escala: 30 um (B) Anadlisis
de la intensidad de fluorescencia media de los ensayos de inmunofluorescencia para la expresién de e-
cadherina en células HCE. *Significativamente diferente del control: **p<0,01. *Significativamente
diferente comparado con el correspondiente valor estimulado por TGF- en ausencia de péptido:
*p<0,01; "p<0,005.
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Discusion

El entendimiento del funcionamiento del sistema visual y el desarrollo de nuevas terapias
para enfermedades de la superficie ocular y dafos, depende de la comprension de los papeles
biolégicos de los tejidos y moléculas que constituyen el ojo. En el presente trabajo de
investigacion se ha evaluado in vitro la relevancia potencial del TGF-B en los procesos
inflamatorios de la superficie ocular. En particular, se ha estudiado el efecto del TGF-J3 sobre
las células epiteliales corneales y conjuntivales de la superficie ocular, para caracterizar su
participaciéon en los procesos inflamatorios de la misma. En primer lugar, se estudié si las
células epiteliales de la superficie ocular in vitro son una fuente de TGF-3 y si esta secrecidn, en
condiciones inflamatorias, puede estar aumentada o disminuida, lo que podria influir en el
desarrollo del proceso de inflamacién. Por otra parte, se estudio si las células epiteliales son
receptoras de este factor, expresando sus receptores, y se analizaron varias respuestas
celulares a TGF-B por las células epiteliales de la superficie ocular in vitro, que podrian
participar en la cronificacién y en el dafio tisular. Ademas, se ha probado el uso de unos

péptidos inhibidores de esta molécula, como posible terapia para dichos procesos.

Los estudios in vivo, llevados a cabo en modelos animales, presentan el inconveniente de
que los resultados obtenidos no son siempre extrapolables al caso del ser humano. Por ello, un
complemento de estos estudios son los sistemas in vitro, que permiten la posibilidad de
estudiar la influencia de metabolitos en el comportamiento de las células en condiciones de
experimentacion perfectamente definidas y controladas. Entre los estudios in vitro, el uso de
cultivos primarios tiene la ventaja de la similaridad bioldgica a los tejidos normales o enfermos,
sin embargo, estos estudios resultan complejos debido a la escasez de tejido disponible, asi
como a la dificultad para su obtencién. Ademas, los cultivos primarios, entre ellos los cultivos
primarios de células epiteliales corneales y conjuntivales humanas, normalmente no crecen
mas de uno o dos pases y no pueden revivir tras el almacenaje en nitrégeno liquido, con lo cual
resulta muy costoso obtener el suficiente nimero de células para poder reproducir
experimentos. El uso de lineas celulares establecidas, en este caso la linea HCE de células de
epitelio corneal humano y la linea IOBA-NHC de epitelio conjuntival humano, es una parte
integral del arsenal de técnicas en ciencias de la superficie ocular y han sido utilizadas en
numerosos estudios (Enriquez-de-Salamanca et al. 2005;Enriquez-de-Salamanca et al.
2008;Castro-Munozledo 2008;Tong et al. 2009;Garcia-Posadas et al. 2011;Hattori et al.
2011;Pellinen et al. 2012). El uso de estas lineas celulares como herramienta de laboratorio
para la investigacion de enfermedades tiene numerosas ventajas, incluyendo la homogeneidad

del tipo celular, la reproducibilidad incrementada, mayor accesibilidad asi como la definicion y
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control de pardmetros ambientales y experimentales, permitiendo todo ello una mayor

rapidez y un menor coste.

Se ha observado que los epitelios, incluyendo los de la superficie ocular, no sélo actuan
como barrera fisica sino que, ademds, desempefian un papel importante en el proceso
inflamatorio y se ha propuesto que podrian estar involucradas en la perpetuacién de la
inflamacién y/o en su iniciacion (Heiman et al. 2005;Rimoldi et al. 2005;Enriquez-de-Salamanca
et al. 2008;Cao et al. 2011;Freishtat et al. 2011). Las células epiteliales de varias mucosas son
capaces de participar activamente en enfermedades inflamatorias, no sélo expresando
distintos tipos de moléculas de adhesién y co-estimulatorias sino, ademas, secretando ellas
mismas diversas citoquinas y quimioquinas (Hingorani et al. 1998;Irkec & Bozkurt 2003). En
concreto, en un estudio de nuestro grupo, observamos que las células epiteliales conjuntivales
IOBA-NHC eran una fuente importante de citoquinas y quimioquinas, cuya secrecion era
regulada por citoquinas proinflamatorias y que podrian tener un papel importante en el inicio,
la amplificacion y/o la regulacion de la superficie ocular (Enriquez-de-Salamanca et al. 2008).
La regulacién de la participacion activa del epitelio podria ser, por tanto, una buena alternativa

terapéutica en los casos de inflamacidn crdnica de la superficie ocular.
e (élulas epiteliales como “fuente” de TGF-f3

En este estudio, se ha demostrado que las células epiteliales de la superficie ocular son una
fuente de TGF-B, ya que tanto las células HCE como las IOBA-NHC secretan TGF-$1 y TGF-32.
Curiosamente, se ha observado que las células epiteliales conjuntivales secretan sobretodo la
isoforma TGF-B1, mientras que las células epiteliales corneales secretan principalmente TGF-
2. Estos resultados coinciden con los descritos previamente por Nishida y cols. sobre la
expresion de ARNm y proteina de las isoformas de TGF-B en cdrnea humana (Nishida et al.
1994;Nishida et al. 1995). La isoforma TGF-B1 ha sido relacionada principalmente con la
diferenciacidon de células T productoras de Thl7 en el contexto de un medio de citoquinas
inflamatorias (Veldhoen et al. 2006). De esta manera, las células epiteliales conjuntivales
podrian participar activamente en el proceso inflamatorio. Por otro lado, el TGF-2 representa
el 80-90% de la actividad inhibitoria del TGF-B en el humor acuoso (Cousins et al. 1991) y ha
emergido como uno de los mas importantes mediadores del privilegio inmune, actuando como
un factor inmunomodulador soluble que actua para suprimir células y moléculas que median la
inflamacién inmune innata y adaptativa (Hori et al. 2010). La secrecién de la isoforma TGF-32
por células epiteliales corneales podria estar relacionada con el privilegio inmune de la cérnea,

para protegerla del dafo inflamatorio y prevenir la pérdida de visién. Se han descrito
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diferentes efectos para las isoformas TGF-B1 y TGF-2 en modelos de inflamacién de las vias
aéreas y remodelacidn, mostrando que ambas isoformas presentan una combinacién de
funciones especificas y compartidas en la regulacion de la inflamacion y remodelacién de las

vias aéreas inducidas por alérgenos (Bottoms et al. 2010).

