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Introduccion

1. ANATOMIA DEL SISTEMA VISUAL Y ANEJOS

1.1. El globo ocular

Es el elemento fundamental del 6rgano de la vision y se caracteriza por ser
irregularmente esférico pues su parte anterior, constituida por la cornea, posee un radio
de curvatura méas corto que el resto del globo ocular.

El globo se compone de una pared y de un contenido. La pared est4 formada por
tres capas concéntricas, que son de fuera a adentro la esclera que se continia
anteriormente con la cérnea, la ivea y la retina. E/ contenido consta del cristalino, el
humor acuoso y el cuerpo vitreo

La esclera o esclerotica es una membrana resistente e inextensible que adopta la
forma del ojo. Constituye las cinco sextas partes posteriores de la capa fibrosa del globo
ocular. La superficie externa de la esclera es lisa y blanca, a su vez, presenta las
inserciones tendinosas de los musculos motores del globo ocular y numerosos orificios
por donde pasan los vasos y nervios del globo.

La cornea es redondeada, enteramente transparente y constituye un segmento de
esfera de un radio menor al de la esclera por ello protuye en la parte anterior del globo
ocular. A su vez esta constituida por dos caras. Se denomina /imbo esclerocorneal a la
zona, por medio de la cual la cornea, la esclera y la membrana mucosovascular se unen
a la periferia de la cornea.

La uvea es la tunica vascular que se diferencia en tres segmentos que, de
posterior a anterior, son la coroides, el cuerpo ciliar y el iris.

La coroides es una membrana esencialmente vascular situada entre la esclera y

la retina, aproximadamente en los dos tercios posterior del globo ocular. Anteriormente
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Introduccion

la coroides se continia con el cuerpo ciliar. El limite anterior de la coroides esta
indicado por una linea circular y sinuosa denominada ora serrata.

El cuerpo ciliar es la parte de la capa vascular del globo ocular comprendida

poxuj

entre la ora serrata y el iris. El corte transversal del cuerpo ciliar es de forma triangular,
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con el vértice en la ora serrata y la base orientada hacia el eje del globo ocular.

El iris constituye la parte anterior. Se sitla como un diafragma anterior al
cristalino. Esté perforado en su centro por un orificio denominado pupila.

La retina es la capa de tejido sensible a la luz que se encuentra en la parte mas
posterior del globo ocular. La retina convierte las imagenes en sefiales eléctricas y las
envia por el nervio optico al cerebro.

El cristalino esta situado posteriormente al iris y anteriormente al cuerpo vitreo.
Las dos caras de la lente anterior y posterior son convexas y se mantiene en su lugar
mediante un sistema de fibras el cual se denomina zénula de Zinn. El humor acuoso es
un liquido incoloro que llena el espacio entre la cornea y el cristalino.

El cuerpo vitreo es un gel transparente que rellena toda la parte de la cavidad
ocular posterior a la lente. Esta envuelto por una membrana llamada hialoides la cual se

adhiere débilmente a la superficie interna de la retina.

1.2. Los parpados

Entre los anejos oculares se encuentran los parpados son pliegues musculo-
membranosos moviles que se extienden sobre la parte anterior del ojo cuando éste se
cierra. De esta manera se protege al ojo constituyendo la primera barrera mecanica de
proteccion del globo ocular. Posee ademads otras funciones como evitar la desecacion de
la cérnea y conjuntiva, proteger la superficie ocular del traumatismo, renovar la pelicula
lagrimal y eliminan las sustancias toxicas y de desecho mediante el parpadeo y ayudar a

la pupila a delimitar la cantidad de luz que penetra en el ojo.
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Introduccion

Los parpados son convexos hacia delante, en correspondencia con la curvatura
del globo ocular, siendo el parpado superior, mas grande que el inferior. A su vez, cada
parpado presenta dos caras, una anterior y una posterior; dos extremos, uno medial y

otro lateral, y dos bordes, uno adherente y otro libre.
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La cara anterior presenta dos partes una es convexa y resistente, en relacion con
el globo ocular que es la porcion ocular o tarsal de los parpados; la otra comprendida
entre la porcion tarsal y el borde orbitario, es la porcion orbitaria que es de consistencia
blanda y corresponde en profundidad a la grasa de la cavidad orbitaria.

