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El trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos representa la tnica
posibilidad de curacién para numerosos pacientes con hemopatias malignas. No
obstante, el procedimiento tiene una elevada morbi-mortalidad, provocada, en gran
parte, por la Enfermedad de Injerto contra Huésped (EICH), que se debe al efecto
citotoxico de los linfocitos T del donante sobre los 6rganos del paciente. Su
incidencia alcanza valores de hasta el 80% en series de pacientes sometidos a

trasplante de progenitores hematopoyéticos de donante no emparentado’.

El ojo es un 6rgano diana de la EICH. Entre el 40-90% de los pacientes con EICH
presenta afectacion ocular, lo que se conoce como Enfermedad de Injerto contra
Huésped Ocular (EICHo). Se caracteriza principalmente por la aparicion de un
sindrome de ojo seco severo que afecta de manera importante a la calidad de vida
de estos pacientes24. No se conoce con exactitud la fisiopatologia de la EICHo, esta
escasamente estudiada y la mayoria de los estudios describen un dafno a nivel de la

glandula lagrimal y la conjuntiva. No esta descrito la afectacién a nivel corneal, ni

limbars-s ENREF 2 ENREF 3. El segmento anterior del ojo estd formado por
diferentes estructuras oculares: conjuntiva, cornea, limbo esclerocorneal, pelicula
lagrimal, anejos oculares (parpados, glandula lagrimal principal y el sistema de
drenaje lagrimal), cAmara anterior, iris, cuerpo ciliar y cristalino. De todas estas
estructuras, la conjuntiva, el epitelio corneal, el limbo esclerocorneal, la pelicula
lagrimal y los anejos forman una unidad anatomo-funcional denominada superficie
ocular que permite proteger el ojo de las agresiones externas y mantener una
adecuada transparencia corneal. Es esta unidad anatomo-funcional la que resulta
principalmente afectada en el transcurso de la EICH. De modo que al alterarse
cualquiera de los componentes de la superficie ocular se provoca una variacion en
las barreras de defensa del ojo y la transparencia corneal, aumentando el riesgo de
aparicion de infecciones, molestias oculares y diminucion de la agudeza

visual® ENREF 1.

Las opciones terapéuticas frente a la EICHo son escasas e ineficaces’. Actualmente
la mayoria de los tratamientos que se pueden aplicar se centran en aliviar la
sintomatologia del ojo seco® que se produce como consecuencia de la EICHo. Es por
tanto fundamental el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas hacia la
prevencion y el tratamiento etiologico de la EICHo. Por ello el uso de células stem

mesenquimales (CSM) puede convertirse en una buena alternativa para la profilaxis
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y tratamiento de la EICHo debido a sus propiedades inmunologicas y su capacidad

para diferenciarse a otros tejidos9-*4_ENREF 4.

1.1. ANATOMIA DE LA SUPERFICIE OCULAR

Entendemos por superficie ocular una unidad anatomo-funcional de diversas
estructuras del ojo y anejos, que permiten mantener la adecuada transparencia
corneal, y proteger el ojo de la agresion externa. Bajo esta definicion se
considera a la conjuntiva, el limbo esclerocorneal, el epitelio de la cornea y la
pelicula lagrimal. Los parpados, la glandula lagrimal principal y el sistema de
drenaje lagrimal constituyen anejos esenciales para una adecuada homeostasis
de la superficie ocular, contribuyendo a la humectacion y eliminacién de
sustancias. Para el mantenimiento de esta homeostasis son también necesarias

unas vias nerviosas aferentes y eferentes intactas®.

1.1.1. Parpados-

Los parpados constituyen la primera barrera mecanica de protecciéon del globo
ocular. Evitan la desecacion de la cornea y conjuntiva, protegen la superficie
ocular del traumatismo, y por medio del parpadeo es renovada la pelicula
lagrimal, eliminando sustancias toxicas y de desecho. Sus dimensiones varian
con la edad, raza y constitucion, siendo de unos 10-12mm en sentido vertical y

3omm en sentido horizontal®.
Los parpados estan compuestos por: (Fig.1y Fig.2)

- Piel palpebral: se compone de epidermis y estroma. La epidermis es un
epitelio estratificado queratinizado sobre una gruesa membrana basal de
colageno tipo IV. Esta membrana es blanco de enfermedades

autoinmunes que afectan al resto de la piel del organismo. El estroma o
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dermis es laxo y delgado, con escaso tejido adiposo, foliculos pilosos y

glandulas sudoripara?s:6.

- Misculo orbicular de los parpados: es la segunda capa de los parpados
bajo la piel. Responsable de la tonicidad palpebral, participa en el drenaje
de la pelicula lagrimal y junto al musculo elevador del parpado, en los
movimientos palpebrales. Se reconocen en él tres porciones: una porcién
pretarsal encargada del parpadeo, y las porciones pre-septal y orbitaria
encargadas del cierre forzado del parpado y durante el suefio. El muasculo
de Riolano es la porcion del musculo orbicular inmediatamente

adyacente y paralelo al borde libre palpebral®.
- Misculos elevadores:
o Elevador del parpado superior.
0 Misculo de Miiller, en el parpado superior.
0 Retractores del parpado inferior.

- Tarso: constituido por tejido colageno denso. Se localiza entre el musculo
orbicular y la conjuntiva. Cada placa tarsal tiene una dimensién
aproximada de 3omm de longitud por 1mm de grosor y 11mm de alto la
superior y 5mm la inferior. En su interior se encuentran las glandulas de

Meibomio?’.

- Conjuntiva palpebral: firmemente adherida a la superficie posterior del
tarso. Paralelamente al borde palpebral discurre un repliegue de la

conjuntiva tarsal®.
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Fig.1: A. Esquema del parpado formado por piel, mtsculo
orbicular, tarso y conjuntiva. Contiene varios tipos de
glandulas. B. Parpado. Tincion con hematoxilina-eosina
(16X). Cada parpado esta compuesto por una lamina densa
fibroelastica, el tarso (T), cubierta externamente por una
piel fina y muy plegada (P) y en su parte interna por la
conjuntiva lisa (C). La piel contiene foliculos pilosos finos
dispersos (F). Las fibras musculares (M) del musculo
orbicular y del elevador del parpado aparecen sobre el
tarso. En el tarso se encuentran las glandulas de Meibomio

(Y Acnriadac a lac nactanac (Pa) ectidn lac oladndnlac de

El borde libre palpebral constituye la zona de transicion entre el epitelio
estratificado queratinizado de la piel de los parpados y el epitelio columnar no
queratinizado de la conjuntiva tarsal. Esta unién mucocutidnea se localiza
inmediatamente posterior a los orificios de las glandulas de Meibomio. Tiene

aproximadamente 3o0mm de longitud y 2mm de ancho?8.

Los foliculos de las pestafias se ubican adyacentes a la cara anterior de la placa
tarsal, profundamente en la dermis. Asociado a estos foliculos se encuentran las
glandulas holocrinas sebaceas de Zeiss y las glandulas apocrinas de Moll que
vacian su secrecion al lumen del foliculo piloso. La secrecion de las glandulas de
Zeiss contribuye a la lubricacion del borde libre palpebral. Se desconoce la
funcion de las glandulas de Moll. La secrecion grasa de las glandulas forma una

barrera en el borde libre palpebral que impide el rebase del menisco lagrimal®.
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1.1.2.

Coérnea

Macroscopicamente, la céornea es la porcidén anterior, transparente, de la
cubierta externa del ojo. De apariencia eliptica, debido a que el limbo es mas
prominente en sentido vertical. La cérnea mide anteriormente 12,5 x 11,5mm,;
centralmente es mas delgada, con un promedio de aproximadamente 0,52mm,
mientras que en la periferia tiene un espesor de 0,62mm. El tercio central
denominado zona 6ptica es casi esférico, con un radio de curvatura promedio de
7,8mm. La coérnea periférica es menos curva, pero también variable. La
superficie corneal posterior es casi esférica y se ha calculado que su radio de

curvatura aproximada es de 6,8mm?9.

Microscopicamente la cornea esta formada por cinco capas que de superficie a
profundidad son: epitelio, capa de Bowman, estroma, membrana de Descemet y
endotelio. En una situacion normal la cérnea carece de vasos sanguineos y

linfaticos. (Fig.3)

- El epitelio corneal: es un epitelio escamoso estratificado, no
queratinizado con un grosor de 50um en el centro, con cinco estratos
celulares (puede variar entre 3 y 7 segin los individuos y la zona de la
cornea). Esta formado por tres tipos de células agrupadas por estratos:
escamosas, planas o apicales; intermedias o alares; y basales columnares.
Se caracteriza por los abundantes desmosomas presentes en las uniones
intercelulares y hemidesmosomas que anclan el epitelio a la membrana
basal, confiriendo a este epitelio impermeabilidad y adherencia. La
ausencia de queratinizacion lo hace susceptible a la desecacion y
traumatismos, por lo que la indemnidad de los parpados y del film

lagrimal son esenciales para mantener la transparencia corneal®.

Las células escamosas constituyen dos capas. Son de forma poligonal y
tienen dos posibles aspectos al ser estudiadas por microscopia electrénica
de barrido: las células claras son células mas jovenes, mientras que las
células oscuras se admite que son hipermaduras y proéximas a la

descamacion. Estas células epiteliales superficiales no caliciformes, que
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producen mucina, expresan las queratinas especificas de la cornea: K;y
Ki.. Este marcador es muy importante para diferenciarlo del epitelio
conjuntival que tiene células epiteliales superficiales que expresan
mucina. En la cara externa de las células superficiales, existen numerosas
microproyecciones, denominadas microvilli, que alcanzan una longitud
entre 0,5 y 1,2 um. Existen numerosas uniones estrechas alrededor de
todos los bordes laterales de cada célula, que ejercen una funcién de
barrera anatomica al paso de sustancias al espacio intercelular y a resistir
las presiones externas. Las moléculas implicadas en la adherencia

intercelular son las Integrinas y las Cadherinas.

La capa de células intermedias tiene una profundidad de tres células;
cuanto mas superficial es la célula, mas plano es su aspecto. El nticleo de
estas células alares es paralelo a la superficie. Existe una extensa

interdigitacion entre estas células con numerosas uniones desmosomicas.

Las células basales situadas en la profundidad componen una tnica capa
de células columnares que descansa sobre la membrana basal. Estas
células tienen ntucleos ovales que se disponen perpendicularmente a la
superficie. Se trata de células mitoticamente activas y las células hijas
producidas se desplazan anteriormente para transformarse en células
intermedias. Las células basales se unen entre si utilizando
microestructuras que ademas tienen un papel de comunicacion y
formacion de barreras. Son fundamentalmente tres los distintos tipos de

estructuras:

1. Desmosomas, que son interdigitaciones entre las superficies

celulares.

2. Uniones estrechas (tight junctions), que forman un sistema

estanco impidiendo el paso de moléculas.

3. Uniones comunicantes (gap junctions), formando canales de iones

y moléculas hidrofilicas.

Las células basales también contienen conjuntos de tonofilamentos para

mantener la forma celular. Existen filamentos de actina que pueden
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desempenar un papel en la migraciéon celular, como sucede durante la

curacion de las heridas.

Las células del epitelio corneal estan muy adheridas a su membrana basal
mediante unos complejos de union denominados hemidesmosomas.
Estos se fijan a las fibrillas de anclaje situadas en la membrana basal,
compuestas por colageno tipo VII, se extienden desde la ldmina basal
penetrando en la estructura del estroma finalizando en placas localizadas
compuestas por colageno tipo IV y tipo VII, formando un complejo muy

entramado2°.

Células superficiales

| Células intermedias

Células basales
._ Membrana basal

Capa de Bowman

Fig.2: Esquema del epitelio corneal

El epitelio corneal esta siendo constantemente renovado, por la actividad
mitotica de la capa basal y la exfoliacion de las células apicales,
estimandose un recambio de 7 dias. Ademas posee una rapida respuesta
frente a disrupciones, con un rapido desplazamiento ameboideo de las
células adyacentes al defecto hasta cubrirlo en pocas horas. Los
hemidesmosomas y otras uniones intercelulares se reforman, y la
monocapa celular es reemplazada por una capa de 6 células por la
actividad mitotica de las células basales de la periferia del

desbridamiento2t.
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La capa de Bowman: membrana acelular, de 8 a 1oum de espesor,
situada debajo del epitelio. El margen anterior se limita anteriormente
por la membrana basal del epitelio y el borde posterior se mezcla con las
fibras de colageno anteriores del estroma. Bajo microscopia la capa de
Bowman parece homogénea, pero la microscopia electronica permite
observar que esta compuesta por fibrillas de colageno dispuestas al azar.
Carece de capacidad regenerativa cuando se lesiona. Durante el proceso
de curacién se forma una fina estructura idéntica a la capa de Bowman;

sin embargo, esta capa secundaria no recupera su espesor original.

El estroma: constituye aproximadamente el 90% de la cérnea, tiene un
grosor de 0,45mm en el centro, consta fundamentalmente de fibras de
colageno, células del estroma y sustancia fundamental. El 78% esta
formado por agua. Las fibrillas de colageno corresponden
aproximadamente al 80% del peso seco de la cbérnea, la sustancia
fundamental esta compuesta principalmente por proteoglicanos al 15% y
los elementos celulares constituyen tan sélo un 5%, siendo el queratocito

la célula que predomina en el estroma.

La membrana de Descemet: tiene un espesor aproximado de 10pm
en los adultos y se trata de una lamina basal gruesa producida por el
endotelio. El anillo de Schawlbe sefiala el final de la Membrana de
Descemet. Mediante microscopia electronica se observa que la
Membrana de Descemet esta compuesta por una zona anterior en banda
(cuyo componente principal es el colageno tipo IV) y una posterior
homogénea (de colageno tipo III y IV). A diferencia de la capa de
Bowman se desprende del estroma con facilidad, regenerandose con

rapidez tras una lesion.

El endotelio: se trata de una Gnica capa de células planas hexagonales.
No tienen una gran actividad mitotica en el endotelio tras el nacimiento.
La densidad celular disminuye desde 3.500-4.000 células/mmz2 al nacer

a 2.500-3.000 células/mmz2 en la cornea adulta. Cuando se produce una
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pérdida celular por la edad o por un traumatismo, las células vecinas
cubren la zona que ha quedado vacia. Lo que da lugar a un aumento del
area celular y una disminucion de la densidad celular. Las células
endoteliales pueden conservar su funcién a pesar de un aumento enorme

de tamano22:23.

i —————— -..‘ — =L ‘.‘h‘-—_‘_—
g -‘-""—1-.-_“

Fig.3: Estructura corneal normal.
Tinci6n con hematoxilina-eosina

La inervacion sensorial de la cornea la suministra la primera division del nervio
trigémino mediante las ramas ciliares largas y, las ciliares cortas del nervio
nasociliar. Unos 70 troncos nerviosos atraviesan la cornea después de penetrar
en la esclerdtica a escasos milimetros del limbo. Los nervios se abren camino
bajo la capa de Bowman, donde forman un plexo subepitelial denso. Atraviesan
después la capa de Bowman vy finalizan entre las células epiteliales como

terminaciones axénicas simples22.

Las fibras simpaticas también inervan la cornea, aunque su funciéon no esta
totalmente aclarada. Sus cuerpos celulares estan en el ganglio cervical superior y
sus axones los transporta el nervio trigémino, junto a las fibras sensoriales al

epitelio corneal22.23,

1.1.3. Limbo

esclerocorneal
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El limbo es la zona de transicion, transparente y vascularizada, entre la
conjuntiva y la escler6tica en un lado y la cornea en el otro. Clinicamente, el
margen corneal periférico se confunde con la esclerética y la extension central
del limbo esta bastante definida por una linea que une los extremos de la Capa

de Bowman y la Membrana de Descemet. (Fig.4 y Fig.5)

En el limbo tienen lugar algunos cambios importantes. El estroma pierde su
transparencia y sus laminas pierden su disposicién ordenada. Las fibras de
colageno individuales aumentan de tamano y varian su didmetro y su
disposicién, adquiriendo las caracteristicas de la esclerdtica. La Capa de
Bowman acaba en un extremo redondeado en el margen central del limbo y da
origen a tejido conectivo fibroso, en el que se desarrollan las papilas

subepiteliales en la zona de la empalizada.

El final de la Capa de Bowman se encuentra en los apices de los vasos
sanguineos del limbo. El epitelio de la cornea aumenta de grosor en el limbo,
conteniendo aproximadamente 12 capas de células. El epitelio se proyecta hacia
atrds entre las papilas subepiteliales, que aparecen como lineas blancas
orientadas radialmente que cruzan el limbo cada 1-2mm. Estas proyecciones
clinicamente visibles se conocen como empalizadas de Vogt. El epitelio corneal y
conjuntival a este nivel contiene diferentes queratinas, que permiten su

diferenciacion inmunohistoquimica.

Fig.4: Esquema del limbo Fig.5: Limbo  esclerocorneal.
esclerocorneal. Tincion con hematoxilina-eosina
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El limbo tiene una gran importancia en la regeneracion del epitelio corneal. El
epitelio limbico posee un mayor potencial de proliferacién que el epitelio
corneal central o periférico24 y contiene una poblaciéon de células madre cuyas
células hijas poblaran la cérnea252¢. Estas células se localizan en la base de los
salientes epiteliales, y puede que también en la periferia corneal superior2’. El
limbo superior parece tener una reserva mayor de células epiteliales con
caracteristicas de células madre. La destrucciéon total del limbo provoca una

disminucion de la capacidad de regeneracion epitelial22 ENREF 11 ENREF 11.

Recientemente se han publicado estudios que demuestran la existencia de
células madre en areas centrales de la corneazs. Aunque, la mayor parte de las
células madre del epitelio corneal se encuentran en el limbo. Dichas células,
poseedoras de una alta actividad mitotica, carentes de marcadores de queratina
y por lo tanto fenotipicamente indiferenciadas, serian las responsables de la
repoblacion centripeta de la superficie corneal y, a su vez impedirian el avance

del epitelio conjuntival sobre la cérnea centralzs.

El nicho en el que residen las células madre tiene caracteristicas especiales. Su
ubicacion entre las empalizadas de Vogt le confiere una proteccion mecanica
frente a agresiones externas. Y la presencia de melanocitos genera un entorno
rico en pigmento que protege a las células madre de las radiaciones ultravioleta.

La proliferacion de las células madre tiene lugar mediante dos vias29:

- La primera es por desplazamiento centripeto de las células madre desde
el limbo hacia el centro de la cérnea, que se diferencian a células
amplificadoras transitorias (CAT). Estas células pasan a constituir el
estrato basal del epitelio corneal, que proliferan para producir las células
postmitoticas suprabasales, identificadas como las células alares del
epitelio corneal. Las células madre tienen alta capacidad de

diferenciacion y las células CAT tienen alta capacidad de proliferacion.

- La segunda via proliferativa seguiria una direcciéon vertical y estaria
implicada en la funcién de barrera para prevenir el avance del epitelio

conjuntival.
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Fig.6: Esquema del desplazamiento
en tres fases de las células madre del
limbo corneal.

La teoria X Y Z de Thoft resume el desplazamiento de las células epiteliales en
tres fases, siendo X el desplazamiento centripeto, Y el desplazamiento vertical, y

Z la descamacion de las células en la superficie3°. (Fig. 6)

Cuando ocurre una disminuciéon de la poblacion de células madre, las células
epiteliales de la conjuntiva invaden la cornea, acompanados de tejido
fibrovascular que altera la transparencia corneal, e induce un proceso
inflamatorio cronico, con defectos epiteliales persistentes y cicatrizacion
estromal. Este proceso se puede detectar precozmente por la presencia de

células caliciformes en la citologia de impresion de la superficie corneal®.

1.1.4.

Conjuntiva

Se trata de una membrana mucosa que cubre la superficie interna de los
parpados y la superficie externa del globo ocular. Permite el movimiento
independiente de los parpados y del globo, proporciona mucus para la

lubricacién y contiene tejido linfoide para la proteccién inmunologica.

La conjuntiva se inicia en la unién mucocutanea del margen palpebral, posterior
a los orificios de las glandulas de Meibomio. Esta firmemente adherida a los

parpados y holgadamente fijada a los férnices y sobre el globo ocular, excepto en
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el limbo. Aproximadamente a 2mm del margen tarsal se halla un surco
superficial, el surco subtarsal, que senala la transicion desde el epitelio
escamoso estratificado no queratinizado del margen palpebral al epitelio

cuboideo.

Se distinguen tres porciones: la conjuntiva bulbar que reviste el globo ocular
desde el limbo hasta los fondos de saco, la conjuntiva de los fondos de saco y la
conjuntiva tarsal que se extiende sobre la superficie tarsal hasta el borde libre de

los parpados en la uniéon mucocutanea.

Microscopicamente, la conjuntiva como todas las membranas mucosas posee
una capa epitelial y una lamina propia submucosa. El epitelio escamoso
estratificado no queratinizado aparece en el margen palpebral, sobre los 2-3mm
mas periféricos del tarso, y rodeando el limbo en 2 a 3 mm. El resto de la
conjuntiva tarsal y la conjuntiva del férnix poseen de 2 a 5 capas de células
epiteliales, con células basales cuboideas, células cilindricas superficiales y hasta
tres capas de células poliédricas entre ellas. El nimero de capas celulares
aumenta gradualmente sobre la conjuntiva bulbar, siendo las células
superficiales cada vez mas planas y las basales cada vez maéas altas, y
aumentando el numero de capas poliédricas. Las células -caliciformes,
formaciones celulares apocrinas secretoras de moco, aparecen en todas las
regiones conjuntivales. Son mas numerosas sobre el tarso y en el fornix y menos
en la conjuntiva bulbar interpalpebral. Poseen una morfologia redondeada u
ovalada, con un nuacleo aplanado cerca de la base celular y un gran
almacenamiento intracelular de mucina. El ntimero de células caliciformes
aumenta en algunas inflamaciones conjuntivales y disminuye en procesos

conjuntivales destructivos.

Las superficies de las células epiteliales conjuntivales estan cubiertas por
microvellosidades y micropliegues, asi como por un delgado glucocaliz y una
cubierta de mucina3!. Esta cubierta aumenta el area de superficie y contribuye a
fijar la pelicula lagrimal. Las células epiteliales basales se fijan mediante
hemidesmosomas a una membrana basal tipica. Se pueden encontrar

melanocitos entre el epitelio basal.
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El estroma conjuntival consta de dos capas, una capa linfoide superficial y una
fibrosa mas profunda. La capa linfoide estd compuesta por una matriz de tejido
conectivo que contiene una poblacion de linfocitos de aspecto homogéneo.
Normalmente no aparece ningun foliculo germinal. Mas profunda se encuentra
la capa de tejido fibroso, a través de la cual discurren los vasos y los nervios

conjuntivales; su espesor es variable y estd muy limitada sobre el tarso.

Sobre el globo ocular, una capa de tejido areolar laxo separa la conjuntiva de la
epiesclerotica, denominada Capsula de Tenon. La Capsula de Tenon contiene
ramas de las arterias ciliares anteriores que han pasado hacia delante de las
inserciones de los miusculos extraoculares. La Capsula de Tenon emerge
aproximadamente a 3-4mm del limbo junto a la conjuntiva. Normalmente, la
conjuntiva y sus vasos pueden moverse libremente sobre la capa de Tenon y sus

Vvasos.