Posteriormente, se estudid el efecto de varias citoquinas inflamatorias (involucradas en
procesos de inflamacién de la superficie ocular) en la regulacién de la secrecién de TGF-B1 en
células conjuntivales y TGF-B2 en células corneales. En el estudio se incluyeron citoquinas
involucradas en los diferentes tipos de respuestas celulares, Thl (IFN-y), Th2 (IL-4 e IL-13) y
Th17 (IL-17) asi como la citoquina proinflamatoria TNF-a.. Previamente a este estudio, se
observé que los diferentes tratamientos no producian diferencias significativas en la viabilidad
celular, asegurdndonos asi, por tanto, que las diferencias observadas en las posteriores
medidas eran debidas a los efectos de los diferentes estimulos y no a diferencias en el nimero
o la viabilidad de las células. Observamos que el TNF-a incrementaba significativamente la
secrecion de TGF-B2 en células HCE, tanto de la forma latente como de la forma activa,
mientras que IL-17 incrementaba la secrecién de la forma activa. Esta modificaciéon de la
secrecion de TGF-B2 por las células epiteliales corneales observada sugiere que, en
determinadas condiciones inflamatorias, las células epiteliales corneales podrian responder
regulando el exceso de respuesta inflamatoria; esta respuesta de defensa podria también estar
relacionada con el privilegio inmune de la cérnea. En células conjuntivales no se observo
modificacién de la secrecion de TGF-B1 en condiciones inflamatorias discrepando, por tanto,
de lo observado por Calder y cols. (Calder et al. “Conjunctival Expression of Interleukin-17
Receptors in Chronic Allergic Eye Disease: An Immunoregulatory Role for Interleukin-17 on
Conjunctival Epithelial Cells.” ARVO Meeting abstract Abril 2011) que observaron que la
interaccidn IL-17 con su receptor incrementaba la produccién de TGF-B1 por células epiteliales
conjuntivales IOBA-NHC. Estas diferencias observadas pueden ser debidas a una diferente
capacidad estimuladora de las citoquinas IL-17 utilizadas en los estudios o quiza a diferentes

estadios celulares. Serd necesario un nuevo analisis para aclararlo.
e (Células epiteliales como “dianas” a la accién del TGF-3

Nuestros resultados también han demostrado que las células epiteliales de la superficie
ocular podrian ser una diana potencial para TGF-B, ya que tanto las células epiteliales
corneales como conjuntivales expresan receptores de TGF-3 RI, Rll y RIll. Estos resultados

coinciden con lo publicado previamente por otros autores que describen la expresion de los
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receptores de TGF-f3 por las células epiteliales de la superficie ocular o en modelos animales de
rata (Obata et al. 1996;Jloyce & Zieske 1997;Zieske et al. 2001;Meyer-Ter-Vehn et al. 2008).
Entre los estudios en tejidos humanos, la expresidon de los tres receptores Rl, RIl y Rl
solamente habia sido descrita en cdrnea (Joyce & Zieske 1997), mientras que para la
conjuntiva sélo se habia publicado la expresién de Rll (Meyer-Ter-Vehn et al. 2008). Nuestros
resultados confirman la expresion de estos receptores y aportan la observacién de la expresion
de Rl y RIll en epitelio conjuntival. Entre los tres subtipos de receptores, TGF-f3 RIl fue el mas
expresado tanto en las células HCE, como en las IOBA-NHC, lo que estd de acuerdo con el
patron de genes observado en muestras humanas. La localizaciéon del TGF-B-RI en la region
nuclear observada tanto en las células HCE como IOBA-NHC, ha sido también descrita
previamente en células MvllLu y A549, tanto después de la exposiciéon a TGF-B como tras
inducir una detencién del crecimiento, habiéndose propuesto una funcién potencial
intracelular para Rl (Zwaagstra et al. 1999;Zwaagstra et al. 2000). En un estudio reciente en
células de cancer de pecho se atribuye a TGF-B Rl una funcién reguladora en el procesamiento

del ARN postranscripcional en el nicleo celular (Chandra et al. 2012).

Posteriormente, se analizd la expresion de los receptores de TGF-f por células epiteliales
corneales y conjuntivales bajo condiciones inflamatorias. Los resultados obtenidos mostraron
que la expresidon de los receptores RI, RIl y Rlll del TGF-B estaba regulada diferencialmente
dependiendo del tipo de citoquinas a las que estaban expuestos. La disminucién de la
expresion de TGF-f Rl observada tras la estimulacion con IL-4, el incremento de RIl observado
tras la estimulacion con TNF-a. y de Rl con IL-17 en células epiteliales corneales, asi como el
incremento observado en células IOBA-NHC de la expresion de Rl tras la exposicion a IL-17 y
de Rl con TNF-a e IFN-y, podria implicar diferencias en el comportamiento celular en
respuesta al TGF-f en condiciones patolégicas de la superficie ocular dependiendo del
ambiente de citoquinas Thl, Th2 o Th1l7 existente en cada momento. Por tanto, estos
resultados sugieren que la regulacién de los receptores de TGF-§3 podria estar involucrada en la

respuesta al TGF-B3 en condiciones patoldgicas de la superficie ocular.