Las porciones ocular y orbitaria de cada parpado estan separadas por el surco
palpebral.

Su cara posterior esta constituida principalmente por conjuntiva, los extremos de
los parpados se unen y forman las comisuras. El borde adherente corresponde al borde
orbitario. El borde libre mide 3 cm de longitud y 2 mm de espesor. La hendidura
palpebral es el area que queda entre los parpados cuando este esta abierto.

Aunque existen numerosas variaciones en relacion a la posicion de los margenes
palpebrales, generalmente el parpado superior solo cubre la parte superior del limbo
cuando los ojos estan abiertos mirando al frente. La posicion del parpado inferior es mas
variable, generalmente a un milimetro del limbo inferior.

Los dos parpados presentan las mismas caracteristicas generales y se componen
de una serie de planos superpuestos que son, de anterior a posterior (Fig. 1):

La piel palpebral es una capa muy delgada y posee finas vellosidades con sus
correspondientes glandulas sebaceas. También tiene numerosas glandulas sudoriparas.
La piel de los parpados es muy pigmentada, dado que se encuentran muchos

melanocitos en la epidermis.
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Introduccion

La capa de tejido celular subdérmica es muy laxa y rara vez contiene tejido
adiposo.

La porcion palpebral del musculo orbicular se encarga del cierre palpebral, y se

poxuj

inserta como una delgada ldmina de fibras musculares concéntricas entre la piel y el
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tarso disponiéndose alrededor de la hendidura palpebral. Este misculo esta inervado por
el nervio facial y con su contraccion se produce el parpadeo, que es involuntario, a pesar
de las caracteristicas estriadas de la musculatura y de la inervacion somatica eferente.

La segunda capa de tejido celular laxo estd comprendida entre el musculo
orbicular del ojo y el plano fibroeldstico, es delgada y presenta las mismas
caracteristicas que la capa de tejido celular subdérmica. Esta recorrida por las
ramificaciones principales de las arterias palpebrales.

El tarso y el septum orbitario (plano fibroelastico) son el esqueleto de tejido
conectivo del parpado, pues se componen de tejido conectivo de colageno. Cada tarso
posee la forma del parpado correspondiente de manera que el tarso superior es de forma
semilunar y el inferior rectangular. Los tarsos se moldean sobre la curvatura del globo
ocular. Los extremos correspondientes de los tarsos superior e inferior se unen mediante
fasciculos fibrosos tarsianos muy cortos. De esta union resulta la formacion de dos
cintillas fibrosas, una medial y otra lateral que reciben el nombre de ligamentos
palpebrales. Los tarsos contienen en su espesor las glandulas de secrecion sebédcea entre
las que destacan las glandulas de Meibomio.

Las glandulas de Meibomio son glandulas sebaceas grandes modificadas y no
relacionadas con foliculos pilosos. Se observan alrededor de 30 en cada parpado, alguna
mas en el superior que en el inferior. Cada glandula esta constituida por 10-15 l6bulos o

acinos unidos a un largo tubo recto de recorrido vertical a través de toda la altura del
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Introduccion

tarso que desemboca en el borde libre del parpado, justo por delante del borde posterior.
Las glandulas se disponen en una hilera en cada tarso hasta ocupar casi todo su espesor.
Son glandulas de naturaleza holocrinas, es decir, su secrecion se produce por

descomposicion de toda la célula. Las células descompuestas se mueven a través del
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conducto hacia la abertura. La presion ejercida por el parpadeo libera la secrecion en la
pelicula lagrimal y en ese momento la secrecion (gotas de lipidos y restos celulares)
forma la capa mas externa de la pelicula lagrimal. Esta secrecion propia de las glandulas
de Meibomio, se ha llamado meibum para distinguirla del sebo secretado por las
glandulas sebaceas de los foliculos de la piel y el pelo. El meibum es més viscoso que el
sebo y es menos polar.

Histologicamente, las glandulas de Zeiss son similares a las de Meibomio. Sin
embargo; estan compuestas de 1 6 2 acinos y estan asociadas a un foliculo de la pestafia,
liberando sebo en el foliculo, lo que impide que las pestafias se sequen y sean
quebradizas.