En la conjuntiva aparecen dos tipos de glandulas lagrimales accesorias: las de
Krause y las de Wolfring. Sus estructuras son similares a las de las glandulas
lagrimales. Las de Krause se localizan en el fornix superior y en la cartncula, en
el tejido conectivo submucoso. Las de Wolfring se localizan en el tarso, en el

borde superior del tarso superior y en el borde inferior del tarso inferior.

La conjuntiva recibe su aporte sanguineo de las ramas muscular, palpebral
media y lagrimal de la arteria oftdlmica. Las ramas palpebral media y lagrimal
forman las arcadas periféricas o marginales de los parpados, localizadas entre el
tarso y el orbicular. Las ramas de estas arcadas atraviesan los tarsos hacia la
conjuntiva, aproximadamente a nivel del surco subtarsal. Irrigan por completo
la conjuntiva, excepto el area situada a 3-4mm del limbo. Se encuentra en esta
area una anastomosis de los vasos conjuntivales con las ramas de las arterias
ciliares anteriores en la Capsula de Tenon. Las ramas de la arteria ciliar anterior
parecen mas oscuras que los vasos superficiales y no se mueven con la

conjuntiva.

Los capilares conjuntivales son fenestrados. En situaciones de inflamacion, el
rezumado a través de estas fenestraciones supera a veces la velocidad con la que
el liquido atraviesa la conjuntiva hacia la superficie dando lugar a la aparicion

de quémosis.
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La conjuntiva posee un abundante reticulo linfatico. Los vasos linfaticos se
originan aproximadamente a 1tmm del limbo. Los linfaticos de las porciones
laterales de la conjuntiva drenan en los ganglios preauriculares e
intraparotideos, y los de las porciones mediales lo hacen en los

submandibulares.

La inervacion sensorial de la conjuntiva es proporcionada por la division
oftalmica del quinto par craneal. Generalmente, la inervacion de la conjuntiva
tiene la misma fuente que la del parpado, excepto que los nervios ciliares largos
inervan la conjuntiva limbica. La inica modalidad sensorial que se percibe es el
dolor, exceptuando alguna sensacion de presion en la conjuntiva tarsal marginal
y en la carincula. También existen fibras autbnomas y se asocian con los vasos

sanguineost:22,

1.1.5. Glandula lagrimal

La glandula lagrimal se localiza en la zona superoexterna de la 6rbita, rodeada
de tejido fibroso que la ancla superiormente al periostio del hueso frontal. En el
adulto aproximadamente mide 20x12x5mm y pesa 0,78g. Esta dividida en dos
l6bulos por la extension lateral de la aponeurosis del musculo elevador. El
l6bulo orbitario mas grande comprende el 60-70% de toda la glandula,
localizado por detras del tabique orbitario y por encima de la aponeurosis del
elevador; y el lobulo palpebral, mas pequeno, queda situado bajo la extension
lateral de la aponeurosis del elevador, por debajo del l16bulo orbitario. Los dos

l6bulos estan conectados por vasos, nervios y conductos lagrimales32:33.
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Los lobulos que forman la glandula lagrimal se encuentran separados por tejido
conectivo fibrovascular. Cada l6bulo esta formado por una unidad acinar y un
sistema de conductos. De dos a seis conductos secretores del 16bulo orbitario
pasa a través del 16bulo palpebral o a través de la capsula fibrosa de este 16bulo,
uniéndose con los conductos del 16bulo palpebral, para formar de 6 a 12 tibulos
que drenan en la zona superoexterna del féornix conjuntival, a una distancia de 4
6 5 mm por encima del tarso3+s3s. Por lo tanto, la escision del 16bulo palpebral
puede interrumpir el drenaje del 16bulo orbitario. Los conductos, revestidos por
un epitelio escamoso, pseudoestratificado, no queratinizado, forman un patréon
ramificado en la glandula lagrimal; de manera que las secreciones de los acinos
drenan a pequenos conductos de diAmetro cada vez mayor hasta que forman
tibulos de gran calibre, para drenan finalmente en la zona superoexterna del
fornix conjuntival. La superficie de la luz de los conductos contiene
microvellosidades similares a las células acinares secretoras. Las paredes
epiteliales de los grandes conductos presenta entre 3 y 4 capas de células
columnares o cuboideas, a diferencia de los conductos intralobulares mas

pequenos que sblo tienen una capa de células3s.

Cada unidad acinar, o unidad secretora, de la glandula lagrimal esta compuesta
por una capa interna de células cilindricas secretoras dispuestas hacia una luz
central, rodeadas por una capa basal de células mioepiteliales. Estas células
mioepiteliales al contraerse facilitan la salida de las secreciones hacia el sistema

de drenaje tubularss.s6,

1.1.6. Pelicula lagrimal-

La pelicula lagrimal es la primera superficie refractiva del ojo al generar una
interfase lisa entre el aire y el epitelio corneal. Constituye un agente esencial en
la oxigenacion e hidratacion del epitelio corneal. Por otra parte actia como un
agente lubricante de la superficie ocular al disminuir el roce durante el

parpadeo y los movimientos oculares.
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Ademas juega un papel fundamental en la defensa frente a la invasién
bacteriana. Tiene propiedades antiadherentes y compuestos antibacterianos
como la transferrina y la lactoferrina (efectivas contra las bacterias gram-
positivas), lisozima (efectiva contra las bacterias gram-negativas y ciertos
hongos), beta-lisina, IgA, IgG, factores del complemento y leucocitos que
aumentan en ntimero especialmente cuando el parpado esta cerrado. También
se encuentran en el componente lipidico de la pelicula lagrimal 4cidos grasos de
cadena corta y larga, siendo los primeros agentes desestabilizadores de la
membrana celular bacteriana, y los altimos interfieren en el metabolismo
bacteriano. Existen, diluidos en la lagrima, factores que favorecen el trofismo

del epitelio corneal, tales como la lactoferrina y el factor de crecimiento epitelial.

Su espesor medio es de 7um aproximadamente, pero es variable. La produccién
basal de lagrima en situacion de reposo es de alrededor de 1,2ul/minuto. Su

composicion es compleja:

Una capa lipidica, de origen meibomiano principalmente y muy fina (0,1
a 0,5um), evita la evaporacion, la caida de la lagrima y su contaminacion
externa. Estd compuesta por una mezcla de lipidos hidrofilicos e
hidrofébicos en estado liquido a la temperatura de la superficie ocular.
Los lipidos hidrofilicos estan en contacto con la capa acuosa y los
hidrofébicos se disponen hacia la interfase aérea. Confiere tension
superficial a la pelicula lagrimal, permitiendo su distribucion homogénea

sobre la superficie ocular.

La capa principal, acuosa o serosa, de aproximadamente 6,5um,
representa mas del 90% del grosor de la pelicula lagrimal. Se origina en
las glandulas lagrimales principal y accesorias. Contiene, ademas de agua
y electrolitos, numerosas sustancias entre las que se incluyen algunas con
importancia  defensiva, como la lisozima, lactoferrina e
inmunoglobulinas. En las lagrimas acuosas aparecen numerosas células,
derivadas del epitelio corneal y conjuntival, el tejido linfoide conjuntival
y los vasos conjuntivales. Los linfocitos son los mas numerosos, seguidos
por las células epiteliales descamadas y los leucocitos
polimorfonucleares. Esta capa se mezcla progresivamente con la capa

mucinosa.
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La capa mucinosa o mucosa se encuentra adherida a la superficie
epitelial. Estd compuesta por el glicocalix de las microvellosidades de las
células epiteliales superficiales de la cornea y por el mucus secretado
desde las células caliciformes conjuntivales. La mucina permite la
adhesion de la lagrima acuosa a la superficie, de otro modo hidrofoba, del
epitelio corneal. Ademéas constituye una barrera contra la invasién
bacteriana y de células inflamatorias. Confiere a la pelicula lagrimal
mayor estabilidad y disminuye la tensién superficial, favoreciendo la
distribucién de la pelicula lagrimal por la superficie ocular con el

parpadeo. Esta capa tiene un grosor de 0,2 — 0,5um?22:23:37:38,

Superficie del epitelio corneal

Fig.7: Esquema de la pelicula lagrimal donde
se pueden distinguir los tres componentes de
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1.2. ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA
HUESPED.
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El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos representa la tnica
posibilidad de curacion para numerosos pacientes con hemopatias malignas, lo
que justifica el nimero creciente de trasplantes realizados a nivel mundial desde
su desarrollo hace mas de 30 anos. Se trata, por tanto, de una estrategia
terapéutica sobre la que existe una amplia experiencia. A pesar de ello, hoy en
dia los resultados de los trasplantes estan lejos de ser los idoneos y esto se debe,
en gran medida, a la elevada toxicidad relacionada con el procedimiento, que
puede provocar hasta un 20-50% de mortalidad394c. En concreto, la
Enfermedad de Injerto contra Huésped (EICH), que se debe al efecto citotoxico
de los linfocitos T del donante sobre tejidos y 6rganos vitales del paciente, es la
complicacion mas grave tras el trasplante, con una incidencia de hasta el 80%
en _ENREF 1series de pacientes sometidos a trasplante de progenitores
hematopoyéticos de donante no emparentado!. Sin embargo, precisamente en
este reconocimiento y efecto citotoxico de los linfocitos del donante frente
antigenos extranos reside también el efecto curativo del trasplante alogénico, de
manera que los linfocitos desencadenan una respuesta inmune frente al tejido
hematopoyético y las células tumorales del paciente, provocando el efecto

injerto contra leucemia (EICL)442. _ENREF 22

A pesar de los esfuerzos de numerosos grupos de investigacion a nivel mundial
durante muchos anos, en la actualidad atn no se ha podido desarrollar ningin
procedimiento que permita separar el EICL (beneficioso) del EICH (perjudicial)
de manera que, en la practica, los procedimientos mas eficaces en la prevencion
del EICH, como la deplecion de linfocitos T del donante, provocan también una
inmunosupresion mas profunda y, por tanto, un mayor riesgo de recaida
(menor EICL) o de infecciones potencialmente fatales en el periodo

postrasplante43.
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1.2.1. Fisiopatologia de la EICH-

Los primeros pacientes que recibieron médula 6sea después de un trasplante
alogénico desarrollaron un cuadro clinico que se denominé “Enfermedad
Secundaria”, y las manifestaciones clinicas incluirian afectacion de piel, tracto

gastrointestinal e higado.

En 1966 Billinghan formulé los tres requerimientos necesarios para el
desarrollo de EICH:

- Elinjerto debe contener células inmunocompetentes.

- El receptor debe de tener antigenos tisulares que no estén presentes en el

donante.

- El receptor debe ser incapaz de producir una respuesta efectiva para

eliminar las células trasplantadas.

Actualmente conocemos que estas células inmunocompetentes son linfocitos T y
que la EICH tiene lugar cuando los linfocitos T son transferidos de una persona

inmunocompetente a otra incapaz de eliminarlas44-45.

La EICH se clasifica como aguda o crénica en funcion de sus manifestaciones
clinicas y del momento de aparicion. La EICH aguda suele aparecer durante los
tres primeros meses tras el trasplante y la EICH cronica a partir de los 3 meses,
con una mediana de aparicion de 6-9 meses post-trasplante4¢. Los factores de
riesgo para el desarrollo de EICH croénica son: haber padecido EICH aguda, el
aumento de la edad media de los receptores, el empleo de precursores
hematopoyéticos de sangre periférica, la disparidad de HLA entre donante y

receptor, y el aumento de la supervivencia47-5°_ENREF 28

Aunque la EICH es un proceso complejo, el papel fundamental en su desarrollo
se atribuye a las células dendriticas (CDs) del receptor, que actian como células
presentadoras de antigenos a los linfocitos T del donante, especificamente a
aquellos que reconocen antigenos del receptor (células T aloreactivas)st52. La

EICH croénica se inicia con la expansion de linfocitos T del donante en respuesta
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a alo o auto-antigenos, que escapan a los mecanismos de supresion a nivel

timico o en sangre periféricass.

La unioén del linfocito T al antigeno a través de su receptor TCR/CD3 conduce a
la activacion de diversas tirosin-quinasas, PKC, PLC y a la activacion de

calcineurina_ENREF 32 ENREF 32 ENREF 32. Sin embargo, para que la interacciéon

antigeno-linfocito T provoque una respuesta inmune adecuada, deben activarse
otras vias de sefializacion a través de moléculas co-estimuladoras como CD28 o
CD4oL. Estas vias finalmente convergen en factores de transcripcion como NF-
kB, NFAT o AP-1 que inducen la expresién de genes relacionados con la

respuesta inmune o la proliferacion celular como p27 o bel-254.

El papel de la auto o alo-reactividad en el contexto de la EICH crénica
constituye un area de debate que permanece sin clarificar. La alo-reactividad
frente a antigenos menores de histocompatibilidad explica la EICH croénica
como una manifestacion o fase tardia de EICH aguda. Sin embargo, las
manifestaciones clinicas de la EICH croénica frecuentemente se asemejan a las
descritas en el contexto de enfermedades autoinmunes y algunos estudios han
identificado linfocitos T reactivos frente a antigenos no polimoérficos comunes
(compartidos por donante y receptor) que aparecerian en el contexto de un dafno
a nivel timico y ausencia de seleccion negativass. Por tanto, la EICH croénica
depende de la persistencia de linfocitos T que no desarrollan una respuesta
inmuno-tolerante frente a antigenos del receptor. Por otra parte, se detectan
anticuerpos antinucleares, antiDNA o antimusculo liso hasta en el 62% de los
casos. Ademas, se ha encontrado una clara relacion entre la generacion de
anticuerpos anti-Y5¢ o la expresion del marcador de activacion BAFF (B-cell
activating factor), que promueve la supervivencia y diferenciacion de los
linfocitos B, y el desarrollo de EICH croénico, lo que pone de relieve la
importancia de la respuesta inmune humoral en su aparicién. Las citocinas

predominantes en la EICH croénica son las Th2 anti-Y56:57.

Ademas de la alteracion en la funcién timica, se aprecian alteraciones
funcionales a nivel periférico que pueden contribuir al desarrollo de la EICH
cronico. En este sentido, tanto las células dendriticas (CDs) del donante como
las del receptor pueden contribuir al desarrollo de la EICH cronico mediada por

linfocitos CD4 en la piel (fundamentalmente las CDs del receptor) o en el tubo
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digestivo (las del donante). Otros mecanismos implicados en la regulacion y
homeostasis del sistema inmune a nivel periférico, como los linfocitos T

reguladores, se encuentran disminuidos en el contexto de la EICH croénicas:.

1.2.2. Manifestaciones

clinicas

La EICH aguda es una entidad clinico-patolégica caracterizada por la aparicion
de erupciones cutaneas, alteraciones intestinales y hepaticas49:52 ENREF 47.
(Tabla1)

- Piel: es el 6rgano mas comunmente afectado y se caracteriza por un
eritema maculopapuloso pruriginoso localizado o generalizado que puede
cursar en los casos mas graves con la formacion de bullas o necrosis

epidérmicass.

- Higado: la alteracion de las pruebas de funcién hepatica es frecuente
durante el periodo post-trasplante inmediato como consecuencia de la
enfermedad veno-oclusiva, la toxicidad del acondicionamiento,
infecciones virales, sepsis, sobrecarga férrica y otras causas de
obstruccion biliar extrahepatica. La afectacion hepéatica secundaria a la
EICH se caracteriza por un aumento de la bilirrubina conjugada y
fosfatasa alcalina como consecuencia de la afectacion de los canaliculos

biliares produciéndose un incremento de transaminasas.

- Afectacion gastrointestinal: puede cursar con la aparicion de anorexia,
nauseas, vomitos e intolerancia alimentaria, diarrea, dolor abdominal y
en casos graves hemorragia e ileo59. La presencia de hemorragia digestiva
como resultado de la ulceracion de la mucosa se asocian con un mal

pronostico®o.

En cuanto a la EICH croénica, puede afectar practicamente cualquier 6rgano,

remedando diversas enfermedades autoinmunes, la clasificacién propuesta
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en el National Institute of Health Consensus Development Project pretende

establecer 3 grupos de pacientes en funcién del nimero de 6rganos afectados

por la EICH cronica y el grado de afectacion de cada 6rgano, de manera que

divide la EICH cronica en: (1) leve: afectacién de uno o dos 6rganos (excepto

el pulmon) con una puntuacion maxima de 1; (2) moderada: 3 6 mas 6rganos

afectados con una puntuacién maxima de 1 o siempre que un érgano tenga

una puntuacion de 2 (salvo el pulmoén en el que es suficiente una puntuacién

de 1); (3) grave: cuando al menos 1 6rgano alcanza una puntuacion de 3 (o

bien el pulmén alcanza una puntuacién de 2). Mientras que los tipos

moderado y grave requieren tratamiento inmunosupresor sistémico el leve

puede manejarse con tratamiento topicot4¢ (Tablas 1y 2) .

CRITERIOS: DIAGNOSTICO CARACTERISTICO OTROS COMUN CON EICH
AGUDA
Piel Poiquilodermia Despigmentacion Alt. sudacion Eritema
Liquen plano Ictiosis Rash maculopapular
Cambios escleréticos Queratosis pilaris Prurito
Morfea, liquen Hipo/hiperpigmen-
escleroso tacion
Unas Distrofia
Estrias
longitudinales
Unas quebradizas
Onicolisis
Pterigium ungueal
Pérdida ungueal
Cuero Alopecia cicatrcial Fragilidad capilar
cabelludo Lesiones Encanecimietno
descamativas prematuro
Lesiones
papuloescamosas
Boca Lesiones liquenoides ~ Xerostomia Gingivitis
Placas Mucocele Mucositis
hiperqueratosicas Pseudomembranas Eritema
(leucoplaquia) Ulceras Dolor
Esclerosis
Ojos Sequedad, dolor Fotofobia
Conjuntivitis Hiperpigmentacion
cicatricial periorbital
Queratoconjuntivi- Blefaritis
tis seca
Genitales Liquen plano, Erosion, fisuras,
cicatrices o estenosis  tlceras
vaginal
Digestivo Membrana esofagica Insuficiencia Anorexia, nauseas,
Estenosis hasta 1/3 pancreatica exocrina  vomitos, diarrea,

medio
(documentados por

pérdida de peso,
retraso crecimiento
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endoscopia o (nifios)
contraste)

Higado Bilirrubina total,
fosfatasa > 2 veces el
limite superior de la
normalidad (N)
ASTOALT >2xN

Pulmonar Bronquiolitis Bronquiolitis Bronquiolitis

obliterante obliterante obliterante con

diagnosticada por diagnosticada por neumonia

biopsia espirometria y organizada
radiologia

Muscular, Fascitis, rigidez o Miositis 6 Edema, calambres,

fascia contracturas polimiositis artralgia, artritis

articulares (requiere biopsia)
secundarias a
esclerosis

Tabla 1: Signos y sintomas de la EICH cronica.

CRITERIOS: DIAGNOSTICO CARACTERISTICO  OTROS COMUN CON EICH
AGUDA

Hematologico Trombocitopenia, eosinofilia,

e linfopenia,

inmunolégico hipo/hipergammaglobulinemia,

8 autoanticuerpos

Otros Ascitis, derrame pleural o

pericardico, neuropatia,

sindrome nefrético, miastenia
gravis, alt conduccion a nivel
cardiaco, miocardiopatia

Tabla 1 (continuacion): Signos y sintomas de la EICH cronica.

Puntuacion: 3

Puntuacion: Puntuacion: 1 Puntuacion: 2

o

Estado general Asintomatico Sintomético; Sintomético, Sintomético,
ECOG o paciente paciente capacidad limitada
Karnofsky o ambulatorio, ambulatorio, capaz para llevar a cabo
limitado de llevar a cabo medidas de higiene
unicamente con medidas elementales | personal
actividad intensa de higiene personal ECOG 3
ECOG 1 ECOG 2 Karnofsky 3
Karnofsky 1 Karnofsky 2
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Piel

Rash
maculopapuloso
Similares a liquen
plano, Ictiosis o
lesiones
papuloescamosas
Hiperpigmentacion
Hipopigmentacién
Queratosis pilaris
Eritema,
Eritrodermia
Poiquilodermia
Cambios
escleréticos
Prurito

Afectacion capilar
Afectacion ungueal
% SCA

Asintomatico
Sin hallazgos a
la exploracion

<18% SCA pero sin
signos de esclerosis

19-50% SCA o
lesiones superficiales
escleroéticas (la
rigidez permite
“pellizcar” la piel)

> 50% SCA o
cambios
escleroticos
profundos (no se
puede “pellizcar” la
piel) o alteracién
de la movilidad
ulceraciones o
prurito severo

Tabla 2: Clasificacion de la EICH crénica. National Institute of Health Consensus

Development Project

Puntuacion:

(0]

Puntuacion: 1

Puntuacion: 2

Puntuacion: 3

Boca Asintomatico Sintomatologia leve | Sintomatologia Sintomatologia
con signos de moderada con signos | severa con signos
enfermedad en de enfermedad en de enfermedad que
mucosa pero que mucosa y limitacion | limitan la ingesta
no limita la ingesta | parcial de la ingesta
oral
Ojos Asintomatico Sintomas leves de Sintomas moderados | Sintomas severos
Schirmer 0jo seco que no que afectan que afectan la AC 6
> 10 mm afectan la AC parcialmente la AC incapacidad para
6-10 mm (requiere gotas (gotas >3 / dia) sin t1.‘abajar debi@o ala
< 5mm oculares <3/ dia) | afectaciéon de agudeza | sintomatologia
6 asintomatico con | visual ocular 6 pérdida de
signos de QS vision causada por
QS
Tubo digestivo | Asintomatico Disfagia, anorexia, | Sintomas asociados a | Sintomas asociados

nauseas, vomitos,
dolor abdomial o
diarrea sin pérdida
significativa de
peso (< 5%)

pérdida moderada de
peso (5-15%)

a pérdida de peso >
15%, requiere

aporte nutricional 6
dilatacién esofagica

Higado PFH normales | Alteracion PFH < 2 | Bilirrubina > 3 PFH > 5 x LSN
x LSN mg/dL o enzimas
hepaticos 2-5 x LSN
Pulmones Asintomatico Sintomas leves Sintomas moderados | Sintomas graves
FEV1 (disnea tras subir (disnea tras caminar | (disnea de reposo)

DLCO

un piso de

en llano)
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FEV1 > 80% 6 | escaleras) FEV1 40-59% 6 PFP FEV1 < 39% 6 PFP
PFP FEV1 60-79% 6 6-9 10-12
PFP 3-5
Articulaciones Asintomatico Tirantez en brazos | Tirantez en brazos o Contracturas con
y musculos 0 piernas, piernas o afectacion severa
movilidad articular | contracturas de la movilidad
normal o articulares, eritema articular que afecta
levemente debido a fascitis, severamente la AC
disminuida que no | movilidad articular (incapaz de atarse
afectan la AC afectada los zapatos,
moderadamente que | vestirse, etc)
limita la AC de
manera leve o
moderada
Tracto Asintomatico Sintomaético con Sintomaético con Sintomaético con
genitourinario signos de signos moderados de | signos severos de
afectacion leve que | afectacion ala afectaci6on
no afectan el coito; | exploraciéon con (estenosis,

minimas molestias
a la exploracién
ginecoldgica

dispareunia leve o
molestias a la
exploracion

ulceracion) con
dispareunia severa
o imposibilidad de
introducir un
espéculo
ginecoldgico

Tabla 2 (continuacidn): Clasificacion de la EICH crénica. National Institute of Health

Consensus Development Project

1.3.