Observamos, ademas, que el tratamiento simultaneo con las citoquinas IL-17 y TNF-a
producia menor expresidon de los receptores de TGF- que cuando se trataba las células con
estas citoquinas individualmente. En otros estudios de nuestro grupo (Benito at al. “In vitro
study of the involvement of IL-17 in chronic and severe ocular surface inflammatory processes”
ARVO Meeting abstract Mayo 2012), hemos observado que el tratamiento conjunto de IL-17 y

TNF-a tiene un efecto sinérgico en la secrecién de IL-6 e IL-8 por células IOBA-NHC, mientras
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que en células corneales HCE se observaba que IL-17 inhibia la secrecién de RANTES e IP-10
estimulada por TNF-a. Este efecto inhibitorio de la expresion de receptores de TGF-f3, asi como
de la secrecidén de IP-10 y RANTES observado en las células corneales podria ser debido al
privilegio inmunoprotector de las células epiteliales de la cdrnea y apoya la idea de que IL-17
en determinadas circunstancias podria contribuir al privilegio inmune de la cérnea sugerido
por otros autores (Cunnusamy et al. 2010). El efecto antagdnico de la actuacién conjunta de
estas citoquinas, ha sido previamente descrito para la secrecion de citoquinas como RANTES
en queratinocitos (Albanesi et al. 1999), y en miofibroblastos intestinales (Andoh et al. 2002),
asi como en células endoteliales de pulmdn para la produccion de GM-CSF (Numasaki et al.
2004). Andoh y Cols. postulan que la IL-17 podria activar factores de inhibicién que actuarian
sobre elementos reguladores inducidos por TNF-a. en la regidon “upstream”; proponen que esta
inhibicién podria ser un mecanismo autorregulador para la prevencién del exceso de infiltrado
y activacion de células T y otros leucocitos. Este efecto podria también estar ocurriendo para la
expresion de los receptores de TGF-B en las células corneales y conjuntivales de la superficie
ocular; la inhibicién observada en la expresidén de los mismos bajo tratamiento con IL-17 + TNF-
o, podria ser un mecanismo de autorregulacion, como mecanismo protector ante una
respuesta inflamatoria excesiva o persistente que podria producir dafo tisular. Por la tanto, es
probable que IL-17 pueda tener mecanismos de actuacion diferentes para regular la expresion
de dichos receptores en dependencia de si actia individualmente o conjuntamente con TNF-a

u otra citoquina/quimioquina; seran necesarios mas estudios para confirmarlo.

El incremento paralelo en la secrecion de TGF-B2 y la expresion de TGF-f RIl tras la
exposicion in vitro a TNF-a en células epiteliales corneales, sugiere que TGF-$2 y TGF-$ Rl
podrian ser también las principales moléculas relacionadas con TGF-3 cuya expresién estuviera
incrementada en cérneas en condiciones inflamatorias in vivo. Un incremento similar en
ambas moléculas fue observado tras una queratectomia fotorrefractiva con laser excimer en

corneas de rata por Chen y cols. (Chen et al. 2000).

Esta modificaciéon de la expresion observada en condiciones inflamatorias, tanto de las
isoformas del TGF-f como de los receptores, corroboran lo anteriormente descrito de la
alteracién de la expresion génica de las isoformas TGF-£2 y TGF-£3 y el RIll de TGF-J en la
conjuntiva de pacientes con SOS (Benito et al. 2012 “Effect of TGF-f on ocular surface
epithelial cells” manuscrito enviado en revisién), lo que confirma que la expresién de las
isoformas del TGF-B y sus receptores podrian estar involucrados en las condiciones

inflamatorias de la superficie ocular. Ademds, tanto las células epiteliales corneales como
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conjuntivales son capaces de secretar varias citoquinas, tanto basalmente como tras
estimulacién (Hingorani et al. 1998;Irkec & Bozkurt 2003;Enriquez-de-Salamanca et al. 2008),
incluyendo la IL-1 y la IL-6. Puesto que se ha descrito que el TGF-3 en combinacién con la IL-6
diferencia células T hacia Th17 (Bettelli et al. 2006;Mangan et al. 2006;Volpe et al. 2008), se
puede hipotetizar que en condiciones inflamatorias de la superficie ocular, el TGF-f, tanto el
secretado por células T reguladoras como por células epiteliales, junto con citoquinas
secretadas por células epiteliales, podria estar involucrado en la diferenciacién local hacia

Th17.

Respecto a la transduccidon de sefiales estimulada por TGF-f3, este estudio confirma que los
receptores de TGF-f3 expresados por las células HCE e IOBA-NHC son funcionales, ya que se
observé la fosforilacion y translocacién nuclear de SMAD-2 tras la exposicion celular a TGF-
B, confirmando que las lineas celulares HCE e IOBA-NHC eran adecuadas para el estudio del
efecto del TGF-B sobre las células. El incremento de los niveles de fosforilacién de SMAD-2 por
TGF-3 fue también observado de una manera dosis-dependiente en la linea celular HCE por

Aomatsu y cols. (Aomatsu et al. 2010).

Observamos, ademds, que la proteina SMAD-7, reguladora de la sefializacién de TGF-3, esta
disminuida por TGF-B1 en células epiteliales conjuntivales IOBA-NHC. Las proteinas SMAD
inhibidoras (SMAD-6 y SMAD-7) son inducidas transcripcionalmente por TGF-B (Kamiya et al.
2010) y regulan sus vias de sefalizacidon negativamente (Itoh & ten 2007), estableciendo asi un
importante circuito de retroalimentacidén negativo; sin embargo, en situaciones de inflamacién
o fibrosis, la cantidad de TGF-f a la que estdn expuestas las células quiza no active el sistema
de retroalimentacién y por tanto, a este nivel, no se produce la regulacién de SMAD-7 sobre la
activacion de SMAD-2, potenciando asi el proceso inflamatorio. En nuestro caso, la
disminucién observada de la expresién de SMAD-7 concuerda con el incremento en la

fosforilaciéon en SMAD-2.

Aungue se ha demostrado que el TGF-f3, ademas de la via de SMADs, también activa otros
mediadores de sefalizacidn (vias no candnicas) tales como la cascada de las MAPK (ERK, JNK,
p38, pl3P) quinasas, PP2A fosfatasas y miembros de la familia Rho (Derynck & Zhang 2003),
estas vias no han sido analizadas en este estudio. A diferencia de la via SMAD, estas vias
alternativas son activadas en un contexto y de una manera especifica del tipo celular y no se

consideraron objetivo de este estudio.
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Diversos autores han descrito la activacion por factores de crecimiento (tales como el factor
de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento de hepatocitos y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas) de proteinas STAT caracteristicas de las vias de sefializacion de
interferones, IL-4 e IL-13 en varios tipos celulares (Leaman et al. 1996;Boccaccio et al. 1998).
También, se han descrito interacciones de la sefializacion TGF-B/SMAD con la via de
sefializacion lkBa/NFkB que determina la respuesta de las células a la estimulaciéon con TNF-a.,
e implicada en la patogénesis de varias enfermedades proinflamatorias (Ulloa et al. 1999;Bitzer
et al. 2000). Con objeto de conocer si alguna de estas vias de sefalizacion se pudiera hallar
implicada, analizamos si TGF-f las activaba en las células epiteliales corneales y conjuntivales,
no observandose activacion de estas vias en ninguno de los tipos celulares estudiados.