La secrecion grasa de ambas glandulas, Meibomio y Zeiss, lubrica los bordes de
los parpados e impide que se adhieran y que el liquido lagrimal rebase los limites
palpebrales protegiendo la piel de la maceracion.

El musculo elevador del parpado superior estd muy relacionado con el tarso
superior, comienza en la parte posterior de la orbita, transcurre hacia delante y termina
en un tendon con forma de abanico, con una hoja superficial y una profunda. El
musculo elevador del parpado superior es inervado por el nervio motor ocular comun.

El musculo de Miiller es una capa muscular lisa constituida en cada parpado por
una ldmina de fibras musculares lisas en direccion vertical, que se denominan musculos
tarsales. El musculo tarsal superior se comunica con el masculo elevador del parpado

superior, mientras que el musculo tarsal inferior se fija al tarso inferior, y éste se une al
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Introduccion

musculo oblicuo menor. Los dos musculos tarsales estan inervados por el sistema
simpatico cervical.
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Fig. 1. A. Esquema del parpado formado por piel, musculo orbicular, tarso y conjuntiva. Contiene
varios tipos de glandulas. B. Parpado. Tincion con hematosilina-eosina. Cada parpado esta
compuesto por una ldmina densa fibroelastica, el tarso (1), cubierta externamente por una piel fina
y muy plegada (3) y en su parte interna por tejido subcutdneo laxo (9) y conjuntiva tarsal (6). Las
fibras musculares del musculo orbicular (2) y del elevador del parpado aparecen sobre el tarso.
Dentro del tarso se encuentran las glandulas de Meibomio (7). Asociadas a las pestafias (6) estan
las glandulas de Zeiss y de Moll.

Los parpados estdn recubiertos posteriormente por la conjuntiva que es una
mucosa delgada, lisa y transparente, que recubre la superficie posterior de los parpados
bajo la forma de la conjuntiva tarsal, y la cara anterior del globo ocular, desde el surco
escleral hasta la insercion de los musculos rectos, bajo la forma de la conjuntiva bulbar.
Los pliegues entre las conjuntivas tarsal y bulbar se denominan férnix o fondo de saco
conjuntival. A nivel de los bordes palpebrales, la conjuntiva se contintia con la piel a lo
largo del borde posterior del orificio de las glandulas tarsales.

Las pestafias parten del borde libre de los parpados en 2-3 hileras irregulares, se

tratan de pelos terminales que son mas largos y numerosos en el parpado superior. Los
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foliculos pilosos de las pestafias se extienden unos milimetros hacia arriba y abajo en el
tejido conectivo denso que se continua en el tarso cerca del borde del parpado. Los
foliculos pilosos carecen de musculo erector del pelo. Las glandulas de Zeiss son

glandulas sebaceas que se localizan cerca de los bordes de los parpados y son bastante
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grandes (aunque mas pequefias que las glandulas de Meibomio). Las glandulas de Moll
son glandulas sudoriparas apocrinas modificadas que se encuentran entre los foliculos
pilosos de las pestafias. Estas se abren sobre los bordes libres de los parpados. Estudios
histoquimicos recientes han identificado péptidos antimicrobianos y proteinas en las
secreciones de la glandula lo que sugiere el papel de la inmunidad para proteger el eje
de las pestafas y de la superficie ocular.

La vascularizacion e inervacion palpebral estd compuesta fundamentalmente por
las arterias palpebral superior e inferior. Nacidas de la arteria oftdlmica e inferiores a la
troclea del musculo oblicuo superior, las arterias palpebrales se dirigen hacia el borde
libre del parpado correspondiente. Seguidamente discurren de medial a lateral cerca del
borde libre del parpado. Asi alcanzan el éangulo lateral, donde terminan
anastomosandose entre si. Los parpados reciben ademds algunos ramos de las arterias
supraorbitarias, supratroclear, lagrimal y angular.

Las venas situadas en la capa suborbicular desembocan lateralmente en las venas
de la region temporal y medialmente en la vena angular. Las otras son subconjuntivales
y tributarias de las venas oftalmicas.