HUESPED OCULAR

ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA

1. .1.

Fisiopatologia

La EICHo causa un sindrome de ojo seco severo que afecta de manera

importante a la calidad de vida de estos pacientes provocando ademas de graves

molestias, disminucion de la agudeza visual e incluso puede ser causa de

ceguera®’;

sin embargo no se conoce con exactitud la fisiopatologia de la

enfermedad de injerto contra huésped ocular debido a su complejidad y a los

numerosos factores implicados3:46263_ENREF 2. La mayoria de los estudios




Introduccién
demuestran la afectacion de la conjuntiva y la glandula lagrimal, los cambios en

la cérnea y el limbo esclerocorneal no estan descritos®4-66,
1.3.1.1. Conjuntiva

Existen pocos trabajos que profundicen en la fisiopatologia de la EICH ocular,
Rojas et al. pusieron de manifiesto que en la conjuntiva tras el trasplante
alogénico existen mas células CD3+ y CD14+ en el epitelio, mas linfocitos T
(CD3+, CD4+, CD8+) y células CD14+ en el estroma y una mayor expresion de
VLA-4 y LFA-1 en el estroma. Ademas en los pacientes con trasplante alogénico
que presentaban signos o sintomas de ojo seco observaron un aumento de
células CD14+ en epitelio y estroma comparado con los pacientes sin estos
signos o sintomas. Demostraron también que en los pacientes con
queratoconjuntivitis sicca existia un cociente CD4/CD8 mayor que en los
pacientes que no tenian queratoconjuntivitis sicca%s. Por otra parte, Aronni S y
cols. demostraron en otro estudio sobre las caracteristicas de la conjuntiva en la
EICH ocular una disminuciéon de la densidad de células caliciformes que se
correlacionaba directamente con una disminucion del test de Schirmer y un

aumento en la expresion de los marcadores inflamatorios®”.
1.3.1.2. Glandula lagrimal

La caracteristica histologica principal encontrada en la glandula lagrimal es una
marcada fibrosis en el intersticio y un notable incremento de fibroblastos, con
una moderada infiltracion linfocitica®8. Los linfocitos, predominantemente T, se
localizan en el area periductal de la glandula lagrimal®9. Estos hallazgos son mas
numerosos en los pacientes con EICHo severo que en los casos moderados. La
microscopia electronica de la glandula lagrimal en la EICH croénica ha revelado
la presencia de fibroblastos estromales junto a células inflamatorias,
fundamentalmente células T. Ademas, se ha observado en los fibroblastos, un
reticulo endoplasmico bien desarrollado y la sintesis de nuevas fibrillas de
colageno en la matriz extracelular, que indican que los componentes de la
matriz extracelular estdn produciéndose activamente. Clinicamente se ha visto
que la severidad del ojo seco se correlaciona directamente con la extension de

los cambios fibroéticos, mas que con la infiltracion linfocitica:.
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Por otra parte, Anderson et al. observaron que los fibroblastos del donante se
encontraban en la glandula lagrimal, sugiriendo que estos participaban en el

exceso de fibrosis existente en los pacientes con EICH ocular crénico7o:7:.,

Ademas, en la glandula lagrimal, la lamina basal de los vasos presentan
maultiples capas, lo que indica multiples dafnos en la pared de esos vasos y
reparacion de los mismos. Estos cambios se observan con frecuencia en
vasculopatias sistémicas como en la diabetes mellitus y la artritis reumatoide.
También la lamina basal de los conductos y los l6bulos de la glandula lagrimal
de estos pacientes presenta maultiples capas y un adelgazamiento que se

correlaciona directamente con la gravedad del ojo seco del paciente®8.

La region periductal de la glandula lagrimal en la EICHo croénica es uno de los
principales sitios de activacion de células T CD4+ y CD8+. Una subpoblacion de
estas células expresan el marcador de activacion CD154%. Ademas junto a estas
células T se encuentran fibroblastos que actian como células presentadoras de
antigenos, expresan moléculas HLA-DR, moléculas de adhesién y
coestimuladoras como CD45, CD54, CD40, CD80 y CD86%. La presencia de
linfocitos T CD4+, CD8+, células T CDis4+ activadas, mononucleares y
fibroblastos que expresan HLA-DR y CD54 y otras moléculas coestimuladoras
hacen que se considere la region periductal como un sitio de activacion de

células T en los pacientes con EICH crénico®9.

Por tanto, en la EICHo cronica las células T CD4+ y CD8+ son activadas en la
region periductal de la glandula lagrimal por células presentadoras de
antigenos. Después estas células T activadas llevan a cabo su actividad citotéxica
sobre las células epiteliales de la glandula lagrimal®!, dando lugar a una ectasia
ductal®8.69, De este modo, es explicable que en los pacientes con EICHo cronica
se haya observado una ectasia de la glandula lagrimal, con una dilatacion de los
conductos y una obstruccion de la luz de los mismos, cambios similares a los

observados en la via biliar en el higado en los pacientes con EICH?®2:66.72-76,

Adam S. Hassan y cols. han descrito cambios histologicos, muy similares a los
observados en humanos, en la glandula lagrimal en modelos murinos de EICH.
A las dos semanas del trasplante observaron la aparicion de un infiltrado

inflamatorio alrededor de los conductos de la glandula lagrimal, retencion de la
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secrecion en los conductos de la glandula lagrimal y restos de células epiteliales
en la luz de los conductos, fibrosis periductal y apoptosis. El infiltrado
leucocitario observado estaba constituido por células CD3+ (primordialmente
CD8+ y en menor medida CD4+). A diferencia de otros 6rganos no se observo
endotelitis. Todos los cambios observados se incrementaban a partir de las 6

semanas postraplante?’.

1.2.2. Manifestaciones clinicas de la
EICHo

Las alteraciones oculares pueden afectar hasta el 40- 90% de los pacientes con
EICH478. Pueden aparecer en pacientes con EICH agudo o crénico, pero es mas
frecuente en los pacientes con EICH crénico, ademéas en éstos las

manifestaciones son mas graves7278,

Todas las capas del ojo pueden resultar afectadas, incluyendo péarpados,
glandula lagrimal, conjuntiva, cérnea, vitreo, coroides y nervio 6ptico, aunque la
afectacion del polo posterior es muy rara. La glandula lagrimal y la superficie

ocular son las que mas se afectan®e.

Las manifestaciones oculares de la fase aguda incluyen la apariciéon de una
conjuntivitis pseudomembranosa que se relaciona con el desarrollo de una
EICH aguda y se ha asociado a una menor supervivencia del trasplante. La
inflamacién conjuntival y la aparicién de pseudomembranas se atribuyen a una
pérdida completa del epitelio conjuntival. Otras manifestaciones mas
infrecuentes descritas son la escleritis posterior con desprendimiento coroideo y

glaucoma secundario, e infecciones por virus del herpes simple79.

Las complicaciones tardias de la EICH son la queratoconjuntivitis seca, la
disfuncion de las glandulas de Meibomio, complicaciones corneales secundarias
a queratoconjuntivitis seca, la aparicion de cataratas y mas raramente
manifestaciones en el segmento posterior como retinopatia isquémica, edema
macular quistico, retinopatia proliferativa, afectacion del nervio 6ptico, Gvea e

incluso Orbitas-8o.

1.3.2.1. Superficie ocular
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El Sindrome de ojo seco es la complicacion més frecuentes de la EICH,
apareciendo en el 40-76% de los pacientes247881, Algunos autores han
relacionado directamente la gravedad del ojo seco con la severidad de la EICHS.
En la mayoria de los pacientes la queratoconjuntivitis sicca persiste a pesar de la

resolucion de la EICH3:81.82 ENREF 79.

El Sindrome de ojo seco se considera una enfermedad multifactorial de la
lagrima y de la superficie ocular que provoca sintomas de incomodidad o
molestias, alteracion de la agudeza visual, e inestabilidad de la pelicula lagrimal
con dano potencial a la superficie ocular. Se acompana de incremento de
osmolaridad de la lagrima e inflamacién de la superficie oculars3.84, El ojo seco
se diagnostica por la historia clinica, la disminuciéon del tiempo de ruptura
lagrimal (<10 segundos), la tincidén de la superficie ocular con fluoresceina y
rosa de bengala, la prueba de Schirmer y otras pruebas complementarias como
la medicion de la osmolaridad en la lagrima, la citologia de impresién y
bioquimica de la 1agrimas8s-86. Los criterios diagnoésticos de Sindrome de ojo seco
de acuerdo con American-European Consensus Group for Sjogren Syndrome
son: un test de Schirmer <smm en 5mm sin anestesia topica y/o tincion positiva

de la superficie oculars?.

En la EICHo la afectacion inicial de la superficie ocular se caracteriza por la
aparicion de una conjuntivitis no infecciosa pseudomembranosa, que puede
acompafarse de quémosis conjuntival y alteracion del epitelio corneal7281, Se

han descrito 4 estadios de EICH conjuntival:

Estadio 1: caracterizado por la aparicion de hiperemia conjuntival sin

otros cambios.
- Estadio 2: incluye quémosis y/o un exudado serosanguiolento.
- Estadio 3: se observa la aparicion de pseudomembranas.

- Estadio 4: ademéas de pseudomembranas se puede ver una alteracién en

el epitelio corneal (ulceracion)ss.

Estos estadios describen la gravedad de la afectacion conjuntival y generalmente
indican una progresion de la enfermedad. Aunque los pacientes pueden pasar

progresivamente de un estadio a otro, es frecuente ver pacientes con inicio de la
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enfermedad en estadio 382. También el estadio 2 con frecuencia no sigue al

estadio 1.

Es muy importante conocer la historia clinica del paciente para determinar el
estadio de la EICHo puesto que la quémosis (que caracteriza el estadio 2) puede
producirse por una retencion de liquidos, el tratamiento con corticoides o una
alteracion en el balance de electrolitos. La hiperemia conjuntival, que
corresponde al estadio 1, incluye una amplia gama de alteraciones conjuntivales

que implique inflamacion.

El estadio 3 se puede describir como conjuntivitis pseudomembranosa. Es
importante un diagnostico adecuado de pseudomembranas nada mas aparecer,
porque en la mayoria forman cicatrices membranosas fibrovasculares, que
persisten como conjuntivitis cicatriciales®4. En el estadio 4 se incluyen las
alteraciones del epitelio (queratitis, ulceras) anadido a la conjuntivitis
pseudomembranosa. Mientras el estadio 3 se puede observar en la EICH
cronica y aguda inmediatamente después del dia 100, el estadio 4 aparece

tipicamente en las fases aguda e hiperaguda post-trasplante®4.

Las lesiones conjuntivales no influyen en la gradaciéon sistémica, importante
durante los primeros 100 dias postrasplante, aunque se ha sugerido que la
existencia de lesiones oculares conjuntivales se relaciona con menor

supervivencias8

Otros procesos inflamatorios que se han observado en la EICHo, son la

queratoconjuntivitis limbica superior y la epiescleritisé4.

La queratoconjuntivitis limbica superior asociada a EICHo aparece en pacientes
con un test de Schirmer sin anestesia menor de 5mm, con un proceso cicatricial
de conjuntiva tarsal. Este proceso es mas frecuente cuando la fuente del

trasplante procede de sangre periférica.

La epiescleritis bilateral desaparece empleando corticoides t6picos®4. La

cicatrizacion conjuntival es relativamente frecuente en la EICH crénica®9.

Igual que a nivel sistémico la EICH provoca dafios similares a una enfermedad
autoinmune, en el ojo las manifestaciones clinicas son similares a las que

aparecen en enfermedades autoinmunes como la conjuntivitis cicatricial en
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pénfigo, la queratoconjuntivitis sicca en el sindrome de Sjogren, escleritis y

epiescleritis en la artritis reumatoide®4.
1.3.2.2. Glandula lagrimal

La afectacion de la glandula lagrimal y la queratoconjuntivitis sicca es otro
hallazgo importante en la EICHo. La disfuncion de la glandula lagrimal se
asocia principalmente con EICH croénica, pero también puede aparecer en los
casos agudos72. Un test de Schirmer menor o igual a 5mm o la aparicién de
queratoconjuntivitis sicca con un Schirmer de 6-10mm es suficiente para hacer
el diagnostico de EICH ocular en pacientes con EICH que afecta al menos a un

Organo4o.

1.2.3. Opciones terapéuticas actuales para la
EICHo

La mayoria de los tratamientos actuales se centran en aliviar la sintomatologia
del ojo seco que se produce como consecuencia de la EICHo, mediante el
empleo de lubricantes, evitando la evaporacion de la lagrima, el drenaje de la
lagrima, disminuyendo la inflamacion de la superficie ocular y controlando la

respuesta inmunologica7:8.

El tratamiento de primera linea es el empleo frecuente de lagrimas artificiales y
esteroide topicos sin conservantes, asociado a la oclusion lagrimal, que

conseguirian controlar un porcentaje significativo de los casos90-91.
1.3.3.1. Lagrimas artificiales sin conservantes

Es la primera opcion terapéutica para el tratamiento de la queratitis, disminuye
la clinica del ojo seco y mejora la agudeza visual92. Cuando las aplicaciones
deben ser muy frecuentes, se pueden emplear lagrimas artificiales mas viscosas
que permanecen mas tiempo en la superficie ocular’8. En la pauta de
administracién se puede usar una combinacién de lagrimas en funcién de la

actividad o necesidades del paciente.

1.3.3.2. Evitar la evaporacion de la lagrima
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- Se debe evitar la exposicion al viento sin gafas y ambientes con poca

humedad y si es necesario proteger los ojos con gafas cerradas9s.

- Los pacientes deben realizar medidas de higiene palpebral para obtener
un correcto funcionamiento de las glandulas de Meibomio que son las
que producen la capa lipidica de la pelicula lagrimal responsable de evitar

la evaporacion de la lagrima.

- La Doxiciclina se emplea en el tratamiento de la blefaritis con meibomitis
para estabilizar la capa lipidica de la pelicula lagrimal, ademéas tiene

propiedades antiinflamatoriaso4.

- En los casos refractarios al tratamiento, puede ser necesario realizar una
cirugia para disminuir la exposiciéon de la superficie ocular mediante una

tarsorrafia%s.

- Las lentes de contacto de apoyo escleral duras o gafas con cierre
apropiado para que formen una cdmara en contacto con el ojo, pueden

ser utiles en los casos severos%.
1.3.3.3. Control del drenaje de la lagrima.

Para disminuir el drenaje de la lagrima desde la superficie ocular, puede
realizarse una oclusién permanente o temporal de los puntos lagrimales en
pacientes con ojo seco severo (Test de Schirmer <smm). De manera temporal se
puede realizar usando unos tapones de silicona, si se pierden repetidas veces se
puede ocluir el punto lagrimal con cauterio de forma permanente, en ocasiones

son necesarios varios tratamientos porque el punto lagrimal se reabre97-99.
1.3.3.4. Disminuir la inflamacién de la superficie ocular

- Los corticoides topicos preferiblemente sin conservantes son el
tratamiento de primera linea en las exacerbaciones de la EICHo cuando
la inmunosupresion sistémica se reduce gradualmenteoo. Los corticoides
topicos también son beneficiosos en los casos de conjuntivitis cicatricial y
la formacion de pseudomembranas89. Los principales efectos secundarios
de los corticoides son el aumento de la presion intraocular, la formacion

de cataratas y la aparicion de queratitis infecciosas.
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La ciclosporina A topica al 1% controla la respuesta inmune a nivel de la
superficie ocular de forma eficaz y seguratol. De forma topica se alcanzan
concentraciones en conjuntiva y humor acuoso mayores que si se
administra de forma sistémica©2. No se conoce bien la forma en la que
actua la ciclosporina en la funcion lagrimal, pero incrementa los valores
del test de Schirmer y disminuye la apoptosis en la superficie ocular en
pacientes con o0jo seco. Se ha observado en perros con
queratoconjuntivitis sicca que reduce el infiltrado de la glandula lagrimal
y mejora la produccion de lagrimat©3. Después de 6 meses de tratamiento
disminuye la respuesta inmune y las citocinas inflamatorias y aumenta la
cantidad de células caliciformes en conjuntivalo4.105, Esta indicada en el
control de cuadros de ojo seco severo con componente inflamatorio de

base y en los casos en los que existe un melting corneal asociado°®.

Se ha sugerido el empleo de tacrélimus topico y corticoides como
tratamiento de mantenimiento como alternativa terapéutica eficaz y bien

toleradato7.

El suero autélogo también disminuye la inflamacion de la superficie
ocularo8, Contiene vitaminas, albimina, factores de crecimiento y
fibronectina, que estan presentes en la ldgrima normal. Son importantes
para mantener la integridad de la cornea y la conjuntivatc9.1io, E]l
tratamiento con suero aut6logo mejora la clinica y los signos (disminuye
la queratitis punteada, aumenta el tiempo de ruptura lagrimal) en
pacientes con ojo seco severo en la EICH. Siendo ademéas un farmaco
seguro, con pocos efectos adversos'''. Tiene un efecto bacteriostatico
porque contiene agentes antimicrobianos como inmunoglogulinas y

lisozimas?12,

En casos refractarios al tratamiento inicial, se ha propuesto el
tratamiento con 4cido retinoico topico como eficaz para revertir la

queratinizacién conjuntival!1s,
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1.3.3.5. Tratamiento sistémico de la EICHo

Generalmente el tratamiento sistémico se realiza cuando el ojo seco severo se
asocia a otras manifestaciones sistémicas y los farmacos mas empleados son los
corticoides, el tacrolimus, la ciclosporina, el rituximab y la fotoforesis. Se ha

empleado con éxito también FK506 asociado a corticoides sistémicos!07.

Las tetraciclinas se usan porque ademas de su efecto antibidtico tienen

propiedades antiinflamatorias y antiangiogénicas.

Los acidos grasos esenciales deben ser administrados en la dieta, los acidos
grasos omega 6 son precursores del acido araquidoénico y por tanto de la
inflamaci6on, mientras que alguno de los omega 3 como el 4cido linoleico y
gammalinoleico, presentes en el pescado, inhiben la sintesis de mediadores de la

inflamacion4.

Es importante tener en cuenta en la evaluacion de la respuesta al tratamiento en
pacientes con EICH croénica, a efectos de reducir o suspender el tratamiento
inmunosupresor, que las manifestaciones de EICHo /sindrome de ojo seco no
necesariamente se relacionan con actividad de la enfermedad ya que pueden
llegar a producirse alteraciones irreversibles que requieran tratamiento topico a
largo plazo. Por tanto, la persistencia de sintomatologia nicamente a nivel
ocular, nos debe hacer sospechar la presencia de cambios no reversibles y por
tanto no son un criterio para mantener el tratamiento inmunosupresror del

paciente.
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1.4. CELULAS STEM MESENQUIMALES

Las células madre mesenquimales también conocidas como células madre
estromales son células multipotentes que en cultivo dan lugar a una poblacién
heterogénea de células de morfologia fusiforme y aspecto fibroblasticotts:116, La
existencia de una poblacion con propiedades de células madre en la médula 6sea
(MO) diferente a la poblacion hematopoyética ha suscitado gran interés en los

altimos anos!7.

Friedenstein y cols. fueron los primeros en identificarlas por su capacidad de
adherencia al plastico y de formar colonias de aspecto fibroblastico. Con un
modelo experimental adecuado se ha puesto de manifiesto su potencialidad
para diferenciarse hacia diversas estirpes celulares. La frecuencia de las células
madre mesenquimales en la fraccidon mononuclear de 1a MO es de 1 de cada 104

— 105 células 118-121,

Aunque se describen utilizando diversa terminologia, como células del estroma
medular, unidades formadoras de colonias fibroblasticas (CFU-F), células stem
del estroma medular o células precursoras del estroma, en adelante en este

trabajo las denominaremos células stem mesenquimales (CSM).

1.4.1. Origen de las
CSM

Estudios a nivel embrionario y fetal muestran la presencia de células con
caracteristicas similares a las CSM en aorto-gonado-mesonefro y de forma muy
abundante en sangre circulante hasta la semana 12 de gestacion; en menor
proporcion en semanas posteriores. Pueden persistir en tejidos maternos

danados durante el embarazo22.
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Transcurrida la etapa embrionaria, se han aislado CSM de distintas zonas como
cartilago!23, periostio24125 y liquido sinovial'25, tejido adiposo23, musculo y
tendones'2¢ , asi como de placenta, vasos y sangre de cordéon umbilical*27-129, lo
que sugiere que las CSM estan ampliamente distribuidas. No obstante, la MO se
considera una de las fuentes mas accesibles y ricas para obtener CSM13°, Puesto
que ademas se ha descrito que existen diferencias entre las CSM obtenidas de
distintos tejidos, en este trabajo de Tesis nos referiremos tinicamente a CSM

obtenidas de aspirado de MO123:131,

1.4.2. Caracterizacion y cultivo de las
CSM

En cultivo, se ha observado que las CSM obtenidas de la MO son un tipo celular
con capacidad de adherencia al plastico, apariencia fibroblastica y un nucléolo
muy prominente 516, Cuando se cultivan a baja concentracién, tienen la
propiedad de formar colonias CFU-F. Estas células, presentan una vida
limitada, con un tiempo de duplicacion de 33 horas y con un numero de
duplicaciones de aproximadamente 38. A medida que aumenta el namero de
pases en el cultivo, estos progenitores aparentemente pierden su capacidad

multipotencial y comienzan a expresar caracteristicas apoptoticas.

Los estudios de ciclo celular en cultivos de CSM humanas revelan que mientras
una pequena fraccion de CSM estan proliferando (aproximadamente el 10%) la

amplia mayoria estan en fase Go/G1.

Por otro lado, se ha descrito que las CSM forman una poblacién un tanto
heterogénea, y tal vez uno de los principales problemas para su caracterizacion
sea la ausencia de marcadores fenotipicos especificos, lo que unido a su baja
proporciéon en MO, impide hasta el momento aislarlas a partir de una muestra

biologica32.

Los datos existentes en la bibliografia acerca de su caracterizacion
inmunofenotipica indican que esta poblacion no posee un fenotipo especifico,
sino que comparte caracteristicas fenotipicas con células endoteliales, epiteliales

y musculares!33-143_ENREF 106. Las CSM carecen de antigenos caracteristicos de
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progenitores o células hematopoyéticas, como CD14, CD34, CD45 o CD133. Se
ha probado la especificidad de diversos anticuerpos monoclonales que
reconocen antigenos expresados en células del estroma con el fin de encontrar
algiin marcador especifico de CSM132. Uno de ellos es el Stro-1, el cual reconoce
un antigeno de superficie resistente a la tripsina pero que también se expresa en
células mononucleadas de la MO, asi como en todos los progenitores CFU-F.
Ademas la expresion de Stro-1 se pierde gradualmente durante la expansion, lo
que limita su uso para la identificacion de CSM a medida que progresan los

pasos.