Por otro lado, nuestro estudio también ha abordado el efecto del TGF-f3 sobre la expresion
de los receptores para moléculas implicadas en procesos inflamatorios, como el receptor tipo
Toll TLR-4 y el receptor para la IL-17. Los resultados obtenidos han confirmado que, tanto las
células epiteliales conjuntivales IOBA-NHC como las corneales HCE, expresan basalmente
ambos tipos de receptores. La expresion de TLR-4 ya habia sido descrita previamente en estos
dos tipos celulares (Song et al. 2001;Ueta et al. 2004;Bonini et al. 2005). Sin embargo, aunque
la expresién de IL-17R estaba descrita en células epiteliales conjuntivales (Calder et al.
“Conjunctival Expression of Interleukin-17 Receptors in Chronic Allergic Eye Disease: An
Immunoregulatory Role for Interleukin-17 on Conjunctival Epithelial Cells.” ARVO Meeting
abstract Abril 2011) y en otros tipos de células epiteliales (Yao et al. 1997), no habia sido
descrita previamente en células corneales. Nuestros resultados muestran que la exposicidn
celular a la isoforma TGF-B2 inhibe la expresion del TLR-4 en las células HCE e IOBA-NHC
mientras que TGF-B1 lo hacia en las IOBA-NHC Unicamente. Estos resultados coinciden con los
que fueron observados para la isoforma TGF-1 en tejidos inflamados y en células dendriticas
de modelos animales murinos (Cartney-Francis et al. 2004;Mou et al. 2004). En base a estos
resultados parece que el TGF-f actuaria en este caso como molécula antiinflamatoria,
participando en el control de la respuesta inflamatoria inducida por TLRs, confirmando, por
tanto, la naturaleza bipolar (anti y pro-inflamatoria) de esta molécula descrita en diversos

estudios (Wahl 2007;Saxena et al. 2008).

En relacion al efecto del TGF-[3 sobre la expresion del receptor para IL-17, en las células
IOBA-NHC se observé un aumento tras el tratamiento con las isoformas de TGF-B (TGF-B1 y
TGF-B2). También se ha observado un incremento significativo en la expresion de este

receptor en biopsias conjuntivales de pacientes con VKC y AKC respecto a SAC (conjuntivitis
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alérgica estacional) (Calder et al. “Conjunctival Expression of Interleukin-17 Receptors in
Chronic Allergic Eye Disease: An Immunoregulatory Role for Interleukin-17 on Conjunctival
Epithelial Cells.” ARVO Meeting abstract Abril 2011) lo que sugiere que TGF-f podria estar
implicado en el incremento de expresion de este receptor en estas enfermedades

inflamatorias de la superficie ocular.
e [Efecto del TGF-[ sobre la secrecion celular

Los resultados de este estudio demuestran que, ademds de ser una fuente de TGF-By
expresar los receptores para esta molécula, las células epiteliales corneales y conjuntivales,
respondian también a TGF-B. Se comprobd que la exposicidn a TGF-3 modificaba la secrecién
de citoquinas/quimioquinas por las células epiteliales corneales y conjuntivales cultivadas. El
efecto observado fue dependiente del tipo celular (corneal o conjuntival) y la isoforma de TGF-
B (B1 o B2) usada para la estimulacién. Estos resultados estan de acuerdo con los descritos en
células epiteliales de las vias aéreas humanas (Jagels & Hugli 2000;Ge et al. 2010), a los que el
tratamiento con TGF-3 también afecté su respuesta de secreciéon de citoquinas. En esas
células, la exposicion a TGF-f aumenté selectivamente la produccién de GM-CSF y RANTES
mientras que suprimio la produccion de IL-8. Jagels y cols. (Jagels & Hugli 2000) propusieron
que TGF-[3 podria tener un papel esencial en la respuesta de las células epiteliales de las vias
aéreas en inflamacidn alérgica y crénica a citoquinas quimiotacticas, ya que el perfil de
respuesta de quimioquinas promovido por TGF-B podria favorecer el reclutamiento de
eosindfilos, linfocitos y monocitos. En nuestro estudio, la estimulacién con TGF-B aumenté
significativamente la secrecién de GM-CSF, IL-2, IL-12p40, IL-6 e IL-10 por células epiteliales
corneales y de GM-CSF e IL-8 por células epiteliales conjuntivales. Ademads, la estimulacion con
TGF-B disminuyd significativamente la secrecién de RANTES en ambas lineas celulares e IP-10
en células epiteliales conjuntivales. A pesar de que las diferencias observadas fueron
estadisticamente significativas, en algunos casos como la secrecion de IL-2 y de RANTES las
alteraciones de secrecidn observadas fueron pequefas y podrian no ser fisiolégicamente

relevantes.