Los vasos linfaticos nacen de dos redes, una subcutdnea y otra subconjuntival.
Los vasos mediales van a los nddulos linfaticos submandibulares y los linfaticos

laterales se dirigen a los nddulos linfaticos parotideos.
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El nervio facial inerva el musculo orbicular del ojo. Los nervios sensitivos
proceden del nervio infratroclear medialmente, el nervio supratroclear superiormente, el

nervio lagrimal lateralmente y el nervio infraorbitario inferiormente.
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1.3. La conjuntiva

Se trata de una membrana mucosa delgada y traslucida que se extiende desde el
limbo sobre la esclera anterior hasta la linea de los parpados. Desde el punto de vista
descriptivo, en la conjuntiva se describen tres porciones: la conjuntiva palpebral o tarsal,
la conjuntiva del fornix y la conjuntiva bulbar.

La conjuntiva palpebral o tarsal se inicia en el borde libre de cada parpado,
donde tiene continuidad con la piel. Esta compuesta por dos capas, una de epitelio
estratificado y otra de tejido conectivo estromal denominada submucosa.

La capa epitelial de la conjuntiva es una continuacion del epitelio de la piel en la
unidon musculocutanea de los bordes del parpado. Se sustituyen las células escamosas
por células cubicas y columnares formando un epitelio estratificado’. En la union
mucocutanea, la capa epitelial es de aproximadamente cinco células de espesor y puede
dar lugar a células madre para repoblar el epitelio conjuntival palpebral. En el parpado
superior, el epitelio conjuntival es de 2 a 3 células de espesor mientras que en el
parpado inferior es de 3 a 4 células de espesor’. Este epitelio se continfia a través de los
fondos de saco en la conjuntiva bulbar, donde cambia de estratificado a escamoso cerca
del limbo convirtiéndose en el epitelio corneal. Las invaginaciones del epitelio
conjuntival, a menudo situadas cerca del fondo de saco se denominan criptas de Henle.
La superficie de las células conjuntivales superficiales, sus microvellosidades y

. . , . . . .. . 6
micropliegues, estan cubiertas por un glicocalix similar al de la superficie corneal®”’,
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Las células caliciformes producen, almacenan y secretan la capa mucosa de la
pelicula lagrimal y se encuentran dispersas por todo el epitelio conjuntival, siendo mas
numerosas en la conjuntiva tarsal nasal inferior.

Los sistemas simpatico y parasimpatico se han asociado al funcionamiento de las

=]
b=
[3)
)
=)
=
(=]
o
-
=
—

células caliciformes y por lo tanto, podrian desempefiar un papel en su secrecion®.

La submucosa o estroma de la conjuntiva palpebral es una capa muy delgada en
la parte tarsal del parpado y se va volviendo cada vez mas gruesa a nivel de la porcion
orbitaria. Se compone de un tejido conectivo laxo vascularizado que se puede subdividir
en una capa exterior linfoide y una capa fibrosa de profundidad. Ademas de los
componentes normales del tejido conjuntivo (fibrillas de colageno, fibroblastos,
sustancia fundamental, y fibras eldsticas finas). La capa linfoide contiene macréfagos,
mastocitos, leucocitos polimorfonucleares, eosindfilos, acumulaciones de linfocitos y
ocasionales células de Langerhans’. Ademas contiene inmunoglobulina A (IgA), por lo

. . .. . ;. . 10.11
que la conjuntiva es un tejido inmunolégicamente activo

. Existe mas tejido linfoide
en la conjuntiva palpebral que en la bulbar'”. La capa fibrosa profunda conecta a la
conjuntiva estructuras subyacentes y contiene una red aleatoria de fibrillas de colageno
y fibroblastos, numerosos vasos sanguineos, nervios y glandulas lagrimales accesorias.
Esta capa fibrosa se funde y se contintia con el conectivo denso tejido de la placa tarsal.

Las células madre de la conjuntiva se encuentran dispersas en la capa basal de la
conjuntiva siendo mas numerosas en los fondos de saco.

La reflexion de la conjuntiva palpebral sobre el globo ocular se realiza a una
distancia de la cornea que difiere segiin los meridianos que se consideren formando un
fondo de saco irregularmente circular denominado fondo de saco conjuntival o fornix.