La posible utilizacion de Stro-1 para aislar CSM a partir de la tracciéon de células
mononucleadas (CMN) de una muestra de MO requiere, por tanto, el uso

conjunto de otros marcadores?44.

La combinacién de marcadores positivos para CSM varia entre los distintos
grupos, que generalmente los seleccionan entre CD13, CD29, CD31, CD44,
CD54, CD63, CD73, CD9o, CD105, CD106, CD140b, CD166, Y Stro-1. Dentro de

estos marcadores expresados por las CSM, Stro-1 ha sido el mas estudiado

13,145,146,147

MARCADORES ESPECIFICOS MARCADORES DE CELULAS
STRO-1+ HEMATOPOYETICAS
SB-10 (CD166)+ CD34+
SH-2 (CD105)+ CD45+
SH-3Y SH-4 (CD73)+ CD133+
OTROS MARCADORES RECEPTORES DE CITOCINAS Y
CD9o+ FACTORES DE CRECIMIENTO
CD13+ EXPRESADOS
CD109+ IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R,
CD140b+ LIFR, SCFR, G-CSFR, IFNOR
CD172a+ TNFIR, TNFIIR,TGFBIR
MOLECULAS DE ADHESION MOLECULAS DE LA MATRIZ
INTEGRINAS EXTRACELULAR PRODUCIDAS
ICAM-1+ Colageno tipo I, IIL, IV, Vy VI
ICAM-2+ Fibronectina
VCAM-1+ Laminina
CD44+ Acido hialurénico
Proteoglicanos
Tabla 3: Caracteristicas biologicas de las CSM derivadas de
MO. Expresion de antigenos especificos, receptores de
citocinas y moléculas de adhesion. Produccion de moléculas
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Los cultivos de CSM se han realizado desde hace 30 afos sin haberse
establecido unos criterios rigurosos para su aislamiento y caracterizacion, lo que
complica la comparacion de resultados entre distintos grupos.
Tradicionalmente, y debido a la ausencia de un marcador especifico definitorio
de las CSM, éstas se han aislado merced a su capacidad de adherencia al
plastico, que permite separarlas de la poblacion de células hematopoyéticas
dentro de la fraccion de CMN de la MO. Sin embargo, este sistema de
aislamiento no garantiza la ausencia de células de la linea hematopoyética y

proporciona una poblacién heterogénea.

Dada la relevancia clinica que estan adquiriendo este tipo de células. La
Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) ha puesto de manifiesto la
necesidad de utilizar un método de identificacion comun y ha establecido unos

criterios minimos que toda célula que se defina como CSM debe cumplir48;
1. Deben adherirse al plastico cuando se mantienen en cultivo.

2. La poblacién de CSM debe expresar antigenos como CD105, CD73, y
CDoo, asi como carecer de expresion de marcadores hematopoyéticos
como CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a0 CD19 Y HLA-DR.

3. Y por ultimo deben ser capaces de diferenciarse al menos hacia
adipocitos, osteoblastos y condroblastos bajo las condiciones de cultivo

adecuadas.

1.4.3. Funcionalidad de las
CSM

Funcionalmente, las CSM contribuyen a la formacién del nicho hematopoyético,
el cual proporciona el microambiente adecuado para la auto-renovacion,
proliferacion y diferenciacion de las células stem hematopoyéticas y otros
progenitores hematopoyéticos. A través de diferentes vias de senalizacion
pueden ser movilizadas y diferenciarse a distintas estirpes del tejido conectivo.
Estas sefiales son inducidas por dafios en el tejido de tipo traumatoldgico,

fracturas, inflamacion, necrosis o tumores. Estudios recientes sugieren que la
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capacidad de las CSM para secretar determinados factores solubles puede
alterar la funcionalidad del microambiente y de este modo actuar en la
reparacion del dano tisular. Entre estos factores secretados por las CSM se
incluyen el factor de crecimiento de hepatocitos, TGF-1 interleucina-1 (IL-1p, IL-
3, IL-6, IL-7, IL-11, item cell factor y Fms-like tirosina kinasa 3 factor, que
actian estimulando la proliferacion y diferenciacion de los progenitores
endbégenos que se encuentran en el tejido, disminuyendo la inflamacion y la

reaccion inmune49.

Por otra parte, las CSM tienen propiedades inmunomoduladoras muy
caracteristicas. Estas células pueden suprimir algunas funciones de linfocitos T,
B y células NK y en algunos casos también afectar a la funcion de las células
dendriticas!5© . Ademaés, producen una variedad de factores de crecimiento,
citoquinas, quimioquinas y proteasas que juegan un papel importante en su

inmunomodulaciéon y migracion?ts.

1.4.4. Potencial de

diferenciacion

Las CSM se consideran células capaces de diferenciarse a células de tejidos de
estirpe mesenquimal, es decir, procedentes de su misma capa embrionaria.
Varios grupos han sido capaces de diferenciar las CSM hacia adipocitos,
osteoblastos y condrocitos tanto en cultivos in vitro’23 como en modelos in

vivo4.

- La diferenciacién hacia osteoblastos de las CSM se consigue gracias al
cultivo de una capa adherente celular en un medio de induccién
osteogénica que generalmente se suplementa con dexametasona, acido
ascorbico y B-glicerolfosfato. Las CSM comienzan a formar agregados o
nodulos y aumentan su expresion de fosfatasa alcalina. A partir de la
primera semana se pueden observar depositos de calcio, pero no es hasta
la tercera semana cuando se obtienen los mejores resultados. Tanto la

aparicion de depositos calcicos como el aumento de la actividad fosfatasa
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alcalina pueden valorarse por métodos histoquimicos, aunque
actualmente también se emplean técnicas de cuantificacion de la
expresion de genes como los de la osteopontina, osteocalcina,
sialoproteinas 6seas, las cuales pueden detectarse tanto a nivel de RNA
como proteico!52153, En la diferenciacion osteogénica in vivo parecen
estar implicadas las proteinas morfogénicas 6seas (BMP), principalmente
BMP-2 y BMP-6154.

- La diferenciacion condrogénica de las CSM pretende mimetizar el
proceso de formacion de cartilago in vivo y ha de realizarse en un cultivo
en tres dimensiones. Para la diferenciacion a cartilago se utiliza medio
con dexametasona, acido linoleico, insulina bovina, transferrina o
suplementos mas especificos como TGF-betai, factor de crecimiento
involucrado en su diferenciacion in vivo. La diferenciacion se caracteriza
por la expresion de factores de transcripcién como sox-9 y componentes
de la matriz extracelular como colagenos tipo II y IX o agrecano, siendo
estos tres las principales dianas en la determinacion de la diferenciacion

hacia condrocitos mediante técnicas histoquimicas4s .

- La diferenciacion de CSM hacia adipocitos se obtiene generalmente al
tratar las células con medio suplementado con dexametasona,
isobutilxantina, insulina y un agonista del receptor PPARy (peroxisome
prolifertor-activated receptor y), como son los acidos grasos de cadena
larga. En este proceso es importante la union de PARRy a alguno de sus
ligandos induciendo asi la transactivacion de PARRy que inicia la

adipogénesis e inhibe la osteogénesisss.

La aparicion de adipocitos, aunque puede observarse con microscopia de
contraste de fases, debe confirmarse mediante tincion de las vacuolas
lipidicas que aparecen en el interior de las células con oil-red-O o por
deteccion de la expresion de adipsina, aP2 o PPARy y mediante RT-

PCR153:154_ENREF 126.

Ademas de la diferenciacion a tejidos de origen mesodérmico, algunos grupos
han descrito que bajo determinadas condiciones de cultivo, las CSM son capaces

de adquirir caracteristicas morfoldgicas y/o funcionales de células hepaticas,
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renales, cardiacas e incluso neurales!4s. Esto hace pensar que las células madre
presentes en el individuo adulto presentan mayor plasticidad de lo que se
pensaba y deriva la propiedad de multipotencialidad hacia pluripotencialidad
cuando se habla de CSM.

- En el caso de los miocitos, algunos autores han descrito que las CSM que
se tratan con 5-azacitidina pueden formar células musculares!st. Este
potencial biogénico, también se ha demostrado en modelos in vitro
xenogénicos cuando las CSM se co-cultivan con células de musculo
esquelético de ratén, por lo que se considera que la interaccion célula-

célula es importante para inducir esta diferenciacion?s7.

- La formacién de tendones in vivo esta relacionada con el factor de
crecimiento y diferenciacion (GDF), miembro de la superfamilia de TGF-
B8, Cuando se induce su diferenciacién in vitro adn existen aspectos
desconocidos, ya que ademas de los suplementos del medio de cultivo,
hay que tener en cuenta los requerimientos mecanicos que debe adquirir

una fibra de tend6n para ser funcional!s9.

1.4.5. Aplicaciones clinicas de las
CSM

La medicina regenerativa pretende ofrecer posibles soluciones a diversas
enfermedades degenerativas. En este campo, las CSM se perfilan como una
fuente celular muy prometedora debido a su multipotencialidad, la facilidad
para su obtencién y expansion in vitro, y sus propiedades inmunomoduladoras.
Son numerosos los trabajos realizados tanto con modelos animales como en
ensayos clinicos, en los que CSM expandidas ex vivo han sido capaces de
diferenciarse hacia las estirpes celulares de los tejidos dafiados, reparando el
dafio tanto traumatol6gico como de cualquier otro origen y recuperando, por lo

menos parcialmente, la funciéon normal9:160-165,
La aplicacion de las CSM con fines clinicos se realiza a 4 niveles:

1. Implantacién local de CSM en casos de dafio localizado,
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2. Trasplante sistémico,
3. Combinacion con terapia génica,
4. Uso de las CSM en protocolo de ingenieria tisular.

Son muchos los trabajos que sugieren el uso terapéutico de las CSM con

distintos grados de eficacia, y entre ellos podemos destacar:
1.4.5.1. Reparacion de tejidos esqueléticos:

Posiblemente los mejores resultados clinicos obtenidos actualmente con CSM
son su utilizacion en la reparacion de hueso y cartilago, bien por administracion
directa de las células o a través de matrices y “carriers” (hidroxiapatita/fosfato
tricalcico). Asi, se han usado con buenos resultados en la reparacion de defectos
craneofaciales, de huesos largos o de cartilago articular, nariz, oreja y

traquea164.166,
1.4.5.2. Reparacion de miocardio:

Muchos tipos celulares se han administrado, tanto de forma sistémica como
local, en modelos animales y ensayos clinicos para el tratamiento del infarto
agudo de miocardio. Con la mayoria de células utilizadas no se han obtenido los
resultados esperados; pocos son los estudios que han demostrado la persistencia
de las células en la zona afectada y muchos menos los que han demostrado, de
una forma mas o menos creible, que realmente las células administradas sean
capaces de diferenciarse a miocardiocitos e integrarse de forma funcional en el

miocardio?67.

1.4.5.3. Aplicacion en el contexto de trasplante
hematopoyético:
En muchos pacientes hematolégicos sometidos a trasplante, el estroma puede

estar danado por el tratamiento previo, lo que podria retrasar e incluso impedir

el injerto de las células hematopoyéticas. Por ello, se estan llevando a cabo
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ensayos con el fin de analizar la capacidad de las CSM para facilitar el injerto
hematopoyético tras un trasplante, puesto que las CSM son las células stem del

estroma medular:1,168,169,

Ademas, dadas sus especiales propiedades inmunologicas, se estan realizando

ensayos clinicos con CSM en pacientes con enfermedad injerto contra huésped9-

11
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La EICH es la mayor causa de morbilidad y mortalidad entre los pacientes
sometidos a trasplante de células madre hematopoyéticas con una incidencia es
de hasta el 80% en series de pacientes sometidos a trasplante de progenitores

hematopoyéticos de donante no emparentado:.

El ojo es un 6rgano diana de la EICH. En el 40-90% de los pacientes con EICH
existe afectacion ocularz4. La EICHo se caracteriza principalmente por la
aparicion de un sindrome de ojo seco severo que afecta de manera importante a
la calidad de vida de estos pacientes. No se conoce con exactitud la
fisiopatologia de la EICHo03:57. Disponer de un modelo animal de EICH ocular
nos permitiria profundizar en la fisiopatologia de esta enfermedad y evaluar in

vivo nuevas estrategias terapéuticas.

En este sentido, las opciones terapéuticas actuales frente a la EICHo son pocas e
ineficaces. Actualmente la mayoria de los tratamientos que se pueden aplicar se
centran en aliviar la sintomatologia del ojo seco® que se produce como
consecuencia de la EICHo. Es por tanto, fundamental el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas dirigidas hacia la prevencion y el tratamiento etiologico
de la EICHo. Por ello el uso de CSM y su capacidad para diferenciarse a otros
tejidos podrian suponer una buena alternativa terapéutica debido a sus

propiedades inmunoldgicas9:10:12-14,169,
Los objetivos concretos de esta Tesis Doctoral han sido
1. Generacion de un modelo animal de EICHo murino.

2. Evaluar la distribucion, la caracterizaciéon y la capacidad de
diferenciacion de CSM humanas GFP+ inyectadas subconjuntivalmente
en ratones BALB/C.

3. Evaluar la distribucion, la caracterizacion y la capacidad de
diferenciacion de CSM humanas GFP+ inyectadas subconjuntivalmente

en ratones BALB/C alos que se le habia generado una EICHo.
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3.1. MATERIAL

2.1.1 Animales de experimentacion

Los experimentos relacionados con investigacion animal se llevaron a cabo en el
Animalario de la Universidad de Salamanca de acuerdo con las normas

establecidas por el Comité Etico del Animalario.

Se utilizaron las siguientes cepas de raton: hembras BALB/c (H2d) y machos
C57BL/6 (H2b). Todos los ratones procedieron de Charles River Laboratory

(France).

Los protocolos de mantenimiento, manipulacion y sacrificio de los animales se
llevaron a cabo cumpliendo las directrices del Consejo de las Comunidades
Europeas (86/609/EEC y 2003/65/EC) y de la legislacion espanola (RD
1201/2005 de 10 de octubre, BOE de 21 de octubre de 2005) vigentes para el
uso y cuidado de animales de experimentacion y bajo la supervision del Servicio

de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca.

2.1.2 Obtencion de células stem mesenquimales para

cultivo

Para la realizacion del presente trabajo, se utilizaron CSM procedentes de MO.
Las muestras empleadas se obtuvieron tras el correspondiente consentimiento
informado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Los procedimientos se
realizaron de acuerdo a las normas establecidas por el Comité Etico del Hospital
Universitario de Salamanca. El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en
el Laboratorio de Cultivos y Terapia Celular del Hospital Universitario de

Salamanca bajo estrictas condiciones de esterilidad.
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2.1.2 Material no biologico (reactivos)

A continuacion se enumeran los materiales necesarios para llevar a cabo los

experimentos:

-En el modelo animal se utilizaron: placas de petri estériles de 100mm de Soria
Genlab, S.A., filtros con tamafio de poro de 4oum de Becton-Dickinson,
Biosciencie, San José, CA, agujas de 25G (0,5mm x 1t6mm) de BD MicrolanceTM
(BD Drogheda, Irland), jeringas de 1ml de BD Plastipak (BD Madrid) y agujas
de insulina de 27G (0.4 x 12mm) de TERUMO®). El medio celular Roswell Park
Memorial Institute (RPMI). El acondicionamiento pre-trasplante de los ratones
se llevo a cabo mediante un irradiador de muestras bioldgicas Gammacell 1000

con una fuente de Cesio de 137.

- Se utiliz6 el citometro de flujo modelo FACS Calibur (Becton Dickinson
Bioscience San José, CA, EEUU) y los programas informaticos: CellQuest®,
PAIN-A-GATE-PROTM de (Becton Dickinson Bioscience, San José, CA, EEUU),
ModFit LT for Mac (Verity Software House, Inc, ME, EEUU) e Infinicyt1.1
(Cytognos S.L. Salamanca, Espaiia).

- Para la realizacion de los cultivos de CSM se emple6: el medio Dulbecco’s
Modified Eagle’s médium low glucosa (DMEN, Gibco Invitrogen Paisely, UK)
suplementado con Suero Bovino Fetal al 10% (SBF: BioWhittaker® Lonza,
Verviers, Belgium) y Penicilina 104U/ml / Estreptomicina 104pg/ml (Gibco,
Invitrogen, Paisely, UK) al 1%. El tampon salino Dulbecco’s Phosphate Buffer
Saline 1X (PBS) de GIBCOO InvitrogenTM (Paisely, UK). El medio Hanks’s
Balanced Salt Solution 1X con 0.35g/L NaHCO3 (HBSS) de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). El suero fisiologico Viaflo Cloruro Soédico 0,9% pH 5,5
procedio de los laboratorios Bartex S.L. (Valencia, ESP). El medio oleoso para la
separacion de células mononucleadas (Ficoll-Paque) de GE-Healthcare Bio-
Sciences AB (Uppsala, EEUU). La heparina libre de aditivos 5000U/ml procede
de Biochrom AG (Berlin, Alemania). El dimetil sulf6xido (DMSO) es de Sigma-
Aldrich.
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- Para la obtencion de muestras para el procesamiento histologico se us6 el
tampon salino Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline 1X (PBS) de GIBCOO
InvitrogenTM (Paisely, UK), tampon fosfato salino 0.1M, pH 7.4 (TFS), el medio
OCT®. El criostato CM 3050 S Leica y HM 560 Micron, portas superfrost
(Thermo Scientific, Braunschweig, Alemania). Para la microscopia electronica
se empled: una mezcla de suero albimina bovina (BSA) al 4% y gelatina de pez
al 0,1%, Tween 20 al 0,5% en TFS, resina Epon (Embed 812: 20 ml Epon 812, 16
ml DDSA, 8 ml MNA, 0,66 ml DMP-30) y un ultramicrotomo (Ultracut E,

Reichert-Jung) y rejillas de ojal de cobre (Electron Microscopy Science).

-Los anticuerpos monoclonales, empleados para analisis por citometria de flujo

fueron: (tabla 4)

Anticuerpo Fluorocromo Procedencia
Becton Dickinson Bioscience
CD14 FITC Mouse IgG2bk
San José CA USA
Becton Dickinson Bioscience
CD19 PerpCp Cys.5 Mouse IgGix
San José CA USA
Becton Dickinson Bioscience
CD34 FITC Mouse IgGix
San José CA USA
Becton Dickinson Bioscience
CDg5 PerpCp Cys.5. Mouse IgGix
San José CA USA
BD Pharmingen
CD73 PE Mouse IgGix
San José, CA USA
BD Pharmingen
CDgo FITC Mouse IgGix
San José, CA USA
RaD System
CD105 APC Mouse IgGix
Mineapolis, USA
BD Pharmingen
CD106 PE Mouse IgGix
San José, CA USA
Becton Dickinson Bioscience
CD166 PE Mouse IgGix
San José CA USA
Becton Dickinson Bioscience
HLA DR PerCP MouselgG2a «
San José CA USA
BD Pharmingen
CD3 Alexa Fluor Rat IgG2b «
San José CA USA
BD Pharmingen
CD34 Alexa Fluor Rat IgG2b «
San José CA USA
BD Pharmingen
CD4g5 PerCp Cys.5. Mouse IgG2bx
San José CA USA
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BD Pharmingen
H2Db FITC MouselIgG2b «

San José CA USA

BD Pharmingen
H2Dd PE Mouse IgG2a k

San José CA USA

Tabla 4: En todos los casos se anadieron los anticuerpos a concentracion de
saturacion: FITC: Isotiocianato de Fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PerCPCys.5:
Proteina piridinin clorofilica cianina 5.5; APC: Aloficocianina.
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- En los estudios de Western blot, las membranas de PVDF immobilon P fueron
de Millipore Corp. (Bedford, Mass.). Los anticuerpos policlonales empleados
fueron anti-GFP de cabra (AB-5450, Abcam), anti-MIF de conejo (AB-7207,
Abcam), anti-Mitocondria humana de ratén (MAB-1273, Millipore). Las bandas
se visualizaban con NBT (Nitro-blue-tetrazolium, Roche Applied Science) y

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, Roche Applied Science).

- Para los estudios de inmunohistoquimica de fluorescencia se utilizaron: suero
no inmune (Sigma) al 2% y Triton X-100 (Probus S.A.) al 0,2 %, tampo6n fosfato

salino 0.1M, pH 7.4 (TFS), medio protector de fluorescencia ProLong[l Gold

antifading y los siguientes anticuerpos: (Tablas 5y 6):

Antigeno Anticuerpo Casa comercial Diluciéon de uso

GFP Abcam 1:500 (Fluo)
1:50 (MET)
1:2000 (WB)
1:400 (Fluo)
1:2000 (WB)
1:50 (Fluo)

1:100 (WB)

IgG policlonal cabra

MIF IgG policlonal conejo | Abcam

Mitocondria IgG policlonal ratén Millipore

Tabla 5: Anticuerpos primarios. Fluo: inmunohistoquimica de fluorescencia; MET:
microscopia electronica; WB: Western-blot;

Antigeno Anticuerpo Conjugado con  Casa comercial

Fluorescencia | IgG de cabra IgG de burro Cy2 Jackson
IgG de conejo | IgG de cabra Cy3 Jackson
Oro coloidal IgG de cabra IgG de cabra Oro coloidal Aurion

Tabla 6: Anticuerpos secundarios fluorescentes
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- El analisis de imagen se realiz6 con un microscopio Olympus PROVIS AX7o0, el
programa informatico Micro CCD. Las im4genes de microscopia confocal fueron
obtenidas con el Microscopio Laser Confocal Espectral Leica TCS SP2. Las
rejillas con las secciones ultrafinas fueron visualizadas en un microscopio
electronico ZEISS-EM 900 con una cAmara TRS (Slow Scan CCD) acoplada y las
imagenes fueron tomadas con el programa informatico ImageSP Viewer. Las

imagenes tomadas se trataron con el programa Adobe Photoshop] CS4.
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3.2. METODOS

3.2.1 Modelo murino de generacion de EICHo

Para la generacion de EICHo empleamos como donantes, ratones machos de
entre 8 y 10 semanas de edad de la cepa C57BL/6 con haplotipo H2b y como
receptores ratones hembras de entre 8 y 10 semanas de la cepa BALB/c con
haplotipo H2d. Estas dos cepas comparten el antigeno de clase I (H2) y difieren
en antigenos miHAs (H2d versus H2b). De esta manera se consigue un modelo
de incompatibilidad HLA para generar una EICH comparable a la que sucede en
humanos. Mediante citometria de flujo, es posible la identificacion de las células
procedentes tanto del donante como del receptor en los ratones trasplantados,
debido a la existencia de anticuerpos monoclonales especificos para cada cepa
de raton. De este modo se puede conocer el quimerismo a diferentes tiempos

post-trasplante.

Para la obtencién de células de raton donante empleadas para realizar el modelo

de trasplante alogénico murino utilizamos:

1. MO procedente de los fémures y las tibias de los ratones donantes. Se
introdujo RPMI a presion por el canal medular de los huesos usando
agujas de 25G (0,5 x 16mm). La solucion celular resultante se hizo pasar
a través de filtros de 4o0um de poro. Después del lavado de las células se

procedio6 a un recuento celular mediante una cAmara de Neubauer.