El GM-CSF es un factor que estimula la produccién de granulocitos (neutréfilos, eosinéfilos
y baséfilos) y monocitos (Hamilton & Anderson 2004). La subunidad p40 de la IL-12 ha sido
descrita como factor estimulador de células NK (natural killer) (Hsieh et al. 1993). La IL-6 es
una citoquina multifuncional y pleiotropica, implicada en los procesos inflamatorios
promoviendo la proliferacién de células T, la diferenciacién y supervivencia de células B y la

produccidn de células plasmaticas de IgG, IgA e IgM (Hirano et al. 1985); esta citoquina dirige

106



Discusion

el trafico y activacion de leucocitos e induce la produccion de proteinas de fase aguda por
hepatocitos (Hurst et al. 2001). La IL-8, RANTES e IP-10 son potentes quimioquinas que actuan
como quimioatrayentes y activadores, de neutréfilos en el caso de la IL-8 (Huber et al. 1991), y
de monocitos y linfocitos en el caso de RANTES y de IP-10 (Nickel et al. 1999). Sin embargo, las
citoquinas IL-2 e IL-10 se relacionan con procesos de inmunosupresion, ya que la IL-2 es una
citoquina esencial para el desarrollo de células Treg y la IL-10 es un factor antiinflamatorio que
afecta directamente la funcién de células presentadoras de antigenos disminuyendo la
expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase Il y moléculas
coestimuladoras en la superficie de macréfagos y monocitos (Akdis & Akdis 2009) e inhibiendo
la expresiéon de algunas citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y receptores de
quimioquinas (de Waal et al. 1991). Ademas de estos efectos antiinflamatorios, también se les
han atribuido propiedades proinflamatorias; asi la IL-10 afecta directamente a la activacion de
células T (Taylor et al. 2007), promueve la supervivencia, proliferacién y diferenciacién de
células B humanas e incrementa la produccion de 1gG, (Akdis & Akdis 2009). La IL-2 también se
ha demostrado que actia como un factor de crecimiento para las células B, estimulando la
sintesis de anticuerpos y promoviendo la proliferacién y diferenciacién de células NK (natural
killer), incrementando sus funciones citoliticas (Malek 2008). Por tanto, esta secrecion de
citoquinas y quimioquinas alterada en respuesta al TGF- en las células epiteliales de la
superficie ocular podria participar en el reclutamiento de células inflamatorias y en la
cronificaciéon del proceso inflamatorio. Estos resultados afiaden una prueba mas de la
complejidad de la respuesta in vivo, con diferencias en las respuestas celulares de dos tipos
celulares epiteliales que estan presentes en la superficie ocular y sefialando un papel esencial
para el TGF-B3 en la respuesta de las células epiteliales de la superficie ocular en la inflamacidn,
como fue sugerido por Jagels y cols.,entre otros, para las células epiteliales de las via aéreas

(Jagels & Hugli 2000).

La secrecion de SLPI por las células también fue modificada tras la exposicién a TGF-f. El
SLPI es un miembro de la familia Kazal de inhibidores de serin proteasas, que es secretado por
células epiteliales en las superficies mucosas, incluyendo la conjuntiva humana (Sathe et al.
1998;Sakata et al. 2000). Ademas de su actividad inhibidora de proteasas, también se ha
descrito que tiene actividad anti-inflamatoria (Ward & Lentsch 2002;Nukiwa et al. 2008). La
inhibicion de la secrecién de SLPI por las células HCE e IOBA-NHC tras las exposicién a TGF-
durante 48 h esta de acuerdo con lo descrito por Jaumann y cols. (Jaumann et al. 2000) y Luo y

cols. (Luo et al. 2008) que observaron este efecto inhibidor en células epiteliales pulmonares.
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Estos autores sugieren que este efecto provocado por el TGF-3 podria estar relacionado con el
daifo observado en el epitelio bronquial en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica.
Ademds, basados en los resultados in vitro, parece que el TGF-3 secretado in vivo localmente
podria estar relacionado con el dano epitelial ocular observado en varias enfermedades
inflamatorias crdénicas de la superficie ocular, como AKC, VKC, pterigium o SOS, en las cuales se
han descrito niveles elevados de TGF-B (Kria et al. 1996;Leonardi et al. 2000;Abu El-Asrar et al.
2006;Chotikavanich et al. 2009).

Por otro lado, también se ha sugerido la participacion de las células epiteliales de la mucosa
en la iniciacién de la inflamacidn alérgica ocular a través de la produccidn de linfopoietina
estromal timica (TSLP) activadora de células dendriticas (Zheng et al. 2010c); Zheng y cols.
observaron un incremento de la molécula TSLP en un modelo animal de conjuntivitis alérgica,
tanto en el epitelio corneal como conjuntival. Ademds, se ha observado la expresién vy
regulacién de esta molécula en tejido corneal humano y en cultivos primarios de células
corneales por componentes microbianos asi como por citoquinas inflamatorias (Ma et al.
2009). A nivel extraocular, los niveles elevados de esta molécula se han relacionado con el
desarrollo de enfermedades inflamatorias de las vias aéreas, intestino y piel, induciendo una
respuesta inflamatoria tipo Th2 e iniciando asi una inflamacidn alérgica (Soumelis et al.
2002;Liu et al. 2007). En base a esta idea quisimos estudiar si TGF-3 podria estar implicado en
la secrecion de esta molécula en los procesos inflamatorios de la superficie ocular. Sin
embargo, en nuestro estudio in vitro, no se detecté la presencia de esta molécula ni en
condiciones basales ni en ninguna de las condiciones pro-inflamatorias estudiadas. Esto quiza
haya sido sea debido a que la técnica utilizada no tuviera la sensibilidad de deteccidn adecuada

para la produccidn en el modelo in vitro utilizado para el estudio.

También hemos estudiado la produccion de MMPs por las células epiteliales corneales y
conjuntivales tras la exposicion a TGF-[3. Las MMPs se clasifican en funcion de la especificidad
de sustrato y difieren en su estructura; su accién combinada es capaz de conducir a la
degradacién de la practica totalidad de los componentes macromoleculares de la matriz
extracelular. Las MMPs juegan un papel fundamental en la remodelacién tisular, la
cicatrizacion y en la inflamacion (Li & Pflugfelder 2005;0llivier et al. 2007), y se caracterizan,
principalmente la MMP-9, por producir la degradacién del colageno asi como por cortar los
componentes de la membrana basal epitelial y las proteinas de uniones estrechas (como Z0-1
y ocludina) que mantienen la funcién de barrera epitelial corneal (Behzadian et al. 2001). En

este estudio analizamos la regulacién de la expresion de las colagenasas MMP-1 y MMP-13, Ia
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gelatinasa MMP-9 y la estromelisina MMP-3. El tratamiento con las isoformas TGF-1 y TGF-32
incremento significativamente la secrecion de MMP-1, MMP-9 y MMP-13 en células epiteliales
corneales. Nuestros resultados en células epiteliales corneales cultivadas coinciden con
estudios previos de Kim y cols. (Kim et al. 2004) en los cuales se determind el efecto de la
exposicion a TGF-3 en cultivos primarios de células epiteliales corneales. Ellos observaron que
TGF-B1 estimulaba la expresidn y produccidn de gelatinasa (MMP-9), colagenasas (MMP-1,
MMP-13) y estromelisinas (MMP-3, MMP-10, MMP-11) y propusieron que TGF-B1 podria tener
una funcion en la patogénesis de enfermedades de la superficie ocular mediadas por MMPs,
como la ulceracién corneal. También se ha descrito una implicacién de las MMPs en la
patogénesis de SOS (Pflugfelder et al. 2005;Corrales et al. 2006) y en otras enfermedades de la
superficie ocular como VKC (Kumagai et al. 2002;Leonardi et al. 2009) o pterigium (Tsai et al.