Los fondos de saco se unen débilmente a las extensiones de la fascia del

musculo elevador proporcionando la coordinacion del movimiento conjuntival con el
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movimiento del globo y de los parpados. Ademas, los fornices colaboran logrando el
movimiento del globo ocular sin generar tensiones en la conjuntiva. En la union

cutaneo-mucosa del borde palpebral el epitelio escamoso conjuntival no queratinizado
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se continua con el epitelio escamoso queratinizado de la epidermis del parpado.
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En la conjuntiva bulbar se distinguen dos porciones: una porcion escleral y una
corneal

El pliegue semilunar es un repliegue conjuntival, vertical, falciforme y aplanado
de anterior a posterior, cuyo borde libre es concavo y situado en el canto medial. Su
epitelio estd compuesto por 8-10 capas de células de espesor y contiene células
caliciformes y un estroma muy vascularizado, fibras musculares lisas y tejido adiposo.
El pliegue semilunar corresponde al tercer parpado de algunos vertebrados (membrana
nictitante de las aves).

La caruncula lagrimal, es una estructura medial al pliegue semilunar y
constituye un segmento aislado de los parpados. Histologicamente la carincula es
similar a la conjuntiva, contiene epitelio no queratinizado y glandulas lagrimales
accesorias, aunque también tiene elementos cutdneos como foliculos pilosos, glandulas
sebaceas y sudoriparas.

La vascularizacién conjuntival estad compuesta por arterias que son ramas de las
arcadas que se anastomosan a ambos lados de la placa tarsal. La irrigacion de los fondos
de saco procede de las arcadas periféricas. Estas se anastomosan con el plexo de las
arterias conjuntivales anteriores formadas por ramas de las arterias ciliares anteriores.
Las venas conjuntivales son mas numerosas y paralelas a las arterias, estas drenan en las
venas palpebrales y venas oftdlmicas. Los vasos linfiticos se organizan en redes

superficiales y profundas dentro de la submucosa. Los de la cara medial desembocan en
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el ganglio linfatico submandibular y los de la cara lateral en el ganglio linfatico de la
parotida.

La inervacion sensorial de la conjuntiva bulbar estd mediada por los nervios
ciliares largos. La de la conjuntiva palpebral superior procede de distintas ramas del
nervio frontal y lagrimal del nervio oftdlmico. La de la conjuntiva palpebral inferior del
nervio lagrimal y la rama infraorbitaria del maxilar. Toda la informacion sensitiva es
llevada por el nervio trigémino.

El aparato lagrimal constituye otro anejo del 6rgano de la vision y esta formado
por la glandula lagrimal, destinada a secretar las lagrimas, y por las vias lagrimales, que
conducen a las cavidades nasales las lagrimas vertidas por los conductillos excretores de
la glandula.

Las glandulas lagrimales constan de una glandula lagrimal principal y varias
glandulas accesorias. La glandula lagrimal principal se localiza en la porcion temporal
superior de la drbita ubicandose en la fosa de la glandula lagrimal, justo por dentro del
angulo ocular lateral y por detrds del septum orbital. Es una glandula arracimada
tubuloacinosa que consta de dos porciones: una mayor y superior denominada porcion
orbitaria, y una menor e inferior, la porcion palpebral. Estas dos porciones estan
separadas por un plano fibrotendinoso constituido por el haz orbitario lateral del
musculo elevador del parpado superior, la expansion del muasculo recto superior y la
aleta ligamentosa lateral de la vaina del globo ocular. A su vez presenta dos porciones:

- La porcion orbitaria aplanada de superior a inferior y de forma oval. Su eje
mayor se dirige en sentido oblicuo posterior, lateral e inferomedialmente.