2. Esplenocitos del bazo del raton donante, fundamentales para la
generacion de EICH en el raton receptor. El bazo se disgrego
mecanicamente entre dos portas esmerilados. El producto obtenido se
hizo pasar a través de un filtro de 4o0um de poro y de la misma manera
que con la MO tras el lavado de las células se determiné el niimero de

células disponibles.

Las dos soluciones celulares se resuspendieron de modo que a cada raton

receptor, después del proceso de irradiacion, se le inyect6 en torrente
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circulatorio 5 x 10° células de MO asociado a 5 6 10 x 10° células del bazo en
3ooul de RPMI.

El proceso de irradiacion se llevo a cabo empleando una fuente de Cesio 137,
mediante un irradiador de muestras biol6gicas Gammacell 1000 que consta de

dos partes:

-un contenedor fijo de la fuente radiactiva encapsulada en plomo
-un rotor que contiene un “canister” donde se introducen los ratones y cuya base

rotatoria permite una exposiciéon homogénea de la muestra a la fuente.

Los ratones receptores se sometieron a una irradiaron corporal letal de 850cGy

dividida en dos fracciones de 425cGy separadas por 4 horas.

Dos horas después de la segunda irradiaciéon procedimos al trasplante de los
ratones receptores. El raton receptor se inmovilizo en una jaula donde con una
bombilla infrarroja de calor se dilataron las venas laterales de su cola.
Inmediatamente después administramos con una jeringa TERUMO MYJECTOR
de 0,5mL y una aguja montada de 27x1/2”-0,4x12mm una infusiéon de 5 x 10
células de MO asociado o no a 5 0 10 x 10° esplenocitos de ratones donadores en
3ooul de RPMI.

3.2.2. Obtencidén, aislamiento v expansion de CSM

El aislamiento, expansién y transduccion de las CSM se hizo a partir de
muestras de médula 6sea (MO). La extraccion de la MO se realiz6 en todos los
casos bajo anestesia local, por puncion de cresta iliaca o esternon. Los tubos
utilizados eran estériles (Venoject; Terumo®) y como anticoagulante tenian
heparina libre de aditivos (Heparina 5000U/ml; Seromed Biochrom KG),

reconstituida con agua destilada Vitulia estéril (Laboratorios ERN, SA).

Todos los sujetos fueron debidamente informados y el procedimiento se realizo
de acuerdo a las normas establecidas por el Comité Etico del Hospital

Universitario de Salamanca.
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Tras comprobar la ausencia de codgulos o restos de fibrina en la muestra de
MO, se diluyé en medio Hanks (Hanks Salt Solution, Gibco, Invitrogen) y
posteriormente se centrifugo6 con Ficoll (GE Healthcare BioSciences) durante 30
minutos a 500xg siguiendo el método descrito previamente por Minguell'7 para
separacion celular por gradiente de densidad. Las células mononucleadas
(CMN) recuperadas de la interfase se lavaron 2 veces con medio Hanks (10
minutos a 300xg). Finalmente el botén celular se resuspendi6 en 1ml del medio

de expansion de CSM para proceder al recuento celular en camara de Neubauer.

Se empled el medio de expansion descrito para CSM consistente en D-MEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low glucose, Gibco, Invitrogen)
suplementado con suero bovino fetal al 10% y penicilina/estreptomicina 1%:7° .
Una vez mezclados los componentes, se filtraron con 0.22um, se alicuotaron y
se mantuvieron a 4°C durante su utilizacion. Las células se mantuvieron en

estufa a 37°C, 90% de humedad y 5% CO..

Las CMN obtenidas de MO se cultivaron a una concentracion maxima de 10°
células/cm2 en frascos de cultivo de fondo plano (Corning Incorporated,
Corning, NY, USA) en el medio de expansion correspondiente. Se mantuvieron
en estufa de CO, durante 3-5 dias, al cabo de los cuales las células no adheridas
fueron retiradas, y el medio de cultivo fue renovado. Este cultivo se mantuvo
hasta alcanzar el 80-90% de confluencia, cambiando el medio 2 veces/semana.
Una vez que las células alcanzaron este punto, se procedié a despegarlas para
realizar el primer pase mediante tripsinizacion. Para ello, se retir6 todo el medio
de cultivo del frasco, se lavo éste con PBS estéril, y se incub6 con tripsina
(Gibco, Invitrogen) durante 5 minutos a 37°C en atmosfera saturada de
humedad y en presencia de CO.. Posteriormente, se neutraliz6 la tripsina con
suero fetal. Estas células se plantaron de nuevo para su expansion a una
concentracion de 5000 células/cm? en frascos de cultivo de mayor superficie. La
seleccion de la poblacion mesenquimal se realiz6 a través de sucesivos pases,

realizando su transduccion en pase 2 y empleandolas para el modelo animal en

pase 3.

Para la transduccion se emple6 sobrenadante con particulas lentivirales que
contenian el vector pLV-CMV-Luc2-ires-GFP que permitiria el seguimiento

celular mediante fluorescencia debido a la expresion de GFP (Green Fluorescent
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Protein). Partiendo de CSM en pase 2 al 40% de confluencia, se cambi6 el medio
de expansion por medio de transduccidon consistente en una dilucién 1:15 del
sobrenadante de virus en medio de expansion. Ademas, se afiadi6 polybrene
(Sigma-Aldrich) a una concentracién final de 8ug/ul para aumentar la eficiencia
de la transduccién. Se mantuvo en paralelo un cultivo sin medio de
transducciéon como control. Tras 24 horas a 37°C en el incubador de CO. se
cambi6 el medio de transducciéon por medio fresco de expansion y se mantuvo el
cultivo en condiciones estandar de expansién de CSM hasta el momento de su
uso en el modelo animal. Las células GFP+ fueron analizadas mediante

citometria de flujo para determinar la eficiencia de la transduccion.

Para el modelo animal se inyectaron subconjuntivalmente 2x105 CSM
resuspendidas en 20ul de suero fisioldgico en cada ojo sometido a estudio. Estas
mismas células se analizaron mediante Western-blot como control para
comprobar la especificidad de los anticuerpos anti-GFP (AB5450, Abcam) y
anti-mitocondria humana (MAB 1273, Millipore) como marcadores de CSM

humanas.

2.2,2 Administracion de CSM mediante inveccion

subconjuntival

Las CSM humanas GFP+ se inyectaron subconjutivalmente tanto en ratones
control como en ratones trasplantados con MO y esplenocitos. En todos los
casos los animales se sedaron con isoflurano al 4.0% durante 2 minutos. La
sedacion se mantuvo con isoflurano al 1.5%. A continuacion se instil6 una gota
de ciprofloxacino tépico y se procedi6 a la inyeccion de las CSM GFP+ a nivel
subconjuntival 5 minutos después de la induccion de la anestesia. Se inyectaron
un total de 2x105 CSM GFP+ resuspendidas en 20ul de suero fisiologico con una
jeringa Terumo Myjector de 0,5mL y una aguja montada de 27x1/2”-0,4x12mm
a dos milimetros del limbo esclerocorneal aproximadamente. La inyeccion se
realizd bajo un estereomicroscopio (Leica MZ6). Posteriormente se instilo
betadine tépico ® (povidona yodada) diluido al 50% con suero fisiologico en el

saco conjuntival para evitar posibles infecciones.
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La inyeccion siempre se realiz6 en el ojo derecho, de modo que el ojo izquierdo

se empled como control experimental.

Conjuntiva patpebral &
f Cornea

Phrpado

> Bselera

Fig.8: Esquema de la inyeccion subconjuntival de

MO T

3.2.4. Extraccion de los ojos, la cérnea v el limbo-

Inmediatamente después de sacrificar al animal, en cada caso se procedio6 a la
extraccion de los ojos realizando una cantotomia lateral y cortando la

musculatura extraocular y finalmente el nervio 6ptico.

Una vez que se extrajeron los ojos, para el estudio anatomopatolégico con
hematoxilina-eosina, se realizO una incision junto al nervio Optico y la
conservacion de los ojos se llevd a cabo en formaldehido al 5% tamponado en

frascos estériles. Para realizar técnicas inmunohistoquimicas y el Western-blot
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los ojos fueron fijados en paraformaldehido al 40% diluido con tampén fosfato

salino.

Cuando el experimento requeria el aislamiento de la coérnea, se procedi6 a la
separacion de las capas mas externas del ojo. Se recort6 la esclera a nivel del
ecuador del ojo, separando suavemente el iris de la cornea y retirando el resto

de las estructuras.

Por otra parte, también se recogieron muestras de piel periocular y glandula

lagrimal, que se conservaron en paraformaldehido hasta su procesamiento.

Fig.9: Fotografias tomadas durante la extraccion de los ojos.

3.2.5. Procesamiento histolégico para microscopia optica-

Con el propésito de realizar un estudio anatomopatolégico de los ojos de
ratones que presentaban signos de EICHo y los controles se realiz6 una

evaluacion de las muestras mediante microscopia optica.

Para el analisis de los tejidos mediante microscopia 6ptica, los ojos de los
ratones, la piel periocular y la glandula lagrimal se fijaron en formaldehido al
5% tamponado. Después de fijadas, las muestran se deshidrataron en

concentraciones crecientes de soluciones acuosas de alcohol al 50%, 60%, 70%,
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80%, 90%, 100%. Seguidamente las muestras se colocaron en un recipiente de
Xilol para su aclaramiento y fueron incluidas en parafina a 60° durante 4
horas. Por ultimo se dejaron solidificar en moldes de metal a temperatura

ambiente (TA) para poder realizar los cortes.

Una vez enfriados los bloques, se obtuvieron secciones transversales de 5
micrometros de espesor. Se colocaron sobre el portaobjetos, se elimin6d la
parafina con Xilol y se rehidrataron de nuevo. Por ultimo, los cortes se tifieron
con hematoxilina y eosina y se deshidrataron de nuevo para fijarlos de modo

permanente, para su examen histol6gico mediante el microscopio 6ptico.

Por otra parte, para confirmar la existencia de cuerpos apoptoticos realizamos
una inmunotincion de la proteina Caspasa 3 empleando el anticuerpo
monoclonal frente a Caspasa-3 (Novocastra™Lyophilized Mouse Monoclonal
Antibody CPP32). Las caspasas son un grupo de proteinas perteneciente al
grupo de las cistein-proteasas, caracterizadas por presentar un residuo de
cisteina que media la ruptura de otras proteinas. En el caso de las caspasas el
corte se produce al nivel de un residuo de aspartato de lo que deriva su nombre
(cisteinil-aspartato proteasas). Las caspasas son mediadores esenciales de los
procesos de apoptosis, la muerte celular programada. Otras estdn implicadas en
procesos de maduracién proteica como en el caso de mediadores del sistema
inmune del tipo de la interleuquinas. Por lo tanto, la familia de las caspasas se
puede clasificar en dos grupos, el grupo inflamatorio que estaria formado por
los homologos de ICE como la caspasa-11, y el grupo apoptotico, formado por
las relacionadas con ced-3 como las caspasas-3 y 7. Aunque ambos grupos
presentan similitudes en cuanto a la especificidad de sustrato, el primero
mediaria la maduracion de citoquinas proinflamatorias y el segundo el
procesamiento de productos que desencadenarian cambios celulares incluyendo
degradacion del ADN, condensacion de cromatina y desintegraciéon de la
membrana plasmaética!7. Gracias a estas caracteristicas, la tinciéon de la Caspasa

3 sirve para confirmar la existencia de apoptosis.

Las muestras empleadas para confirmar la existencia de cuerpos apoptoticos se
procesaron de la siguiente manera: después de cortar y montar las secciones en
los portas, se retir6 la parafina y se rehidrataron en agua destilada. A

continuacion, se colocaron en metanol al 0.5% durante 10 minutos, y se lavaron
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con agua. Se colocaron en una olla a presién de acero inoxidable con 1500ml de
una solucion de 0.01M buffer citrate, pH6.0, previamente caliente. Cuando la
olla alcanz6 la temperatura y presion correctas, se dejaron las muestras dentro
durante un minuto e inmediatamente se enfriaron, y fueron lavadas con agua
corriente. Seguidamente se lavaron en PBS durante 5minutos y se colocaron en
suero diluido a 1:50 durante 10 minutos. Las secciones se incubaron con el
anticuerpo primario y de nuevo se lavaron en PBS durante 5 minutos dos veces.
Por ultimo, se incubaron en el anticuerpo secundario diluido a 1:50 y se
volvieron a lavar con PBS durante 5 minutos 2 veces. Finalmente se incubaron
en reactivo ABC, se lavaron con PBS 5 minutos 2 veces y se incubaron en DAB,
lavandose a continuaciéon con agua corriente para deshidratar de nuevo la

muestra y montar.

2.2.6. Técnicas inmunohistoguimicas

Para evaluar la expresion de proteinas especificas de las CSM humanas en la
cornea y el limbo esclerocorneal de los ratones a los que previamente se les
habia inyectado dichas células y confirmar que no se producia esta expresion en
los ojos que no se habian inyectado, se utilizaron técnicas de

inmunofluorescencia sobre dichos tejidos tal y como se describe a continuacion:

Tras la enucleacion, los ojos se fijaron por inmersion en una solucién de
paraformaldehido al 4% en tampén fosfato salino 0.1M, pH 7.4 (PBS) a 4°
durante doce horas. Tras la fijacion, se realizaron varios lavados en PBS durante
al menos dos horas a TA para eliminar el resto de fijador del tejido. Después se
procedio6 a la crioproteccion del tejido para su posterior corte en un criostato.
Los ojos se crioprotegieron mediante su inmersiéon en una solucion de sacarosa
progresivamente mas concentrada desde el 10% al 50% en PBS durante dos dias
hasta que el tejido se hundi6 en el liquido de crioproteccién. A continuacion, se
procedio a su congelacion utilizando medio OCT®. La congelacién se realizo
utilizando nitrégeno liquido. El tejido que no se utiliz6 de inmediato tras la

fijacion, se lavo en PBS y se conservd a -20°C en metanol al 100%.
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Fig.10: Esquema del proceso de corte del tejido

Las secciones se obtuvieron mediante un criostato (CM 3050 S Leica y HM 560
Microm) a una temperatura de -24°C. Se realizaron secciones horizontales de 12
um de espesor que se recogieron en portaobjetos doblemente gelatinizados (Fig.
10). Los portaobjetos se dejaron secar a TA y se almacenaron a -30°C hasta su

posterior procesado.
3.2.6.1. Inmunohistoquimica de fluorescencia:

Las secciones se descongelaron a TA durante una hora y se lavaron en PBS 3

veces, durante 10 minutos cada una en agitacion, para rehidratar el tejido.

A continuacioén se realiz6 una preincubacién con suero no inmune (Sigma) al 2
% y Triton X-100 (Probus S.A.) al 0,02 % en PBS (PBS-TX) durante 1 hora a TA.
En cada caso se utiliz6 suero procedente de la especie en que se habia obtenido
el anticuerpo secundario. Con este procedimiento conseguimos facilitar la
penetracion de los anticuerpos y, ademas, reducir las uniones inespecificas de

los mismos al tejido.

Posteriormente las secciones se incubaron con el medio de bloqueo, indicado
anteriormente, al que afadimos el anticuerpo primario correspondiente (Tabla
5), en el medio de preincubacion durante 12 h a TA. Después de lavar con PBS,
los cortes se incubaron durante 1 h a TA y en oscuridad con los anticuerpos
secundarios fluorescentes correspondientes (Tabla 6), diluidos 1:250 en el
medio de preincubacién sin Triton X-100 para evitar fluorescencia de fondo.
Después de lavar con PBS, las secciones se incubaron en 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) diluido a 1:10000 en PBS, para poder visualizar todos los

nucleos celulares en la seccidon ya que se une selectivamente al DNA de la célula.
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Una vez finalizada la incubacion, los cortes se lavaron con PBS y se montaron

con un medio protector de fluorescencia ProLong[] Gold antifading.

Con objeto de determinar la especificidad de los anticuerpos, se realizaron
controles negativos con todos los anticuerpos utilizados, estableciéndose los

siguientes grupos:

1. Eliminacion de los anticuerpos primarios, para determinar la presencia de

uniones inespecificas entre los anticuerpos secundarios y el tejido.

2. Eliminacion de los anticuerpos secundarios, para detectar la posible

autofluorescencia del tejido.

No se encontré marcaje en ninguno de los controles realizados.

Los anticuerpos empleados fueron los siguientes:
- Paraidentificar las CSM humanas
e Anti-GFP (AB-5450, Abcam)
e Anti-mitocondria humana (MAB-1273, Millipore)
- Paraidentificar células de raton
* Anti-MIF (AB-7207, Abcam)

Las imagenes de microscopia confocal fueron obtenidas con el Microscopio
Laser Confocal Espectral Leica TCS SP2. Las imagenes tomadas se trataron con

el programa Adobe Photoshop] CS4.

3.2.6.2. Inmunohistoquimica preinclusion para

microscopia electronica de transmision:

La fijacién para microscopia electronica se realizdé por inmersion del tejido en
una mezcla fijadora de paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 0,2% en PBS

durante 12h a 4°C.
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Una vez finalizado el proceso de fijacion, el tejido se lavo varias veces con PBS

durante 2h a TA para eliminar el resto de fijador.

Las corneas y el limbo esclerocorneal se crioprotegieron con glicerol-sacarosa
(25% sacarosa y 10% glicerol en PBS) durante 12h a 4°C en agitacion. Una vez
crioprotegidos, se sometieron a un proceso de congelacién y descongelacién con
nitréogeno liquido 3 veces para abrir poros en el tejido y facilitar la penetracion
del anticuerpo. Una vez permeabilizado el tejido, se lavo abundantemente con
PBS.

Después de los lavados se procedié a una preincubacion de las muestras con una
mezcla de suero albimina bovina (BSA) al 4% y gelatina de pez al 0,1% para
evitar uniones inespecificas del anticuerpo al tejido, y Tween 20 al 0,5% en PBS
como detergente para permeabilizar las membranas y facilitar la penetracion de
los anticuerpos. En este medio se incubaron las muestras durante 2h en
agitacion a 4°C. A continuaciéon, se puso el anticuerpo anti-GFP a la
concentracion indicada en la Tabla 5 en el mismo medio, al que se le anadio
NaN3 (0,02%) para evitar la contaminacién por hongos. La incubacion en el
anticuerpo primario se prolongé durante 72h en agitacibn a 4°C. A
continuacion, el tejido se lavé abundantemente con PBS y se puso en contacto
con el anticuerpo secundario anti-cabra Ultrasmall (Aurion) a una
concentracion de 1:100 marcado con oro coloidal cuyas caracteristicas se
indican en la Tabla 6. La incubacion en el anticuerpo secundario se realiz6 en el
mismo medio de bloqueo, con NaN3 y sin gelatina de pez, durante 48h en
agitacion a 4°C. Finalizada dicha incubacion, se lavd nuevamente el tejido con
abundante PBS.

En el siguiente paso se lavd el tejido con agua destilada y se realiz6 una
intensificacion del marcaje de oro coloidal con plata (R-GENT SE-EM, Aurion)
durante 45min a TA. Después de lavar con agua destilada, se realizd6 una
postfijacion en glutaraldehido (GA) al 2% en agua destilada durante 20min a
TA, para ayudar a que ambos anticuerpos y el intensificado con plata quedaran
bien unidos al tejido. Nuevamente se lavo con agua destilada, se post-fijo el
tejido con una mezcla de tetré6xido de osmio y ferricianuro potasico (0,5% OsO4

y 0,5% K3Fe (CN)6 en agua destilada) durante 20min en agitacion y oscuridad a
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TA. Finalmente, se lavo el tejido con abundante agua destilada y se procedi6 a

preparar el tejido para su inclusion en resina.

En primer lugar, se deshidrat6 el tejido con gradaciones de etanol ascendentes
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96% y dos de 100% durante 10min en cada uno y
agitacion a 4°C. A continuacion, se termino de deshidratar el tejido con 6xido de

propileno realizando tres cambios de 10 min cada uno a 4°C y en agitacion.

Una vez deshidratado el tejido se procedio a la infiltracién del mismo con resina
Epon (Embed 812: 20 ml Epon 812, 16 ml DDSA, 8 ml MNA, 0,66 ml DMP-30).
Para su mejor penetracion antes de la inclusion definitiva, el tejido fue sometido
a mezclas de 6xido de propileno con resina de la siguiente forma: 1) 6xido de
propileno: Epon 3:1 durante 1 h; 2) 6xido de propileno: Epon 1:1, durante 12 h;
3) 6xido de propileno: Epon 1:3, durante 1 h; y 4) dos veces en Epon, durante 1 h

cada una. Todos estos pasos se realizaron a TA y en agitacion.

La inclusion final se realizo en resina Epon. Se coloco el tejido en los moldes
definitivos en la orientacion deseada y la resina polimeriz6 durante 12h en la

estufa a 60°C.

De los bloques obtenidos se realizaron cortes semifinos de 1um de grosor y
cortes ultrafinos de entre 50-8onm de grosor, en un ultramicrotomo (Ultracut

E, Reichert-Jung).

Los cortes semifinos de las zonas a analizar fueron recogidos de forma seriada
en portaobjetos gelatinizados y, posteriormente, fueron tefiidos con Azul de
Toluidina (0,5% de Azul de Toluidina con 0,5% de tetraborato s6dico en agua
destilada).

Para la observacién y fotografia de las secciones semifinas se utiliz6 un
microscopio Olympus Provis AX70 y las imégenes se capturaron con el

programa informatico Micro CCD.

En los cortes semifinos se localizd, mediante microscopia oOptica, la zona a
analizar ultraestructuralmente y, a continuacion, se retalld el bloque,
delimitando dicha zona para la realizacion de cortes ultrafinos consecutivos. Las
secciones ultrafinas se recogieron en rejillas de ojal de cobre (Electron

Microscopy Science), recubiertas con una pelicula de 0,5% colodién en amil
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acetato; y posteriormente se contrastaron con acetato de uranilo (2% acetato de
uranilo en etanol al 50%) durante 15min en oscuridad a TA y con citrato de
plomo (Merck) durante 10min a TA en atmoésfera sin CO. para evitar que
precipitara el plomo. Finalmente se lavaron las secciones con abundante agua

destilada y se dejaron secar antes de su observacion al microscopio electronico.

Las rejillas con las secciones ultrafinas fueron visualizadas en un microscopio
electronico Zeiss-EM 900 con una camara TRS (Slow Scan CCD) acoplada y las

imégenes fueron tomadas con el programa informatico ImageSP Viewer

3.2.7. Electroforesis en Gel de poliacrilamida (SDS-Page) -

Western Blot

Para demostrar la especificidad de los anticuerpos se realiz6 una electroforesis

SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes.

Todos los anticuerpos utilizados eran policlonales. El anticuerpo contra GFP fue
obtenido en cabra, el anti-MIF en conejo y el anticuerpo contra mitocondria

humana en raton.

Para la realizacion de la electroforesis se utilizaron, por separado, la cérnea, la
retina, el resto de estructuras oculares, el cerebro de ratéon y las CSM. Se llevo a
cabo la extraccion de proteinas utilizando 200ul de tampén RIPA® Lysis Buffer
IX (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EEUU.) segan las
especificaciones del producto. La concentracion de proteinas de cada muestra se

midi6 con un nanofotometro (Nanophotometer de Implen).
Para la realizacion de la electroforesis se empleo el siguiente protocolo:

1. Se anadieron 60opul de tampon de carga (2% dodecil sulfato sddico [SDS],
10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8 y

0,25% azul de homofenol) al tejido disgregado.