2010;Seet et al. 2012).

Diversos autores sugieren que el proceso de transicidn epitelio mesenquimal (EMT) parece
ser inducido por la accion integrada de los muchos estimulos entre los que se encuentra el
TGF-B (Miettinen et al. 1994;Piek et al. 1999;Bhowmick et al. 2001). Este proceso, en
enfermedades crdnicas, genera nuevas células mesenquimales que incrementan la produccién
de matriz extracelular y por otro lado, causa la pérdida de células epiteliales contribuyendo a
la destruccidon del parénquima (Guarino 1995;Kalluri & Neilson 2003). En las células de la
superficie ocular, observamos que el TGF-B1 promueve la EMT en las células corneales
coincidiendo con los resultados previamente publicados (Aomatsu et al. 2010;Reneker et al.
2010). Estos resultados sugieren que el TGF-B podria actuar sobre células corneales
transformandolas en miofibroblastos productores de matriz extracelular y activando el
proceso fibrético en la superficie ocular. Sin embargo, se observé que ninguna de las isoformas
de TGF-B activan la EMT en células conjuntivales; estos resultados estarian en contradiccién
con la menor expresidon de e-cadherina observada en el epitelio conjuntival de pacientes con
conjuntivitis alérgica estacional (SAC) (Hughes et al. 2006) por lo que serdn necesarios nuevos

estudios para aclararlo.
e Fficacia del bloqueo del TGF-3 con péptidos anti-TGF-FP17 y P144

En base a los resultados obtenidos, parece que la relacién entre el TGF-B y las células
epiteliales puede ser dual. Por un lado, las células epiteliales pueden ser una fuente del factor
y, por otro lado, el TGF-3 puede actuar sobre las células epiteliales estimulando una respuesta

en ellas, contribuyendo al proceso inflamatorio. Por lo anteriormente expuesto, y dado que

109



Discusion

parte de los efectos descritos del TGF-f3 sobre las células epiteliales se pueden relacionar con el
dafo observado en los procesos inflamatorios crénico-graves de la superficie ocular, se

planted el bloqueo del TGF-3 como una potencial terapia en los mismos.

Para ello, se estudi6 el efecto in vitro de dos péptidos anti-TGF- (P144 y P17) en varias de
las respuestas celulares activadas observadas. Diversas publicaciones de estudios previos con
los péptidos anti-TGF-3 P144 y P17 han mostrado que son capaces de bloquear la capacidad
profibrogénica del TGF-B. El péptido P144 ha demostrado tener buena eficacia en modelos
animales de fibrosis hepdtica (Ezquerro et al. 2003), de esclerosis dérmica inducida por
bleomicina (Santiago et al. 2005) y en fibrosis periprotésica de silicona (Ruiz-de-Erenchun et al.
2005) y estd en pruebas de ensayo clinico en fase Il para el tratamiento de esclerodermia
(www.dignabiotech.com/r_d.Pipeline.asp). Por otra parte, el péptido P17 inhibe la actividad
del TGF-B in vitro e in vivo en modelos de fibrosis hepatica (Dotor et al. 2007) y ha sido
caracterizado como un inmunomodulador (Gil-Guerrero et al. 2008). Ademas, se ha
demostrado recientemente el efecto de ambos péptidos en la inhibicién del desarrollo de la

neovascularizacion coroidea inducida por laser en un modelo de rata (Recalde et al. 2011).

En este estudio, se probd el efecto de estos dos péptidos sobre las respuestas al TGF-§ de
las células HCE por ser el tipo celular que presenté una mayor respuesta al TGF-f3, para

determinar si eran capaces de revertir algunos de los efectos estimulados por esta molécula.

En primer lugar, comprobamos que los péptidos no provocaban ningun efecto toxico sobre
las células ni alteraban su viabilidad. Estudios previos in vivo de otros grupos en ratas tampoco
mostraron signos de toxicidad con el péptido P144, sugiriendo que su administracion es

segura en las dosis utilizadas (Hermida et al. 2009).

Nuestros resultados muestran que P144 era capaz de disminuir significativamente algunos
procesos relacionados con TGF-B3 en células epiteliales corneales in vitro mientras que, el otro

péptido P17, se ha mostrado menos eficaz.

Observamos que el P144 disminuia la secrecién basal (autoestimulada por TGF-f
enddgeno) de IP-10, IL-8 y RANTES y la estimulada por TGF-[3 exégeno de GM-CSF, IP-10, IL-6,
IL-8 y RANTES, citoquinas y quimioquinas relacionadas con procesos inflamatorios. Ademas, el
P144 inhibi6 significativamente la secrecién de MMP-13 estimulada por TGF-1, aunque no la
estimulada por TGF-B2, quizd debido a que ambos péptidos se disefiaron basados en la
estructura del TGF-B1, siendo quiza mas débil la unién de los péptidos al TGF-B2 a pesar de la

homologia entre ambas isoformas de TGF-f3. No observamos ningun efecto de los péptidos en
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la secrecién de MMP-9 estimulado por TGF-B3, lo que apunta a que otros factores, ademas de
TGF-B, puedan estar involucrados en la produccion de dicha molécula. Otra posibilidad podria
ser que la secrecién de MMP-9 estuviera activada en las células epiteliales corneales por una
via alternativa de sefializacién como la via ERK de las MAPK, como se ha decrito en podocitos y

queratinocitos tras estimulacién con TGF-1 (Santibanez et al. 2002;Liu et al. 2005).