- La porcion palpebral que es una masa formada por 15-40 l6bulos, aplanada de
superior a inferior y ubicada en el parpado superior a lo largo de la parte superolateral

del fondo de saco conjuntival superior.
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La glandula tiene unos 10 conductos excretores provenientes de ambas
porciones y todas desembocan en el fondo de saco conjuntival superior. Todos los

conductos excretores atraviesan la porcion palpebral de la glandula.
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Desde el punto de vista histologico, la glandula lagrimal es una glandula tubular
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que solo contiene células glandulares serosas en las terminales secretoras. Estas poseen
una luz bastante grande, que suele contener producto de secrecion, y células casi
cilindricas. En las porciones terminales y en los conductos excretores se ven abundantes
células mioepiteliales insertadas entre las células epiteliales y la membrana basal. Las
porciones terminales secretoras y los conductos excretores estan rodeados por estroma
de tejido conectivo laxo, que suele ser rica en linfocitos y en células plasmaticas
productoras de IgA que liberan al liquido lagrimal. Los conductos excretores mas
pequefios contienen un epitelio ciibico bajo que pasa a cilindrico en los conductos
interlobulillares y luego a epitelio de dos capas.

Cada unidad acinar o unidad secretora, de la glandula lagrimal estd 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 tubular.

Las glandulas lagrimales accesorias se hallan distribuidas en el tejido
subconjuntival, a lo largo de los fornices conjuntivales, estas reciben el nombre de
glandulas de Krause, y las que se hallan distribuidas en los parpados se denominan
glandulas de Wolfring- Ciaccio. El volumen total de todas las glandulas accesorias es de
0,1 ml. Se trata de un grupo de células secretoras con una forma de tronco piramidal
dispuestas en un patron de ovillo alrededor de una luz central”. Los acinos estan a veces
rodeados de una forma incompleta por una capa de células mioepiteliales. Su secrecion

contiene agentes antibacterianos, lisozima, lactoferrina e inmunoglobulinas.
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La vascularizacion de la glandula lagrimal se compone de la arteria lagrimal. La
sangre venosa se vierte, por medio de la vena lagrimal, en la vena oftdlmica superior.
Los vasos linfaticos rodean el reborde de la orbita y se dirigen a los nodulos linfaticos

parotideos.
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La inervacion procede del nervio lagrimal, que es ramo del nervio oftalmico.

- Inervacion funcional de la glandula lagrimal.

La glandula principal produce secreciones basal, refleja y emocional. Los
neurotransmisores liberados en las terminaciones nerviosas autonomicas de las
glandulas lagrimales pueden ser colinérgicos, adrenérgicos y peptidérgicos.

Las terminaciones colinérgicas estan en las caras basal e intercelular de los
lacrimocitos. Cuando se estimulan, producen simultineamente secrecion de los
lacrimocitos, exprimido de los acinos por contraccion de las células de Boll y
vasodilatacion de las arteriolas lacrimales.

Las terminaciones adrenérgicas se saben que existen en las glandulas lagrimales,
pero se discute si se encuentran los lacrimocitos.

Las terminaciones peptidérgicas responden a determinados péptidos, de los cuales
el mas conocido es el VIP (vasoactive intestinal polypeptid), un potente estimulador de
la secrecion acuosa y proteica de la glandula lagrimal. Otros péptidos detectados en las
glandulas lacrimales son la substancia P, el CGRP (calcitonina gene-related peptide) y
la 5-hidroxitriptamina.

La via parasimpdtica estd constituida por el nicleo parasimpatico preganglionar
lacrimosecretor que esta situado en la parte ventral del nicleo salival superior, en el
tronco del encéfalo. De sus cuerpos neuronales salen unos axones de 10 cm de longitud

que se separan a nivel del ganglio geniculado en el interior del pefiasco, siguen por el
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nervio petroso superficial mayor, continuan por el nervio vidiano y finalmente llegan al
ganglio esfenopalatino. Alli, sinaptan con los cuerpos neuronales de la segunda

neurona. De ellas salen los axones postganglionares, que saltan a la segunda rama del
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trigémino y penetran en la dOrbita por la rama orbitocigomatica, continflan por su ramo
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anastomotico al nervio lagrimal (rama de la primera rama del trigémino) y directamente
o a través del nervio lagrimal alcanzan la glandula lagrimal principal.