2. Se calent6 la muestra a 9o °C durante 5 minutos para desnaturalizar el

ADN, y después se puso en hielo para impedir la renaturalizacion.
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3. Para la electroforesis se utilizaron dos geles. El primero es el gel
separador, por el que migran las proteinas en funcion de su peso
molecular, y estd compuesto por 30%-0,3% Acril-Bisacrilamida, 1/5
solucion TGGS (1 M de Tris-HCI, 0,5 M de glicina y 25% glicerol), 20%
SDS, 1/100 persulfato amoénico (APS) y 1/2000 N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED), en agua ultrapura. Se dejo

polimerizar durante 30 minutos.

4. El segundo gel utilizado es el encargado de acumular todas las proteinas
para que migren a la vez. Estd compuesto por 30%-0,3% Acril-
Bisacrilamida, 1/5 solucion TEG (0,35 M Tris-HCl a pH 6,7, 20 mM
etilendiamina, EDTA y 25% glicerol), 1/50 SDS, 1/100 APS y 1/1000
TEMED. Se aniadio6 sobre el gel separador y se dejo polimerizar durante
una hora tras poner el peine que permite la formacion de los pocillos de
carga.

5. El peine utilizado formaba dos pocillos, uno mas pequefio para el
marcador de peso molecular, y el otro mas grande en el que afiadimos los
tejidos disgregados. Utilizamos un marcador de peso molecular con
proteinas estandar SDS-PAGE de pesos moleculares conocidos
(Invitrogen).

6. El gel se dispuso en una cubeta mini-PROTEAN® con una fuente de
alimentacion PowerPac Basic™ (Bio Rad). La cubeta de electroforesis se
llen6 con tampoén de migracion (250 mM de Tris-HCl a pH 8.3, 1.92 M de
glicina y 1% SDS). El voltaje utilizado en la migracion fue de 70 V.

7. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
mediante la aplicacién de un campo eléctrico. Se coloco el gel en el molde
del sandwich (Fig.11), que ademas contenia papeles de filtro, esponjillas y
membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences, Little Chalfon,
Reino Unido).
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Fig.11: Esquema del
sandwich del Western-

8. Se dispuso el sandwich en una cubeta (Mini Trans-Blot, de Bio Rad) con
tampon de transferencia (250 mM de Tris-HCl a pH 8.3, 1.92 M glicina y
20% de metanol en agua miliQQ). La transferencia se realizé a 4°C durante
1thora a 100V.

9. La membrana de nitrocelulosa se lavo 3 veces durante 10 minutos cada
lavado en TBS-Tween 20 (TBST: 1 M de Tris-HCl a pH 7.5, 5 M de NaCl,
0.1% Tween 20 (Sigma) en agua miliQ), a TA en agitacion.

10. Preincubacion con leche desnatada en polvo al 5% en TBST 0.1%, durante
1h.

11. Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBST.

12.La membrana se cort6 en tres tiras perpendiculares al frente de
migracion y en cada una de ellas se incubaron independientemente los 3
anticuerpos primarios. La incubacion se realiz6 en TBST a una
concentracion de 1:2000 para los anticuerpos contra GFP y MIF y de
1:100 para anticuerpos contra mitocondria humana durante 12 horas a
4°C en agitacion.

13. Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBST a TA y agitacion.

14. Incubacion con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados
con fosfatasa alcalina (Ac anti-cabra/anti-conejo con una dilucion 1:5000
o anti-ratén con una dilucién 1:30000) durante 1 hora a TA.

15. Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBST. Finalmente se revel6 con
NBT (Nitro-blue-tetrazolium, Roche Applied Science) y BCIP (5-bromo-
4-chloro-3-indolyd-phosphate, Roche Applied Science).
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2.2.8 Experimentos murinos

Los ratones control y los trasplantados con MO y esplenocitos se estabularon en
jaulas estériles con cobertor en aisladores de aire filtrado y presién positiva
donde han estado sometidos a un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas y a una
temperatura ambiental constante (18-20°C), disponiendo libremente de comida

y agua.

Todos los ratones de cada jaula recibieron el mismo tratamiento. Los ratones
trasplantados con MO y esplenocitos se valoraron individualmente dos veces a
la semana teniendo en cuenta la variacion del peso asi como la aparicion de
signos de EICH (postura, actividad, erizamiento del pelo e integridad de piel)

empleando una escala de 0-2172.

Fig. 12: Rat6n con EICH Fig. 13: afectacion ocular en
un ratén con EICH

Ademas se monitorizaron las caracteristicas macroscopicas de los ojos de estos
ratones 2 veces a la semana y cada ojo por separado, teniendo en cuenta: pelo
periocular, borde palpebral y blefarospasmo. Se establecieron 3 grados de
afectacion clinica dependiendo de los signos observados en los ratones: la
valoracion de 0 se corresponde con ratones que no presentaban pérdida de pelo

alrededor de los ojos, ni costras ni enrojecimiento del borde palpebral, no
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existia blefarospasmo. La valoracion de 1 se corresponde con una de las
siguientes caracteristicas: pérdida de pelo periocular, costras o enrojecimiento
del borde palpebral, blefarospasmo y la valoracién de 2 se corresponde con
ratones que presentaban dos o tres de las caracteristicas mencionadas

anteriormente.

Caracteristicas macroscopicas de los ojos de los ratones.

a. Pérdida de pelo periocular
b. Alteracién del borde palpebral (costras o enrojecimiento)

c. Blefarospasmo.

Puntuacién de 0 a 2 en funcidn de la existencia de ninguna, una o dos de estas

Grupo 1: Animales con EICHo. Analisis clinico y anatomopatolégico
de la superficie ocular.

Con el proposito de generar un modelo de EICHo murino, se establecieron 3
subgrupos experimentales. Cada uno de los experimentos se repiti6 un minimo
de 2 veces por grupo.

- TBI (total body irradiation): Control de irradiacion.
- MO: Control de MO (infusién de 5 x10° células de MO).

- EICH ocular: Infusion de 5 x10° células de MO + 5x10° esplenocitos

Grupo 850cGy MO BAZO Nuamero
5X106 5X106 de ratones
1. TBI SI - - 2

2, MO SI SI - 2
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3. EICHo SI SI ST 8

Todos los ratones trasplantados con MO y con MO y esplenocitos se

man"’I‘l‘f‘iQf‘f\ﬂ f]111"9ﬂ+ﬂ AN AI,QC on D] anima]arin TY‘QY\CI‘W‘IT“P;HH falaya} ‘h’nmro se

Tabla 7: subgrupos experimentales de tratamiento para generar un
SaCT] modelo EICHo murino. para

el estudio anatomopatologico.

Grupo 2: Animales sanos tratados con inyeccién subconjuntival de

CSM. Analisis inmunohistoquimico y ultraestructural de la
superficie ocular.

Con el proposito de valorar el efecto de una inyeccidon subconjuntival de 2x105
CSM GFP+ en la superficie anterior del ojo de ratones BALB/C, trabajamos con
2 sugrupos experimentales. Los experimentos se repitieron como minimo 2
veces por grupo.

- Control: Control al que no se infundié CSM.

- Control + CSM: Inyeccion subconjuntival de 2x105 CSM.

Grupo 850cGy MO BAZO Numero
5X10° 5X10° de ratones
1. Control - .- - 2
2, Control - - - 20
+CSM

Tabla 8: subgrupos de tratamiento en ratones control tratados con

inyecci6n subconjuntival de CSM.

Empleamos 20 ratones BALB/C a los que se les inyectaron subconjuntivalmente
2x105 células mesenquimales. Las CSM se inyectaron en el ojo derecho de los
ratones. Los 20 ratones se dividieron en 5 grupos que se colocaron en 5 jaulas

que contenian 4 ratones cada una. Se sacrificaron 5, 10, 20, 30 y 40 dias
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después de la inyecciébn subconjuntival. Y seguidamente se realizo la
enucleacion de los ojos y el procesamiento histologico para valorar la existencia

de CSM en cornea y limbo esclerocorneal en cada uno de los grupos.

Grupo 3: Animales con EICHo tratados con inyecciéon subconjuntival
de CSM. Analisis inmunohistoquimico de la superficie ocular.

Con el proposito de valorar el efecto de una inyeccidén subconjuntival de 2x105
CSM GFP+ en la superficie ocular de ratones BALB/c a los que previamente se
les habia generado EICHo, trabajamos con 3 subgrupos experimentales. Los
experimentos se repitieron como minimo 2 veces por grupo.

- TBI (total body irradiation): Control de irradiacion.
- MO: Control de MO (infusién de 5 x10° células de MO).

- EICH ocular + CSM: (Infusién de 5 x10¢ células de MO + 5x10°

esplenocitos) Inyeccion subconjuntival de 2x105 CSM.
Grupo 850cGy MO BAZO Nuamero
5x10° 5X10° de ratones
1. TBI SI - - 2
2. MO SI SI - 2
2. EICHo SI SI SI 16
+CSM

Tabla 9: sugrupos de tratamiento del modelo de raton realizados con el
fin de analizar el efecto de una inyecciéon subconjuntival de 2x105CSM
GFP+ en la superficie anterior de ratones BALB/c a los que previamente
se les habia generado EICHo.

Empleamos 16 ratones BALB/c a los que previamente se les habia generado
EICHo. Se inyectaron subconjuntivalmente 2x105 células mesenquimales 60
dias después del trasplante de MO y esplenocitos, con el fin de asegurarnos que
los ratones tenian signos de EICHo. Las CSM se inyectaron en el ojo derecho de
los ratones. Los 16 ratones se dividieron en 4 grupos que se colocaron en 4

jaulas que contenian 4 ratones cada una. Se sacrificaron 5y 10 dias después de
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la inyeccion subconjuntival. Y seguidamente se realizo la enucleacion de los ojos
y el procesamiento histologico para valorar la existencia de CSM en cornea y

limbo esclerocorneal.
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4.1. ANIMALES CON EICHo. ANALISIS CLINICO Y
ANATOMOPATOLOGICO DE LA SUPERFICIE
OCULAR.

El ojo es un 6rgano diana de la EICH. Entre el 60 y el 90% de los pacientes con
EICH presentan afectacion ocular. No se conoce con exactitud la fisiopatologia
de la EICHo, esta escasamente estudiada. La mayoria de los articulos describen
sblo las alteraciones que se producen en la glandula lagrimal y la conjuntivass.
Por eso, el primer objetivo de esta Tesis Doctoral fue el desarrollar un modelo
murino de EICHo que permitiera definir las caracteristicas histopatolbgicas de
la superficie ocular, incluidos cornea y limbo esclerocorneal, de ratones con
EICHo con el fin de profundizar en el conocimiento de la fisiopatologia de la

enfermedad.

4.1.1. Signos clinicos de EICH v EICHo

Para la generacion del modelo de EICH y de EICHo se emplearon como
donantes ratones macho C57BL/6 y como receptores ratones hembra BALB/C a
los que después de una irradiacién letal se les infundié una suspension celular
de 5x10° células de MO asociada a 5x10° esplenocitos que procedian de ratones
donantes. Los distintos signos clinicos de EICH y de EICHo se valoraron
individualmente en cada raton 2 veces a la semana hasta el dia 60

postrasplante.
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Fig.14. Ratén con EICHo. A Fig.15. Ulcera corneal
los 27 dias postrasplante | (flecha) en wun ojo
mostraba un blefarospasmo en ° W@ PU enycleado.

los 30-00 uias poustrasprante, ovservandose en wuaos 10s anmmares perdida de

La gra nes >1a

peso, postura “encorvada”, disminucion de actividad y pérdida de pelot72.

Los hallazgos clinicos oculares de los ratones con EICH se graduaron teniendo
en cuenta: pelo periocular, borde palpebral y blefarospasmo. La escala de

valoracion fue la siguiente:

- 0: Los ratones no presentaban pérdida de pelo alrededor de los ojos, ni

costras ni enrojecimiento del borde palpebral, no existia blefarospasmo.

- 1: Los ratones presentaban una de las siguientes caracteristicas:
v Pérdida de pelo periocular,
v’ Costras o enrojecimiento del borde palpebral,

v Blefarospasmo

- 2: Los ratones que presentaban dos o tres de las caracteristicas

mencionadas anteriormente.

Todos los animales presentaron una puntuacion >1 en al menos uno de los ojos
a los 30dias post-trasplante. Los signos clinicos se mantenian hasta los 60 dias

post-trasplante.
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Fig.16. Imagen macroscopica de ulcera corneal. En la fotografia A esta
enfocado el epitelio corneal donde se observa una irregularidad de la
superficie del mismo. En la fotografia B esta enfocado el iris y sblo se !
observa una borrosidad central debido a la pérdida de transparencia por |

1. 1 1 11 ’ : |

Fig.17. Ratones con EICHo. A: ratén con EICHo a los 12 dias post-trasplante,
presenta una ulcera en el borde libre del parpado inferior del OI. B: ratén con
EICHo a los 26 dias post-trasplante, se puede observar una pérdida de pelo
periocular y una pérdida de la regularidad del parpado inferior por tlceras en el
borde libre palpebral. C: 28 dias post-trasplante, se objetiva una pérdida de pelo
periocular y tlceras importantes en el borde libre palpebral, con costras sobre el
borde libre. D: 40 dias postrasplante, el ratbn muestra una pérdida de pelo
periocular en OD y una pequena herida en la piel del parpado inferior junto a

nantn sntarnn
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Los signos clinicos oculares comenzaron a aparecer a los 10-15 dias después del
trasplante con signos leves, como blefarospasmo o pequenas alteraciones en el
borde palpebral. A los 30 dias del trasplante la afectacion ocular ya era grave,
con gran pérdida de pelo periocular e importantes costras y heridas en el borde

palpebral.

Se observo un alto grado de correlacion entre las alteraciones macroscopicas

oculares y los signos sistémicos de EICH.

Los animales fueron sacrificados a los 60 dias del trasplante, e inmediatamente
después se realiz6 la enucleacion. Los ojos enucleados fueron examinados
mediante estereomicroscopio (Leica MZ6) observandose tulceras corneales,

pannus corneal y neovascularizaciéon corneal en todos los casos de EICHo.

4.1.2. Examen histologico de la superficie ocular en el
modelo de EICHo

En el examen mediante microscopia optica de las muestras procesadas y tenidas
con hematoxilina-eosina se apreciaron lesiones caracteristicas de EICH en la
piel de los parpados, la glandula lagrimal, la conjuntiva, la cérnea y el limbo
esclerocorneal, existiendo un alto grado de correlaciéon entre la histologia y los
signos macroscopicos previamente descritos. Las lesiones histologicas

observadas son las siguientes principalmente:

- Vacuolizacion citoplasmatica: caracterizada por la apariciéon de una o mas
vacuolas en el citoplasma de las células en las muestras tefiidas con

hematoxilina-eosina.

- Satelitosis: denominando asi al conjunto de linfocitos (células
inflamatorias) que aparecen rodeando células en apoptosis (células

individuales danadas) en muestras tenidas con hematoxilina-eosina.

- Infiltrado inflamatorio mononuclear linfocitario en capas basales y

suprabasales, perivascular y dispuesto en pequenos grupos.
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- Células y cuerpos apoptoticos: se observan de manera mas frecuente
como células aisladas y ocasionalmente en pequefios grupos de células
apoptoticas, que en general se separan de las células sanas vecinas, y se
rodean de un espacio claro o pseudo-halo. La célula apoptética tiene un
tamafio menor con citoplasma denso y organelas condensadas. La
cromatina se agrega en la periferia, por debajo de la membrana nuclear
en masas densas bien delimitadas de diversas formas y tamafos. El
nucleo puede romperse, produciendo dos o mas fragmentos. Las células
apoptoticas muestran al principio una intensa vesiculacion en la
superficie, después sufren fragmentacion en numerosos cuerpos
apoptoéticos rodeados por membrana y compuestos por citoplasma y
organelas muy agrupadas, con o sin un fragmento nuclear. Se confirmé la
existencia de los cuerpos apoptoéticos empleando el método de la Caspasa

3 (NovocastraTM Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody CPP32).

En las muestras analizadas observamos lo siguiente:

- En la piel de los parpados se encontr6 un infiltrado linfocitico
inflamatorio en dermis y epidermis. Vacuolizacion de las células del
epitelio de la epidermis y satelitosis en toda la epidermis. También se
observé apoptosis entre los queratinocitos de la basilar. Lo que

demuestra la existencia de una dermatitis inducida por el EICH. (Fig. 17)

- En las muestras de glandula lagrimal se observo un infitrado eosinoéfilo
focal en el area interlobular en ocho de diez secciones analizadas de cada
muestra de glandula lagrimal de los distintos ratones, no se observaron
células mononucleares en el area acinar. Se confirm6 la existencia de
eosinofilos en el epitelio de los conductos junto a cuerpos apoptoticos. Y

fibrosis alrededor de los conductos de la glandula lagrimal. (Fig.18)

- En la cornea de los ratones con EICHo, el epitelio corneal se mostraba
atrofico, con pérdida de continuidad del epitelio en algunas muestras,
observandose vacuolizacion en los estratos basal e intermedio del
epitelio. Dos o mas cuerpos apoptoticos con infiltrado leucocitario se

observaban en el epitelio corneal en, al menos ocho de diez secciones
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analizadas de cada ojo enucleado. También se objetivo la existencia de
satelitosis de los queratocitos, identificados como linfocitos rodeando
queratocitos en apoptosis. Por otra parte, en el estroma corneal se
observdO un edema difuso con neovascularizacion e infiltrado

inflamatorio. El endotelio corneal era normal. (Fig. 21)

En la conjuntiva tarsal y bulbar se encontré una disqueratosis con
pérdida de epitelio conjuntival, exocitosis linfocitica, satelitosis y necrosis
celular con cuerpos apoptoticos en el epitelio en ocho de diez muestras
analizadas. También se observaron microvesiculas subepiteliales y

mononucleares en la sustancia propia de la conjuntiva (Fig. 19 y 20).

En el limbo esclerocorneal se observaron los mismos cambios
histologicos que en el epitelio corneal, con satelitosis, vacuolizacion de
las células y cuerpos apoptoticos, en al menos ocho de diez secciones de
limbo analizadas en cada ojo enucleado de ratones con EICHo. El
nimero de estratos celulares del epitelio era normal, conservandose
normal la estructura del mismo. Se observdé edema en el estroma del
limbo junto a los cambios celulares caracteristicos de EICH
(vacuolizacién de los queratocitos y cuerpos apoptoéticos en estroma).

(Fig. 22)

Tras el examen histologico se pudo comprobar, por tanto, que todos los ratones

sometidos a una irradiacion letal, a los que se les habia inyectado células

procedentes de médula 6sea y bazo mostraban alteraciones anatomopatologicas

caracteristicas de EICH a nivel ocular.

Ninguno de los hallazgos macroscopicos, ni histolégicos se observaron en los

ratones control que habian sido sometidos a irradiacion y se les habia

trasplantado anicamente con células de médula 6sea. Por tanto, podemos decir

que estos cambios macroscopicos e histolégicos no estan causados por la

irradiacion, el estrés, ni ninguno de los factores a los que son sometidos los

ratones control; si no que, estos hallazgos son especificos de la EICH. (Fig. 24)
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Fig.18. Parpado. Alteraciones anatomopatologicas palpebrales en un ratén con
EICHo. A: En la imagen se observan cuerpos apoptoéticos y vacuolizaciéon basal e
infiltrado linfocitario inflamatorio intra y subepitelial (flecha). B: Cambios histolégicos
en las glandulas de Meibomio en un ratén con EICHo. Existe una metaplasia escamosa e
infiltrado inflamatorio. Se observa, ademas, vacuolizacion en algunas células (flecha).
Imagen de microscopio 6ptico. Tincidon con hematoxilina-eosina. Magnificacion 40x.
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Fig.19. Glandula lagrimal de raton con signos clinicos de EICHo. A: Infiltrado
inflamatorio (flecha) en torno al conducto excretor que se extiende al area interacinar
adyacente. Magnificacion 40x B: Infiltrado inflamatorio (flecha) en otras areas de la
glandula lagrimal. Magnificacion 100x. Tincién con hematoxilina eosina. Imagen de

Fig.20. Conjuntiva tarsal. Cambios histologicos en la conjuntiva tarsal de dos ratones
con EICHo. Tinciébn con hematoxilina-eosina. Imagen de microscopia Optica.
Magnificacion 40x. A: Se observan cuerpos apoptéticos (punta de flecha) y vacuolizacion
de los estratos basales del epitelio (flecha). B: Pérdida parcial de células secretoras (punta

de flecha), en el epitelio superficial existe una vacuolizacion de las células y apoptosis
(flecha)
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Fig.21. Conjuntiva bulbar de ratén con signos clinicos de ECIHo. Tincién con
hematoxilina-eosina. Imagen de microscopio 6ptico. A: Infiltrado inflamatorio (punta de
flecha) y cuerpos apoptoticos (flecha). Magnificacion 40x. B: Detalle de cuerpo apoptotico.

Fig.22. Cornea. Imagen de microscopia optica de los cambios histologicos en la
cornea de dos ratones con EICHo. Se observa una vacuolizacién citoplasmaética en el
epitelio corneal (flechas), cuerpos apoptoticos (puntas de flecha) y gran edema
estromal. Tincién con hematoxilina-eosina. Magnificacién 40x.
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Fig.23.Limbo. Cambios anatomopatolégicos en limbo esclerocorneal en un ratéon
con EICHo. Tincidn con hematoxilina eosina. Microscopia 6ptica. En la imagen A se
puede observar la existencia de infiltrado linfomonocitico y eosindfilo y
vacuolizacion citoplasmatica de células epiteliales. Magnificacién 40x. La imagen B,
lizacion

4
el

Fig.24. Cuerpo apoptoético en el epitelio corneal. En la imagen A tincion
con hematoxilina eosina. En la imagen B tincion con Caspasa 3.
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Fig.25. A: Epitelio y estroma corneal normales en un raton irradiado, no sometido a
trasplante de células hematopoyéticas. No se observan las alteraciones histologicas
caracteristicas de EICH. Hematoxilina-eosina, magnificacion 4ox. B: Imagen de
cornea de otro raton irradiado. Todas las capas son normales, existe mitosis en la
capa basal del epitelio (flecha). Tincién con hematoxilina-eosina, magnificacién 40x

4.2. WESTERN BLOT.

CSM  humanas inyectadas

subconjuntivalmente en ratones BALB/C, y evaluar su distribucion y la

Para identificar y caracterizar las
capacidad de diferenciacién, las CSM humanas se marcaron con GFP (Green
Fluorescent Protein). La GFP es una proteina que emite bioluminiscencia en la
zona verde del espectro visible, el gen celular que expresa esta proteina puede
ser introducido y mantenido en el genoma de las células normales con un vector
viral. De manera que una vez introducido el gen en la célula, esta puede ser
localizada gracias a la fluorescencia que emite la proteina GFP. En la
transduccion de las CSM se empleo6 sobrenadante con particulas lentivirales que
contenian el vector pLV-CMV-Luc2-ires-GFP, lo que nos permitia el
seguimiento de las CSM mediante fluorescencia debido a la expresion de GFP.
Ademas se empleo el anticuerpo anti-GFP (AB5450, Abcam) especifico de la

proteina GFP, para localizar las CSM en la cornea de los ratones.
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Se emple6 también el anticuerpo anti-mitocondria humana (MAB1273,
Millipore), que marca las células humanas, lo que nos permite localizar las CSM

en las muestras de tejido de raton.