La activacion de las vias de sefializacidon implicadas en las respuestas a TGF-§ también se
inhibié con P144. Parte de la inhibicidon observada puede relacionarse con la menor expresion
de pSMAD-2 y translocacion nuclear observada. Estos resultados estdn de acuerdo con los
estudios llevados a cabo por Maldonado y cols. sobre el efecto in vitro de los péptidos anti-
TGF-B sobre células fibroblasticas corneales de conejo (células SIRC y cultivos primarios) que
mostraron que el péptido P144 inhibe eficazmente los procesos de fibrogénesis en dichas
células (Maldonado et al. “In vitro effect of recently identified anti-TGFbeta 1 peptides on the
rabbit corneal epithelial cell line, SIRC” ARVO Meeting abstract Mayo 2008). En dichos estudios
se comprobd que el péptido P144 inhibia eficazmente la activacion de transduccion de sefiales

via pSMAD-2 en ambos tipos celulares mientras que P17 fue menos eficaz.

La transicion epitelio-mesenquimal activada por TGF-1 en células corneales fue inhibida
por P17. El P144 por el contrario disminuyd la expresiéon de e-cadherina tanto basal como
estimulada por TGF-B2 lo que implicaria que podria favorecer la transicion epitelio

mesenquimal.

Curiosamente y en contradiccién con lo esperado, cuando se estudié el efecto de los
péptidos sobre la expresion de TLR-4 y SLPI, no observamos el efecto de recuperacién de los
niveles de expresion de TLR-4 ni de secrecidon de SLPI inhibidos por TGF-§ con los péptidos. En
algunos casos, observamos que la inhibicidon de la expresidon de estas moléculas era incluso
mayor. Si bien la eficacia de inhibicién de la actividad profibrogénica de TGF-B por estos
péptidos ha sido comprobada vy ratificada en diversos estudios (Ezquerro et al. 2003;Santiago
et al. 2005;Hermida et al. 2009), es posible que en este caso, el efecto no sélo de no reversion
del efecto del TGF-B, sino también de una potenciacién de la inhibicién, sea debido a que los
péptidos estén actuando sobre alguna otra molécula de las vias de sefalizacidon implicadas en
la expresion del TLR-4 o SLPI o que el efecto de otras moléculas como citoquinas producidas
por ellas mismas produzcan un efecto auto y/o paracrino sobre su expresion que sea mayor
que el producido por el TGF-f. También puede haber ocurrido, simplemente, que las dosis y el

tiempo de exposicion no hayan sido los adecuados para mostrar este efecto. Este resultado
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observado fue totalmente inesperado y seran necesarios nuevos estudios para confirmarlo y

esclarecerlo.

Este estudio refuerza la relevancia del TGF-B en inflamacién de la superficie ocular. Los
resultados sugieren que el TGF-B podria tener un papel importante en las respuestas
inflamatorias locales de las células epiteliales de la superficie ocular a través de la regulacién
de citoquinas y quimioquinas, la produccién de SLPI y/o MMPs, entre otros mecanismos. A
través del TGF-3 y la secrecidn de citoquinas/quimioquinas, las células epiteliales de la
superficie ocular podrian participar localmente en la diferenciacion Th17. Algunas de estas
respuestas fueron parcialmente revertidas por una terapia anti-TGF-P con el péptido P144,
sugiriendo que la regulacion de la expresidon local de TGF-B podria ser una buena nueva
propuesta terapéutica para las enfermedades inflamatorias de la superficie ocular. El otro
péptido anti-TGF-[3 probado en el estudio, P17, resulté en general menos eficaz, exceptuando
la inhibicion del proceso de transicion epitelio mesenquimal inducido por TGF-B1 observado;
esto quiza pueda ser debido a que las dosis utilizadas de este péptido no fueron las adecuadas
para mostrar sus efectos o quizd a que los tiempos de exposicién no fueron los correctos.

Seran necesarios nuevos estudios para aclararlo.
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Resumen resultados

Resumen de los resultados obtenidos en la presente Tesis doctoral:

Objetivo 1: Determinar el patron de secrecion de TGF-B por la linea celular epitelial
conjuntival humana IOBA-NHC y por la linea epitelial corneal humana HCE en condiciones

basales y en respuesta a diversos tipos de moléculas inflamatorias.

1. Las células epiteliales conjuntivales IOBA-NHC y corneales HCE secretan TGF-B1 y TGF-B2 en
condiciones basales, pero no TGF-B3; Las células IOBA-NHC secretan mayoritariamente

TGF-B1 mientras que las células HCE secretan principalmente TGF-32.

2. En las células IOBA-NHC no se produce modificacidn de la secrecion de TGF-B en condiciones

de inflamacién.

3. Dicha secrecion se estimula en condiciones inflamatorias en células HCE. El TNF-a
incrementa significativamente la secrecién de TGF-B2 (formas latente y activa), mientras

que la IL-17 incrementa la secrecién de la forma activa.

Objetivo 2: Determinar la expresion de receptores de TGF-B en las lineas celulares HCE e

IOBA-NHC en condiciones basales y en diferentes condiciones proinflamatorias.

4. Las células IOBA-NHC y HCE expresan los receptores de TGF- (RI, Rl y RIII) en condiciones
basales y su expresion se modifica en condiciones inflamatorias. La expresion de TGF-3 Rl
en las células HCE se ve significativamente disminuida con IL-4, mientras que la expresion

de TGF-B RIl se incrementa significativamente con TNF-a..

5. La IL-17 incrementa significativamente la expresion de TGF- Rl en ambos tipos celulares
conjuntivales y corneales. El tratamiento conjunto de IL-17 y TNF-a disminuyd
significativamente la expresién de los tres tipos de receptores de TGF-B (RI, RIl y RIll)

respecto a la observada tras estimulacion con IL-17 o con TNF-a por separado.

Objetivo 3: Determinar la activacion de transduccion de sefales implicadas en las respuestas

a TGF-B.

6. Ambos tipos celulares conjuntivales y corneales, responden al TGF-3 incrementando la

fosforilacidn y posterior traslocacién al nucleo del factor de transcripcion SMAD-2.