De manera que para identificar las CSM se emplearon: la fluorescencia emitida
por la proteina GFP, el anticuerpo anti-GFP y el anticuerpo anti-mitocondria

humana.

Por otra parte, se realiz6 un inmunomarcaje con anticuerpo anti-MIF. El
anticuerpo anti-MIF es un anticuerpo policlonal que reacciona exclusivamente
con las células de raton. De esta forma, se podian diferenciar las células de raton
de las CSM humanas.

Con el fin de comprobar la especificidad ex vivo del anticuerpo anti-GFP (AB-
5450, Abcam) y el anticuerpo anti-mitocondria humana (MAB-1273, Millipore),
frente a anticuerpos GFP y mitocondria respectivamente localizados en CSM
humanas se hicieron estudios de Western blot. Las CSM humanas que se
inyectaron subconjuntivalmente a los ratones BALB/C dieron una tinica banda
de 65 kDa, que se corresponde con el peso molecular del epitopo localizado en la
mitocondria intacta, y una banda de 27kDa que se corresponde con el peso
molecular descrito para GFP. Ambas bandas se localizan exclusivamente en el
extracto proteico total de las CSM humanas. Las bandas sin marcaje
inmunohistoquimico fueron las de células de cérnea, retina, resto de estructuras

oculares y cerebro de raton con los anticuerpos especificos.

Por otra parte, se confirm6 mediante Western blot que el anticuerpo anti-MIF
es especifico de la proteina MIF de las células de raton. Mediante esta técnica se
puede diferenciar las células de raton de las CSM humanas inyectadas
subconjuntivalmente a los ratones. En todos los tejidos murinos analizados
(estructuras del ojo y cerebro) se obtuvo una unica banda de 12,5 kDa que se
correspondia con la proteina MIF (P34884, NBI data base). En el extracto de
proteinas correspondientes a las CSM humanas, como era de esperar, no se

encontr6 ninguna banda que se correspondiera con la proteina MIF.
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Fig.26. Analisis de Western blot de Mitocondria, GFP y MIF en
tejidos de raton y CSM

4.3. ANIMALES SANOS TRATADOS CON
INYECCION SUBCONJUNTIVAL DE CSM.
ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO Y
ULTRAESTRUCTURAL DE LA SUPERFICIE
OCULAR.

Las CSM humanas procedentes de MO y cultivadas ex vivo tienen la capacidad
de diferenciarse hacia distintos tipos celulares, presentan propiedades
inmunologicas y son capaces de liberar diferentes factores troficos!2-14.149-151, En
animales de experimentacion se han descrito cuatro métodos de administracién

de CSM para reparar la superficie ocular: topica, intracorneal, intravenosa y con
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geles de fibrina73-176, El método de administracion empleado en el presente
trabajo fue la inyeccion subconjuntival, que permite la llegada de las CSM a
cornea y limbo esclerocorneal y no entrana riesgo de lesion ocular.
Consideramos un objetivo muy importante de esta Tesis investigar la capacidad
de las CSM humanas inyectadas subconjuntivalmente y caracterizar su

distribucién en la superficie ocular de ratones BALB/C sanos.

4.3.1. Localizacion de CSM GFP+ inyectadas

subconjuntivalmente en ratones sanos -

Con el fin de localizar las CSM humanas que expresan la proteina GFP (CSM
GFP+) que habian sido inyectadas subconjuntivalmente a ratones control
BALB/C, se emplearon el anticuerpo anti-GFP (AB-5450, Abcam) y el
anticuerpo anti-mitocondria humana (MAB-1273, Millipore). La coexpresion de
los dos marcadores, GFP y mitocondria, hace implicito el origen humano y

mesenquimal.

Todas las células positivas a GFP, eran también positivas a mitocondria

humana.

Por otra parte, se realiz6 una inmunohistoquimica contra MIF, empleando el
anticuerpo anti-MIF (AB-7207, Abcam). La proteina MIF se encuentra
exclusivamente en las células de ratéon, de esta manera se pueden localizar las

células murinas.

Con el objeto de descartar que las células GFP+ fueran el resultado de una
fusion de CSM con las células del endotelio, estroma o epitelio de la cornea del
raton, se realizd un doble marcaje MIF-GFP. Segin nuestros resultados las
células GFP+ no coexpresan MIF, de lo que deducimos que no se produce fusiéon

celular y se confirma que estas células GFP+ son las de origen humano.

Localizacion de las CSM humanas a los 5-10 dias post-inyeccion:

(Fig.27y 28)
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El primer grupo de ratones sanos BALB/C que recibieron por via subconjuntival
CSM GFP+ humanas fueron sacrificados a los 5 dias post-inyeccion y el segundo
grupo a los 10 dias post-inyeccion, realizdndose la enucleaciéon a continuacion.
Tras procesar los tejidos, se realizO una inmunohistoquimica contra GFP,

mitocondria humana y MIF.

El analisis microscopico del tejido demostr6 que las CSM positivas a GFP y
mitocondria humana y negativas a MIF (GFP+/Mitocondriat/MIF-) se
distribuyen por la totalidad de la cornea y limbo esclerocorneal y en todas sus
capas. La estructura y la densidad celular de la cornea y el limbo esclerocorneal

son normales.

Las células GFP+/Mitocondriat/MIF- se concentran principalmente en la
periferia de la cérnea y limbo esclerocorneal. En nimero mucho menor,

también se observan en el area central de la cornea.

Cuantitativamente la migracion de células GFP+/Mitocondriat/MIF- a las

distintas capas de cornea y limbo (endotelio, estroma y epitelio) era similar.

La morfologia de las células GFP+/Mitocondria+*/MIF- observadas en el limbo,
en la periferia de la cornea y en el area central de esta variaba en funcién de su
localizacion en las distintas capas. De manera que se observaron células
GFP+/Mitocondriat/MIF- cubicas en la profundidad del epitelio y maés
aplanadas en los estratos mas superficiales del mismo; en el estroma corneal la
morfologia de las células GFP+/Mitocondriat/MIF- era similar a la de los
queratocitos y se observaron células GFP+/Mitocondriat+/MIF- de aspecto
aplanado formando parte de la dnica capa de células que conforman el

endotelio.
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Fig.27. Inmunohistoquimica de
fluorescencia contra GFP. Coérnea extraida a
los 10 dias postinyeccién. En la imagen A se
observan células GFP+ en el estroma
corneal, con morfologia caracteristica de
queratocito. En la imagen B se observa una
célula GFP+ formando parte de las capas

hanalan ARl AwitRliA Anmnmaal

No se observaron diferencias entre los resultados de los tejidos analizados de los
ratones sacrificados a los 5 dias post-inyeccion y los de los ratones sacrificados a

los 10 dias post-inyeccion.

Seglin nuestros resultados, las CSM inyectadas subconjuntivalmente migran a

las capas corneales antes de los 5 dias post-inyeccion.

Localizacion de las CSM humanas a los 20-30 dias post-inyeccion:

(Fig. 28,29y 30)

El tercer y cuarto grupo de ratones sanos BALB/C que recibieron por via
subconjuntival CSM GFP+ humanas fueron sacrificados a los 20 y 30 dias post-
inyeccion respectivamente. También se realizaron inmediatamente la
enucleacion y el procesamiento de los tejidos, para aplicar a continuaciéon la

inmunohistoquimica contra GFP, mitocondria humana y MIF.

En la coérnea y limbo de los ojos analizados la distribucién de las células
GFP+/Mitocondria+t/MIF- es similar en areas periféricas y centrales de la cornea

y en el limbo esclerocorneal, a diferencia de los tejidos analizados a los 5 o0 10
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dias después de la inyeccion de CSM en los que las células
GFP+/Mitocondriat/MIF- se distribuyen fundamentalmente en la periferia

corneal y en el limbo.

El patron de expresion de las CSM a los 20 y 30 dias post-inyeccidén también es
distinto en cuanto a localizacién al observado a los 5-10 dias post-inyeccion. Se
detectaron células GFP+/Mitocondriat/MIF- en todas las capas de la cornea.
Pero, el nimero de CSM que migran tras 20-30 dias post-inyeccion es mayor en
el epitelio, a diferencia de lo observado a los 5 y 10 dias post-inyeccion donde la
cantidad de CSM que detectadas es similar en todas las capas (endotelio,

estroma y epitelio).

La morfologia de las células GFP+/Mitocondriat/MIF- observadas varia,
igualmente, en funcion de la capa a la que migra la célula, de manera que en el
epitelio se observan células con forma columnar caracteristica del estrato celular
basal, células con formas intermedias y aplanados en los estratos mas
superficiales. De forma aislada, se observaron células GFP+/Mitocondria+*/MIF-
en estroma y endotelio con morfologia caracteristica de las células del estrato

celular al que habian migrado.

Ademas, a simple vista el nimero de CSM migradas es superior a los 20-30 dias

postinyeccion.

Localizacion de las CSM humanas a los 40 dias post-inyeccion:

(Fig.31)

Por tltimo, el quinto grupo de ratones sanos BALB/C que recibieron CSM GFP+
humanas por via subconjuntival fueron sacrificados a los 40 dias post-inyeccion.
Igualmente que en los casos anteriores, seguidamente se realiz6 la enucleacion,
el procesamiento de los tejidos y la inmunohistoquimica contra GFP,

Mitocondria humana y MIF.

El analisis microscopico del tejido demostré que no existian diferencias, ni en el
nimero de células GFP+/Mitocondriat/MIF- ni en su localizacion, entre los
tejidos analizados 40 dias post-inyeccion y los analizados a los 20 y 30 dias

post-inyeccion. De manera que las células GFP+/Mitocondriat/MIF- se
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distribuyen por toda la cornea (central y periférica) y el limbo y en todas sus
capas, concentrandose mayoritariamente en el epitelio de la cornea y del limbo
esclerocorneal. Las encontramos en todos los estratos celulares del epitelio,

variando su morfologia en funcion de su localizacion concreta.

Por lo tanto después de 40 dias, las células GFP+/Mitocondria+*/MIF-

permanecen todavia en cérnea y limbo.

Mitocondria Mitocondria

A

Fig.28. Inmunofluorescencia para Mitocondria y MIF. Localizacion de las células en
epitelio corneal. A, B y C: Muestras procesadas a los 10 dias postinyecciéon. D, E y F:
Muestras procesadas a los 20 dias postinyeccion. A y D: Inmunofluorescencia para
Mitocondria. B y E: marcaje inmunofluorescente para MIF. C y F: se combinan
ambas tinciones, la tincién azul corresponde a DAPI que marca los niicleos celulares.
Las flechas indican las células Mitocondria +/MIF- que son las CSM.
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Mitocondria

Mitocondria-MIIF-DAIPT

i

Fig.29. Inmunofluorescencia para Mitocondria y MIF. A, B, y C: Muestras procesadas a
los 20 dias postinyeccién. Células Mitocondria +/MIF- localizadas en estratos basales
del epitelio corneal. D, E y F: Muestras procesadas a los 30 dias postinyecciéon. CSM
localizadas en estratos superficiales del epitelio corneal. A y D: inmunofluorescencia
para Mitocondria. B y E: marcaje inmunofluorescente para MIF. C y F: se combinan
ambas tinciones, la tincion azul corresponde a DAPI que marca los nicleos celulares.
Las flechas indican las células Mitocondria +/MIF-, que son las CSM.
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Fig.30. Microscopia confocal. A, By C: Muestras procesadas a los 20 dias post-inyeccion.
D, Ey F: Muestras procesadas a los 30 dias post-inyeccion. Localizacion de las células en el
epitelio corneal. A: inmunofluorescencia para Mitocondria. B: Inmunofluorescencia para
MIF. C: se combinan ambas tinciones. Las flechas en todas las imagenes indican las
células Mitocondria +/MIF-, que son las CSM.

Fig.31. Inmunofluorescencia para Mitocondria. Muestras procesadas a los 40 dias
postinyeccion. CSM localizadas en epitelio y en endotelio en distintas muestras. La tinci6on
azul corresponde a DAPI, marca los nucleos celulares. Las flechas en todas las imagenes
LI L I .
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4.3.2. Analisis Ultraestructural. Microscopia Electréonica.

Realizamos el estudio de microscopia electronica con el fin de conocer las

caracteristicas ultraestructurales de las CSM GFP+ localizadas en cérnea y

limbo esclerocorneal, y compararlas con las células corneales del raton.

En las muestras analizadas la estructura corneal es normal, formada por cinco

capas: epitelio, capa de Bowman, estroma, membrana de Descemet y endotelio,

con la siguiente morfologia:

1.

En el epitelio corneal y limbar las células tienen unas caracteristicas
propias que las hace diferentes entre si en funcion del estrato celular en
que se encuentren, algunas células del estrato basal son mitéticamente
activas y las células hijas a las que dan lugar se desplazan en sentido
apical para formar los estratos intermedios y las células planas de la
superficie. Ademas, en el estrato basal las células muestran abundantes
desmosomas en las uniones intercelulares y hemidesmosomas que unen
el epitelio a la membrana basal2c. La morfologia del epitelio de cornea y
limbo de los tejidos analizados es normal, formado por cinco estratos
celulares aproximadamente, con tres clases de células, de superficie a
profundidad: superficiales planas, intermedias o alares y basales o
columnares. Formando parte de todos los estratos celulares se observan
CSM GFP+/Mitocondria+/MIF-.

- Enlos tejidos analizados el estrato celular superficial esta formado
por dos capas de células aplanadas entre las que se observan CSM
GFP+/Mitocondria*/MIF-.

— En la capa de células intermedias, cuanto mas superficial es la
célula mas aplanada, con los ntcleos paralelos a la superficie. Se
observan entre estas células uniones desmosomicas de las CSM
GFP+/Mitocondriat/MIF- con otras células
GFP+/Mitocondria*/MIF-y con células GFP-/Mitocondria-/MIF+.
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El estrato celular basal est4 formado por una tnica capa de células
columnares sobre la membrana basal, entre las que se observan
células  GFP-/Mitocondria-/MIF+ y células GFP+/
Mitocondriat/MIF- con morfologia columnar. Se pudo objetivar
la existencia de filamentos intermedios en las células GFP+/
Mitocondriat/MIF-. Ademaés estas células presentan desmosomas
en las caras laterales formando uniones intercelulares entre
células GFP+/Mitocondria*/MIF- y entre estas y células GFP-/
Mitocondria-/MIF+. Ademas se observan hemidesmosomas en la
cara basal de las células GFP+/Mitocondria*/MIF- del estrato

celular basal del epitelio hacia la membrana basal del mismo.

2. En el estroma la densidad celular es normal; y las células GFP+/

Mitocondriat/MIF- dispuestas entre las fibras de colageno y la sustancia

fundamental muestran una morfologia similar a queratocitos normales.

3. El endotelio estd compuesto por una sola capa de células planas

hexagonales entre las que observamos células GFP+/ Mitocondria+/MIF-

con caracteristicas similares a las GFP-/Mitocondria-/MIF+, como en un

endotelio corneal normal.
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Fig.32. Inmunohistoquimica de fluorescencia (A, F y H) e inmunohistoquimica de microscopia
electronica (B, C, D, E, G e I) para CSM GFP+ en cornea de un ratén 30 dias después de la
inyeccion. A: Células GFP+ (flecha) en epitelio corneal. B: Células GFP+ (flechas) en epitelio.
Los recuadros 1y 2 estdn aumentados en las figuras C y D respectivamente. C: detalle de una
célula GFP+ (flecha) con filamentos intermedios (f) y desmosomas (cabezas de flecha
tranparentes) en estratos basales del epitelio. D: detalle de una célula epitelial GFP+ (flechas) en
la que se observan filamentos intermedios (f) y desmosomas (cabezas de flecha transparentes) en
estratos intermedios del epitelio. E: Detalle de una célula GFP+ epitelial (flechas) del estrato
celular basal, se pueden observar desmosomas (cabezas de flecha) y hemidesmosomas (cabezas
de flecha). F: queratocitos GFP+ (flecha) en el estroma corneal. G: Queratocitos GFP+ (flechas)
rodeados de paquetes de colageno (¢) en estroma corneal. H: Células GFP+ (flecha) en el
endotelio. I: células GFP+ en endotelio (flechas). Barras de escala: A, H, F: 1oum; B, E: 1000nm;
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ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE LA
SUPERFICIE OCULAR.

El uso de CSM expandidas ex vivo puede ser una buena alternativa para la
profilaxis y el tratamiento de la EICHo debido a su capacidad para diferenciarse
hacia células de tejidos dafiados y a sus propiedades inmunolégicas9-11.142-144, Por
tanto, la inyeccién subconjuntival de CSM humanas puede convertirse en una

herramienta terapéutica clave en el tratamiento de esta patologia.

En este Trabajo pretendemos valorar la distribucion y el efecto de las CSM

humanas inyectadas subconjuntivalmente en ratones con EICHo.

Empleamos 16 ratones BALB/C que fueron trasplantados con MO y esplenocitos
de ratones donantes C57BL/6 para la generacion de una EICHo y se
mantuvieron en el animalario durante 60 dias, en este momento todos los
ratones presentaban signos de EICH y EICHo. La puntuacion de la gradacion de
EICH sistémica era >1y en la escala de valoraciéon de la EICHo era >1 en ambos
ojos. En el dia 60 post-trasplante se realiz6 la inyeccién subconjuntival de CSM
GFP+ humanas en el OD a todos los ratones. Después de 5 dias se sacrificaron 8
y a los 10 dias otros 8 ratones, en ambos casos se realizé inmediatamente la

enucleacion y el procesamiento de los tejidos.

Las CSM inyectadas en los ratones a los que previamente se habia generado una
EICHo eran las mismas que las empleadas en ratones sanos. Por lo tanto son
células GFP+/ Mitocondria+/MIF-.

También se realiz6 un doble marcaje MIF-GFP para descartar una posible
fusion de las CSM GFP+ humanas inyectadas con las células propias de la cornea
y limbo esclerocorneal del ratéon. Los resultados obtenidos, exactamente igual
que en ratones sanos, muestran que las células positivas para GFP son negativas
para MIF (GFP+/ Mitocondriat/MIF-), y las células positivas para MIF son
negativas para GFP (GFP-/Mitocondria-/MIF+), lo que confirma que no se

produce fusion celular.
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Localizacion de las CSM humanas a los 5-10 dias post-inyeccion:

(Fig.33,34,35y 36)

El analisis microscopico del tejido demostr6 que las células
GFP+/Mitocondria+t/MIF- se distribuyen por la cérnea central y periférica, y en

el limbo esclerocorneal sin existir diferencias entre el centro y la periferia.

Se detectan células GFP+/Mitocondria*/MIF- en todas las capas de la cornea
(epitelio, estroma y endotelio). Pero el nimero de CSM que migran es mucho

mayor en el epitelio que en las otras capas.

Cuantitativamente la migracion de las CSM en todas las capas de cornea y limbo

en ratones con EICHo es claramente mayor que en ratones control sanos.

En las muestras obtenidas en algunas areas de la cornea se observan defectos
epiteliales (dlceras corneales) y un importante edema estromal, que justificamos
por la EICHo avanzada que presentaban los ratones. En la coérnea periférica y en
el limbo esclerocorneal se observan neovasos de forma aislada en todas las

muestras de tejido.

La morfologia de las células GFP+/Mitocondriat/MIF-, igual que en el caso de
los ratones sanos, varia en funciéon de su localizacion en las distintas capas de la

cornea y limbo y en los distintos estratos del epitelio.

Finalmente, no observamos diferencias entre los resultados de los tejidos
correspondientes a los ratones sacrificados a los 5 dias post-inyeccién y los de

los ratones sacrificados a los 10 dias post-inyeccion.
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Mitocondria

/

Mitocondria-

Fig.33. Inmunofluorescencia para Mitocondria y MIF. Muestras de cornea de
ratones con EICHo, procesadas a los 10 dias postinyeccion. Localizacién de las
células en todas las capas de la cornea. A y D: inmunofluorescencia para
Mitocondria, marca las CSM. B y E: marcaje inmunofluorescente para MIF (células
de ratéon). C y F: se combinan ambas tinciones (GFP+/Mitocondria+/MIF-), la
tincion azul corresponde a DAPI que marca los nucleos celulares. Las flechas en
todas las imagenes indican las células Mitocondria +/MIF-, que son las CSM.
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Fig.34. Inmunofluorescencia para Mitocondria. Muestras de cornea de ratones
con EICHo A: Localizaciéon de CSM en capas basales y epiteliales en epitelio y
endotelio. B: detalle de CSM formando parte de la capa basal del epitelio. La
tincién azul corresponde a DAPI que marca los nicleos celulares. Las flechas en

Fig.35. Inmunofluorescencia para Mitocondria. Muestras de céornea de ratones
con EICHo. Localizacion de las células en el epitelio de la cornea. A:
inmunofluorescencia para Mitocondria, marca las CSM. B : inmunofluorescencia
para Mitocondria y DAPI (tincion azul) que marca los ntucleos celulares. Las

Fig.36. Inmunofluorescencia para Mitocondria. Muestras de cérnea de ratones
con EICHo. Localizaciéon de las células en el estroma y epitelio de la cornea. A:
inmunofluorescencia para Mitocondria, marca las CSM. B: inmunofluorescencia
para Mitocondria y DAPI (tincién azul) que marca los nucleos celulares. Las
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Discusion
5.1. ANIMALES CON EICHo. ANALISIS CLINICO Y

ANATOMOPATOLOGICO DE LA SUPERFICIE
OCULAR.

La EICH es un proceso inmunologico complejo debido al efecto citotéxico de los
linfocitos T del donante sobre multiples o6rganos vitales del paciente. Se
considera la mayor causa de morbilidad y mortalidad entre los pacientes
sometidos a trasplante de células madre hematopoyéticas. La incidencia es de
hasta el 80% en series de pacientes sometidos a trasplante de progenitores
hematopoyéticos de donante no emparentado®4:5°. El o0jo es un 6rgano diana de
la EICH. Entre el 40-90% de los pacientes con EICH presenta afectacion
ocular®4. No se conoce con exactitud la fisiopatologia de la EICH03:64.66 se
encuentra escasamente estudiada, lo cual ha motivado nuestro interés para
intentar generar un modelo murino que reprodujera las caracteristicas clinicas y
anatomopatolégicas de la EICHo. Para ello decidimos definir las alteraciones a
nivel ocular a partir de un modelo establecido de generacién de EICH murino,
en el cual ya han sido ampliamente descritas las alteraciones clinicas,
morfolégicas y anatomopatologicas de los animales en otros oOrganos

diana172.177:178,

En nuestro estudio hemos descrito los cambios anatomopatolégicos de la
superficie ocular en el modelo murino de EICHo. Posiblemente, estas
alteraciones no habian sido descritas debido a la ausencia de un modelo animal
establecido. Diferentes autores habian descrito previamente algunos de los
hallazgos de EICHo, que también estudiamos en nuestro trabajo, como la
afectacion de la glandula lagrimal, la conjuntiva, la piel periocular y en menor
medida, cérnea®s77.8188, Sin embargo, hemos observado que en la EICHo existe
una afectacion de cérnea y limbo, escasamente descrita, similar a la que ocurre
en otros érganos diana, de manera que presentan cambios anatomopatologicos

caracteristicos de EICH.