7. El TGF-B1 disminuye significativamente la expresion de SMAD-7 en células conjuntivales

IOBA-NHC.

8. No se observd activacidn por TGF-3 de otras vias de sefializacién implicadas en respuestas a

otros estimulos inflamatorios ni en células IOBA-NHC ni en células HCE.
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Objetivo 4: Determinar modificaciéon por TGF-J3 de la expresién de receptores para diferentes

moléculas implicadas en respuestas inflamatorias.

9. El TGF-B2 disminuye significativamente la expresion del receptor tipo Toll TLR-4 en células
IOBA-NHC (48 h) y en células HCE (30 min y 48 h). El TGF-B1 disminuye la expresién en
células IOBA-NHC (48 h).

10. Las células IOBA-NHC y HCE expresan el receptor de IL-17 (IL-17R). Tanto TGF-f1 como

TGF-B2 incrementan significativamente dicha expresidn en células IOBA-NHC.

Objetivo 5: Determinar el patrdon de secrecidon celular por la linea celular epitelial conjuntival
humana IOBA-NHC y por la linea epitelial corneal humana HCE en condiciones basales y en

respuesta a TGF-p.

11. El tratamiento con TGF- modifica el patrén de secrecidn celular con algunas diferencias
dependiendo del tipo celular (conjuntival o corneal), el tiempo de exposicion (mayor o

menor) y el tipo de isoforma de TGF-B3 (TGF-1 o TGF-32).

12. Bajo la accién de TGF-B exdgeno, se altera la secrecién de algunas citoquinas/quimioquinas
implicadas en el reclutamiento de células inflamatorias: incrementa la secrecién de GM-CFS
e IL-8 por células epiteliales conjuntivales y de GM-CSF, IL-2, IL-12p40, IL-6 e IL-10 por
células epiteliales corneales. Ademas, el TGF-3 disminuye la secrecion de RANTES en ambas

lineas celulares y de IP-10 en células IOBA-NHC.

13. Las células IOBA-NHC y HCE secretan basalmente SLPI y la secrecidon de esta molécula

antiproteasa disminuye tras la exposicidon a TGF-B1 durante 48 h en ambos tipos celulares.
14. No se detecta secrecion de la molécula TSLP por células por IOBA-NHC ni por HCE.

15. TGF-B1 y TGF-B2 incrementan la produccidn de metaloproteinasas MMP-9 y MMP-13 por

células epiteliales corneales.

Objetivo 6: Determinar el efecto del TGF-B en la transicion epitelio-mesenquimal en las

lineas celulares IOBA-NHC y HCE.

16. En células IOBA-NHC ambas isoformas de TGF- inhiben la transicion epitelio-
mesenquimal; la isoforma TGF-B1 favorece la transicidn epitelio-mesenquimal en células

HCE.
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Objetivo 7: Estudiar la eficacia de dos péptidos sintéticos anti-TGF-B (P144 y P17) en la

modulacién de la respuesta del epitelio corneal.
17. Los péptidos anti-TGF-3 P17 y P144 no alteran la viabilidad celular.

18. El péptido P144 inhibe significativamente la fosforilacion de SMAD-2 estimulada por TGF-

B2y su translocacién al nucleo.
19. El péptido P144 inhibe la expresién de SMAD-7 estimulada por TGF-[32.

20. El péptido P144 inhibe significativamente la secrecion de varias citoquinas, tanto
estimulada por TGF-f como basal. El péptido P144 inhibe significativamente la secrecién
basal de IL-8, IP-10 y RANTES y la estimulada por TGF-B1 y TGF-2 de GM-CSF, IL-6, IL-8, IP-
10 y RANTES.

21. El péptido P144 inhibe la secrecidon de SLPI tanto basal como de las células expuestas a
TGF-B1y TGF-B2.
22. El péptido P144 inhibe significativamente la secrecién de MMP-13 estimulada por TGF-p1.

23. El péptido P144 disminuye significativamente la expresidon del receptor tipo Toll TLR-4 tras

estimulacién con TGF-1.

24. Tanto el péptido P17 como el péptido P144 inhiben significativamente la expresion basal
no estimulada de e-cadherina. El péptido P17 revierte significativamente la expresion
inhibida por TGF-B1 mientras que el péptido P144 inhibe significativamente la expresion

estimulada por TGF-[2.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en la presente Tesis doctoral, permiten concluir que:

I. Las células epiteliales conjuntivales y corneales de la superficie ocular, representadas en este

trabajo por dos lineas celulares, desempefan un papel importante en los procesos de
inflamacidn de la misma participando como “donantes”, es decir, actuando como fuente de
TGF-P. Esta secrecién basal de TGF-B3 se encuentra alterada en condiciones inflamatorias, lo

que podria influir en el desarrollo y cronificacidn de los procesos inflamatorios en la clinica.

Las células epiteliales conjuntivales y corneales de la superficie ocular actuan como
“receptoras” de TGF-B expresando sus receptores RI, RIl y RIll con diferente intensidad
segun el tipo celular; estos receptores son funcionales en ambos tipos celulares. La
expresion de estos receptores de TGF-3 puede alterarse durante los procesos inflamatorios

modificando, por tanto, la respuesta de las células de la superficie ocular a este factor.

Las células epiteliales conjuntivales y corneales de la superficie ocular responden al TGF-
B modificando in vitro sus respuestas. Por lo tanto, el TGF-B puede desempefiar un papel
importante en las respuestas inflamatorias de las células epiteliales de la superficie ocular,
a través de la modificacion de la secrecidon de citoquinas/quimioquinas, MMPs, SLPI y de la
expresion de receptores para IL-17 y TLR-4. Esta alteracién de las respuestas celulares y de
la expresion de receptores para moléculas inflamatorias podria participar en el proceso de
cronificacién y en el dafio tisular. Asi mismo, el TGF-3 ejerce un papel regulador en el

proceso de EMT.

. El bloqueo del TGF-P revierte varios efectos en la funcionalidad de las células epiteliales de

la superficie ocular, que pudieran ser considerados como perjudiciales y que se pueden
relacionar con los dafios observados en los casos de inflamacién crénica y grave. La
modulacién de la expresidn de este factor podria ser, por tanto, una terapia potencial para

determinadas patologias inflamatorias de la superficie ocular.
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