Intentamos establecer un modelo animal para la evaluacion de la EICHo en la

que el limbo y la cornea se han identificado como 6rganos diana.
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5.1.1. Parpados v piel

periocular

MacroscOpicamente, se observo una irregularidad del borde libre palpebral, en
la mayoria de los casos asociado a tulceras y costras, en parpado superior e
inferior de ambos ojos, enrojecimiento periocular y todos los ratones en algin

momento del proceso presentaron un blefarospasmo.

Por otra parte, en el examen anatomopatolégico de los parpados y de la piel
periocular de los ratones BALB/C a los que previamente se habia generado una
EICH, se observo la existencia de infiltracion linfocitica inflamatoria en
epidermis y dermis, acompafada de vacuolizacion, satelitosis y apoptosis
celular en la epidermis. Estos signos coinciden con los descritos por Howard M.
Shulman y cols. y son compatibles con los criterios histologicos diagnosticos de
EICH en humanos. Segin el “National Institutes of Health Consensus
Development Project on Criteria for Clinical Trials in Chronic Graft-versus-
Host Disease: II. Pathology Working Group Report” para realizar el
diagnostico de EICH cutidneo es necesaria la existencia apotosis junto a
inflamacién y/o vacuolizacion celular79. En nuestro modelo de EICH

encontramos los criterios suficientes para el diagnostico de EICH.

Los hallazgos macro y microscopicos observados a nivel palpebral podrian
contribuir, asociados a los signos especificos hallados en la superficie ocular, a
la clinica de la EICHo y a los signos encontrados en la superficie ocular de los
animales, ya que para mantener la transparencia corneal es esencial la

indemnidad de los parpados®.

5.1.2. Glandula

lagrimal

En las muestras de glandula lagrimal de los ratones a los que previamente se

habia generado una EICHo, se objetivo bajo microscopia 6ptica, la existencia de
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fibrosis periductal asociada a una infiltracion linfocitica. Estos hallazgos
coinciden con lo descrito en los trabajos de Ogawa y cols. donde describen la
afectacion de la glandula lagrimal en humanos. Segin estos autores la apariciéon
de una marcada fibrosis en el intersticio y un notable incremento de fibroblastos
con una moderada infiltracion linfocitica es la caracteristica histologica
principal encontrada en la glandula lagrimal de pacientes con EICH. Estos
cambios son mas numerosos en los pacientes con EICHo severo que en los casos
moderados. Ademas se ha visto que la severidad del ojo seco se correlaciona
directamente con la extensiéon de los cambios fibréticos, mas que con la

infiltracion linfocitica67:69.71.90,

Anderson y cols. observaron que los fibroblastos del donante se encontraban en
la glandula lagrimal, sugiriendo que estos participaban en el exceso de fibrosis

existente en paciente con EICHo crénico7°.

Por otra parte, Hassan y cols. también describieron en un modelo murino de
EICH los cambios en la glandula lagrimal, coincidiendo con nuestros resultados
y los de Ogawa y cols. en la existencia de una fibrosis e infiltrado inflamatorio

periductal en los casos de EICH0©8:76.

En nuestro modelo murino de EICHo se confirm6 la existencia de cuerpos

apoptoticos, descrito igualmente por Hassan y cols?7.

La afectacion de la glandula lagrimal en la EICHo en pacientes contribuiria a la
aparicion de signos y sintomas por la reduccion de la secrecion lacrimal. La
pelicula lagrimal es la primera superficie refractiva del ojo, constituye un agente
esencial en la oxigenacion e hidratacién del epitelio corneal, actia como un
agente lubricante de la superficie ocular y juega un papel fundamental en la
defensa frente a la invasion bacteriana. Una disminuciéon de la cantidad o
calidad de la lagrima puede provocar una disminucion de la agudeza visual,

aparicion de defectos epiteliales, queratitis e infecciones corneales22:23:37,

.1. o

Conjuntiva
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En el modelo de EICHo generado en esta trabajo observamos cambios
histologicos a nivel de conjuntiva tarsal y bulbar compatibles con los cambios de
los o6rganos diana que desarrollan EICH, en las muestras examinadas
observamos exocitosis linfocitica, satelitosis y apoptosis, cambios caracteristicos
de EICH de acuerdo con National Institutes of Health consensus development

project on criteria for clinical trials in chronic graft-versus-host disease4.

Existen pocos trabajos que describen las caracteristicas macroscopicas de la
conjuntiva en pacientes o modelos animales de EICH. Rojas y cols. observaron
en pacientes con EICHo que en la conjuntiva tras el trasplante alogénico existen
mas células CD3+ y CD14+ en el epitelio y en el estroma, ademas de una mayor
expresion de moléculas de adhesion en el estroma. En los pacientes con
trasplante alogénico que presentaban signos o sintomas de ojo seco habia un
aumento de células CD14+ en epitelio y estroma comparado con los pacientes
sin estos signos o sintomas. Observaron también que en los pacientes con
queratoconjuntivitis sicca existia un cociente CD4/CD8 mayor que en los

pacientes que no tenian queratoconjuntivitis sicca®s.

Por otra parte, Aronni y cols. demostraron en pacientes con EICHo que existia
una apreciable disminucion de la densidad de células caliciformes que esta
directamente correlacionada con una disminucion del test de Schirmer y un
aumento en la expresion de los marcadores inflamatorios®’. En nuestro modelo

de EICHo observamos también un aumento de células inflamatorias.

5.1.4. Coérnea v limbo

esclerocorneal

En el analisis anatomopatolégico de la cornea y limbo del modelo murino
empleado en este estudio, los cambios observados, al igual que en el caso de la
conjuntiva, son signos histologicos que se consideran diagnoésticos de EICH
cuando se observan en otros érganos diana de EICH segin The National
Institutes of Health consensus development project on criteria for clinical trials
in chronic graft-versus-host disease#. Tanto en el limbo como en la cérnea se

ha descrito la existencia de satelitosis, cuerpos apototicos, vacuolizacion e
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infiltrado inflamatorio en epitelio y estroma, manteniéndose el endotelio
normal. Estos cambios anatomopatolégicos que se producen a nivel corneal
pueden ser la causa del Sindrome de ojo seco severo y la queratitis que aparece

en los pacientes.

Hemos observado un edema estromal en las muestras de cornea y limbo
analizadas, esto provoca una pérdida de transparencia corneal y por tanto una

disminucion de la agudeza visual.

Las alteraciones en epitelio provocan una pérdida de la regularidad de la cornea
y por tanto, la aparicion de defectos persistentes, queratitis y tlceras corneales
recidivantes, que permitan la aparicién de infecciones. La aparicion de las
tlceras corneales puede ser debida a las lesiones histologicas halladas en
epitelio corneal o la consecuencia del roce mecanico por la alteracion del borde
libre palpebral y/o la disminucién de la lagrima por afectacion de la glandula

lagrimal.

El limbo tiene una gran importancia en la regeneracion del epitelio corneal. El
epitelio limbico posee un mayor potencial de proliferacién que el epitelio
corneal central o periférico24 y contiene una poblaciéon de células madre cuyas
células hijas poblaran la cornea26 ENREF 23:22, aunque existen estudios que

demuestran la localizacién de células madre por toda la corneaZ=8.

En este sentido, la destruccion total del limbo provoca una disminuciéon de la
capacidad de regeneracion epitelial, lo que indica que las células madre
localizadas en el limbo son en su mayor parte, las responsables de la

regeneracion corneal22.

Por otra parte, el limbo es la zona de transicion entre la conjuntiva y esclero6tica
por un lado y la cornea por otro, impide la invasion de la cornea por conjuntiva,
de manera que cuando el nimero de células madre en el limbo disminuye, las
células epiteliales de la conjuntiva invaden la cérnea, acompanados de tejido
fibrovascular que altera la transparencia corneal, e induce un proceso
inflamatorio cronico, con defectos epiteliales persistentes y cicatrizacion
estromal® ENREF 4. Si consideramos el limbo una estructura diana de EICH por
los cambios histolégicos observados en esta Tesis, los dafios celulares a nivel

limbico, podrian suponer una disminucién de la poblacion de las células madre
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y de células con gran capacidad de regeneracion, por lo que primero aparecerian
defectos epiteliales persistentes y segundo una invasion conjuntival de la cornea
con el resultado de un proceso inflamatorio crénico, pérdida de la transparencia
corneal y tlceras corneales, que es exactamente lo que hemos observado en el

modelo murino de EICHo.

5.2. ANIMALES SANOS TRATADOS CON
INYECCION  SUBCONJUNTIVAL DE CSM.

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO Y
ULTRAESTRUCTURAL DE LA SUPERFICIE
OCULAR.

Se dispone de escasas opciones terapetuticas en el tratamiento de la EICHo, y
ademas, son poco eficaces. Actualmente la mayoria de los tratamientos que se
pueden aplicar se centran en aliviar la sintomatologia y controlar la respuesta

inmunolobgica.

Es, por tanto, muy importante el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
dirigidas a la prevencion y al tratamiento de la EICHo. El uso de CSM puede ser
una buena alternativa gracias a su capacidad para migrar y diferenciarse a otros

tejidos y a sus propiedades inmunologicas.

5.2.1. Administracion de
CSM
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La via de administracion de las CSM humanas GFP+ en el ojo en el presente
estudio fue subconjuntival. Es una via sencilla, segura y poco invasiva. No

hemos observado ninguna complicacién en las inyecciones realizadas.

Actualmente existe un gran interés en la busqueda de nuevas vias de
administracién de CSM con el fin de mejorar su efecto local. Un ejemplo es la
inyeccion local de CSM intra-coronaria, intradtero, en rinén o en piel, cuyos
resultados muestran una alta capacidad de injerto. También se pueden
administrar con diversos matrices, obteniéndose muy buenos resultados en la
reparacion de defectos craneofaciales, de huesos largos o de cartilago articular,

nariz, oreja y trdquea64.106,

En la literatura hemos encontrado otras cinco formas de administracién de CSM

para estudiar su efecto a nivel ocular en modelos animales:

1. Administracion topica: limita la disponibilidad de las células y su injerto
duradero, Oh y cols emplean esta forma de administracion para
demostrar el efecto antiinflamatorio y antiangiogénico de estas células en
ratas debido a las propiedades paracrinas de las CSM, no describen si

injertan o no, y tnicamente comprueban su presencia en la cérnea?7s.

2. Lainyeccidon intracorneal de CSM umbilicales empleada por Liu y cols. en
ratones, en nuestra opinion es una forma de administracién mas agresiva
que puede provocar dafos a nivel corneal. Estos autores comprobaron
que mediante esta via las CSM se localizaban forma difusa por toda la
cornea y adquirian una forma dendritica similar a los queratinocitos
iniciales (previo a su diferenciacion) y mejoraban la transparencia y

aumentaba el grosor corneal76.

3. Nakamura y cols. emplean la via intravenosa en ratones. Consiguen
detectar CSM en la cornea, pero el nimero es escaso en el epitelio.
Observaron que dos semanas después de la inyeccion se observaban CSM
en la cornea. Igual que en nuestro trabajo, en primer lugar aparecian en
la periferia del estroma y después aumentaban en el centro, pero en su

caso la mayoria de las CSM se localizaron en la periferia del estroma 175,
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4. Shaofeng Gu y cols. administran las CSM con geles de fibrina en conejos,
un método mas complejo y méas agresivo que la inyecciéon subconjuntival.

Encontraron CSM en epitelio tres dias después del injerto74.

5. Jiang y cols. realizan un trasplante de membrana amniética con CSM en
ratones a los que previamente le provocan un dafio corneal, consiguen el
injerto de algunas CSM y mejorar levemente el dano epitelial. Se trata de

una forma de administracion mas compleja.

En esta Tesis, hemos observado que mediante la inyeccién subconjuntival de
CSM, éstas migran a la cornea antes de 5 dias, localizdndose en todas las capas
de la cornea, desarrollando caracteristicas tipicas del estrato corneal en el que
anidan. Demostramos que la inyeccion local permite el injerto de CSM hasta 40
dias después de la inyeccion, en contra de algunos estudios previos que indican
que las CSM no injertan a largo plazo y s6lo son detectables pocos dias después
de la inyeccion sistémica. Sin embargo, en el trabajo de Nakamura y cols.'75, al
igual que en nuestro caso demuestran la existencia de CSM a largo plazo. Asi,
con fines terapéuticos, la administraciéon local de CSM en los 6rganos danados

puede facilitar el injerto y la diferenciacion.

5.2.2, Migracion de las
CSM

A través de diferentes vias de sefalizacion las CSM pueden ser movilizadas y
diferenciadas a distintas estirpes del tejido conectivo. Estas senales de estrés
son inducidas por dafio traumatico, como fracturas, inflamacién, necrosis o
tumores. Tanto la quimiotaxis como el microambiente local influyen en la

capacidad de migracion y diferenciacion de las CSM149,

Se ha estudiado en ratones que las CSM procedentes de MO trasfundidas por via
intravenosa llegan a la cérnea (Nakamura y cols). Transcurridas dos semanas de
la infusion las células se localizan en la cornea a nivel de limbo esclerocorneal
proliferando en el estroma corneal hasta alcanzar un maximo que se mantiene
hasta 6 meses después. Las células en primer momento se detectaron en la

periferia del estroma y posteriormente en el centro. La mayoria de las células de
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MO se localizaron en la periferia del estroma, s6lo un 7% en el centro del

estroma y muy pocas en el epitelio corneal y epitelio conjuntivalt7s.

En nuestros experimentos las CSM GFP+ humanas infundidas por via
subconjuntival en ratones BALB/C control se localizaron en todas las capas
corneales 5 dias después de la inyeccion. Durante los primeros dias post-
infusién se localizaron en limbo, endotelio, estroma y epitelio y a medida que
fue transcurriendo el tiempo se increment6 el namero de CSM GFP+ en epitelio,
en el centro de la cornea; y fue descendiendo el nimero de CSM GFP+ en
endotelio y estroma. Estos resultados son totalmente concordantes con la teoria
de migraciéon de las células madre del limbo esclerocorneal por dos vias: por
desplazamiento centripeto de las células madre desde el limbo hacia el centro de
la cornea, y en direccién vertical desde abajo hacia arriba. La teoria X Y Z de
Thoft resume el desplazamiento de las células epiteliales en tres fases, siendo X
el desplazamiento centripeto, Y el desplazamiento vertical, y Z la descamacion
de las células en la superficie29. Coincide ademas con la forma de migracion de

las células descrita por Nakamura y cols.

5.2.2. Tratamiento del dano tisular: diferenciacion vs

fusion

Las CSM tienen muchas propiedades que le permitiria influir en la recuperacion

del dano tisular:

1. Tienen la capacidad de secretar determinados factores solubles que
alteran la funcionalidad del microambiente y de este modo acttian en la

reparacion del dafio49.

2. Las CSM pueden suprimir algunas funciones de linfocitos T, B y células
NK y en algunos casos también afectar a la funcién de las células

dendriticas?s° .
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3. Producen una variedad de factores de crecimiento, citoquinas,
quimioquinas y proteasas que juegan un papel importante en su

inmunomodulacién y migracion?s:,

4. La capacidad de diferenciacion. Las CSM son capaces de diferenciarse a
células de tejidos de estirpe mesodérmico. Para confirmar las
caracteristicas de las CSM se debe confirmar su capacidad de
diferenciacion hacia adipocitos, osteoblastos y condrocitos tanto en
cultivos in vitro'213 como en modelos in vivo4. Ademas, se ha puesto de
manifiesto también su capacidad para diferenciarse hacia células de
cartilago, tendon y musculo. Pero ademas de la diferenciacion a tejidos
de origen mesodérmico, algunos grupos han descrito que bajo
determinadas condiciones de cultivo, las CSM son capaces de adquirir
caracteristicas morfolégicas y/o funcionales de células hepaticas, renales,
cardiacas e incluso neurales45, por lo que se podria hablar de
pluripotencialidad de las CSM. Existe numerosa bibliografia que indica
que las CSM expandidas ex vivo son capaces de diferenciarse hacia

células de diferentes estirpes de los tejidos dafiados9:160-163,165,

No obstante, existe cierta controversia acerca de la capacidad de injerto,
migracion y pluripontencialidad de las CSM in vivo. En este sentido, parece que
las CSM tendrian un efecto beneficioso en pacientes con infarto de miocardio,
no por regeneracion de los cardiomiocitos, sino por la secrecion de proteinas
como TNFG6 (Tumor necrosis factor-alpha-induced protein 6). Se trata de una
proteina antiinflamatoria que reduce el tamaiio del infarto y mejora la funcion

cardiaca.

Durante el proceso experimental de esta Tesis se detectaron CSM GFP+ muy
pocos dias después de ser administradas subconjuntivalmente (antes de los 5
primeros dias). Pero lo que result6 determinante fue que estas CSM adquirieron
caracteristicas morfologicas de células epiteliales, estromales y endoteliales.
Ademas, aparecieron en distintas capas y con diferentes morfologias (desde
formas cubicas a formas aplanadas), dependiendo de su localizacion en el

epitelio. Las CSM GFP+ presentaron propiedades ultraestructurales tales como
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filamentos intermedios, interdigitaciones, hemidesmosomas y desmosomas lo
cual apoya la hipétesis de que puedan ejercer un efecto beneficioso/terapeutico
debido a la capacidad de migracién y diferenciacion de las CSM GFP+ a células

epiteliales.

Por otro lado, el injerto y la diferenciacién de CSM también ha sido motivo de
critica debido a la posible fusion entre células del tejido receptor y las CMS
infundidast80o.181, Datos recientes sugieren que la fusion puede ser es el
mecanismo mediante el cual las CSM adquieran caracteristicas de células
epiteliales. Para descartar la fusién entre CSM GFP+ humanas y células de la

cornea del raton:

- En primer lugar comprobamos ex vivo mediante Western-blot, la especificidad
del anticuerpo anti-GFP y el anticuerpo anti-mitocondria humana, frente a
anticuerpos GFP y mitocondria localizados en células mesenquimales humanas.
También confirmamos que el anticuerpo anti-MIF era especifico de células de

raton.

- En segundo lugar mediante técnicas de inmunohistoquimica de fluorescencia
realizamos un doble marcaje MIF-GFP, donde confirmamos que las células
GFP+ eran MIF-, lo que pone de manifiesto el origen humano de las células
diferenciadas GFP-.

Teniendo en cuenta que las CSM humanas son células GFP+, Mitocondria* y
MIF-, y que estas células adquirian una morfologia acorde al estrato celular en el
que se detectaron y que ademaés desarrollaban caracteristicas ultraestructurales
caracteristicas de ese estrato celular, podemos concluir que: las imagenes de
inmunohistoquimica obtenidas no se deben a fusién celular, sino a un

verdadero proceso de migracion y diferenciacion celular.

Este resultado representa un importante hallazgo, que confirma que las CSM
pueden inducir un efecto terapettico, no s6lo por las propiedades paracrinas de
las CSM, sino también por su capacidad de migraciéon y diferenciacion

contribuyendo de este modo a la regeneracion de tejidos danados.
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5.3. ANIMALES CON EICHo TRATADOS CON
INYECCION SUBCONJUNTIVAL DE CSM.
ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE LA
SUPERFICIE OCULAR.

Youn Oh y cols. han descrito la aplicacion de CSM toépicas en cérneas danadas
por causticaciones oculares demostrando que tienen efectos antiinflamatorio y
antiangiogénico debido a las propiedades paracrinas de las CSM. Observaron
que las CSM aplicadas de forma topica mejoraban clinicamente la transparencia
de la cornea y disminuian la neovascularizacion, aumentaban la expresion de
IL-10, TGF- B1, IL-6 y TSP-1 y se reducia la de IL-2, IFNy, con la consiguiente

disminucion de la inflamacion?7s.

Liu y cols previamente habian descrito que las CSM umbilicales inyectadas
directamente en el estroma corneal en ratones mejoraban la transparencia y
aumentaba el grosor corneal. Este efecto esta relacionado con la mejoria de la
organizaciéon de la matriz de colageno y de la diferenciacion local a células

estromales!7.

En el diseno experimental de esta tesis hemos podido constatar la capacidad de
las CSM tanto para migrar hacia las diferentes capas de la cérnea, como para
diferenciarse a células endoteliales, estromales y epiteliales, tras su
administracién mediante inyeccién subconjuntival en ratones BALB/C control.
Al igual que en los ratones BALB/C control, en los ratones a los que se les
gener6 EICHo comprobamos la misma capacidad de migracion y diferenciacion,
sin embargo, el porcentaje de CSM GFP+ en la cornea de los ratones con EICHo
se increment6 significativamente, hecho que confirma que las CSM pueden
migrar y diferenciarse a distintas estirpes celulares al recibir sefiales inducidas
por dano tisular'49. Del mismo modo el dafio histolégico de la cérnea en los
ratones con EICHo puede generar senales que favorecen Ila
migracion/diferenciacion de las CSM GFP+ y por tanto el aumento de células
GFP+/Mitocondria+/MIF- en todas las capas de la cérnea en ratones con
EICHo.
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Después de la inyeccion subconjuntival, las CSM se distribuyeron por toda la
cornea y adquirieron in vivo caracteristicas tisulares de cada capa: epitelio,
estroma y endotelio. Por lo que la inyeccion subconjuntival de CSM podria
gjercer su efecto terapedtico e inmunomodulador  por migracion vy
diferenciacion celular y de este modo justificar su posible aplicacion clinica en el

tratamiento de la EICHo.
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De acuerdo con los objetivos planteados en este Trabajo de Tesis Doctoral y

como consecuencia de los resultados obtenidos y su discusion, hemos llegado a

las siguientes conclusiones:

1.

2.

El modelo animal empleado en esta Tesis, se podria establecer como
modelo de EICHo, permitindo profundizar en la patofisiologia de la

EICHo y evaluar las posibles opciones terapetticas.

La superficie ocular, incluidos la cérnea y el limbo esclerocorneal son un
organo diana en la EICH. Hemos descrito signos caracteristicos de EICH
en parpados, glandula lagrimal, conjuntiva, cornea y limbo
esclerocorneal. Ninguno de los hallazgos macroscopicos, ni histolégicos
se observaron en los ratones control que habian sido sometidos a
irradiacion y se les habia trasplantado tinicamente con células de médula
Osea. Por tanto, estos cambios macroscopicos e histoldgicos no estan
causados por la irradiacion, el estrés, ni ninguno de los factores a los que

son sometidos los ratones control, si no que son especificos de la EICH.

La inyeccion subconjuntival de CSM es una forma de administracion
sencilla y segura, que permite el injerto y migraciéon de las CSM hacia
otras estructuras oculares, incluyendo la cérnea o el limbo
esclerocorneal. Dicha migracion es mas evidente ante una situaciéon de

dafio o inflamaciéon como la que se produce en la EICHo a ese nivel.

Las CSM tienen capacidad de diferenciacion hacia células corneales, lo
que unido a su capacidad de migracion podria ser de utilidad para el

tratamiento de la EICHo ENREF 29.
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