La via simpatica parte del nucleo simpatico preganglionar esta situado en la
columna gris del asta intermedio lateral de la médula cervicodorsal, escalonado entre los
niveles de la Dorsal 1 (D1) y Dorsal 4 (D4). Sus axones siguen por los ramos
comunicantes blancos D1, D2 y D3, ascienden por la cadena simpdtica paravertebral y
alcanzan el ganglio cervical superior, donde sinaptan con los cuerpos neuronales de la
segunda neurona. De ellos salen los axones postganglionares que saltan al plexo
carotideo. Desde alli alcanzan la glandula lagrimal y los vasos de la cuenca lagrimal por
la arteria oftalmica y sus ramas, por anastomosis con el ganglio de Gasser y la primera
rama del trigémino, y por anastomosis con el nervio Vidiano y via parasimpatica.

Todavia no existe acuerdo sobre las contribuciones relativas de las glandulas
principales y accesorias. En la vision tradicional, las glandulas accesorias proporcionan

la secrecion basal y la principal esta relacionada con la secrecion refleja.

1.4. Via lagrimal

Las lagrimas secretadas por las glandulas lagrimales se dirigen, gracias al
movimiento de los parpados, hacia el lago lagrimal situado en el &ngulo medial del ojo.
Del lago lagrimal son transportadas a las cavidades nasales por las vias lagrimales.

Las vias lagrimales comienzan en el borde libre de los parpados en los puntos

lagrimales. De los puntos lagrimales a las cavidades nasales, las vias lagrimales estan
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constituidas por los canaliculos lagrimales, el saco lagrimal y el conducto nasolagrimal

(Fig. 2).
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Fig. 2. Localizacion de las vias lagrimales. 1. Gandula lagrimal pricipal. 2. Glandulas lagrimales
accesorias. 3. Direccion del flujo lagrimal. 4. Canaliculo lagrimal inferior. 5 Canaliculo lagrimal
superior.6. Canaliculo comtn. 7. Concha nasal superior. 8. Concha nasal media. 9. Valvula de
Hassner (conducto lacrimonasal). 10. Concha nasal inferior. 11. Meato nasal inferior.

Los puntos lagrimales son dos, uno para cada parpado. Gracias a su disposicion,
cuando se ocluyen los parpados, los puntos se yuxtaponen. Los canaliculos lagrimales
pasan por el espesor del borde libre de los parpados. Cada uno de ellos adopta primero
una direccion vertical, y después se contintian horizontalmente en sentido medial.

El saco lagrimal es un conducto cilindrico, ligeramente aplanado
transversalmente y cerrado en su parte superior, donde termina en un fondo de saco que
se abre inferiormente en el conducto nasolagrimal con el que se continfia. Su direccidon
no es del todo vertical, si no ligeramente oblicuo inferior, lateral y posteriormente.

El conducto nasolagrimal se extiende desde el saco lagrimal hasta el meato nasal

inferior. Estd contenido en un conducto 6seo. Su superficie interna es irregular y
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presenta numerosos pliegues mucosos. De estos repliegues unos son mas contantes que
otros y se denominan valvulas.

La vascularizacion de las vias lagrimales estd compuesta por las arterias de las
vias lagrimales que proceden de las arterias palpebrales superior e inferior y de la arteria
dorsal de la nariz, ramas de la arteria oftdlmica. Las venas de las vias lagrimales forman,
alrededor del saco lagrimal y del conducto nasolagrimal, un plexo venoso especialmente
abundante alrededor del conducto. De estos plexos parten venas que se dirigen
superiormente hacia las ramas de origen de las venas oftdlmicas y a la vena angular e
inferiormente hacia los plexos venosos del cornete nasal inferior. Los vasos linfaticos
desembocan en los nodulos linfaticos submandibulares. Inferiormente, los vasos
linfaticos comunican con la red linfatica de las cavidades nasales y son, al igual que
esta, tributarios de los ndédulos linfaticos cervicales laterales profundos y de los ndédulos
linfaticos retrofaringeos. La inervacion de las vias lagrimales procede

fundamentalmente del nervio infratroclear.

1.5. La pelicula lagrimal

La pelicula lagrimal cubre la superficie anterior del globo ocular, tiene
numerosas funciones:

- Mantiene la superficie himeda y sirve como lubricante entre los globos y los

parpados.

- Atrapa residuos y ayuda a eliminar la capa de células epiteliales de desecho.

- Constituye la fuente primaria de oxigeno para la cornea.

- Proporciona una superficie lisa refractiva para dar una funcion éptica 6ptima'®.

- Contiene agentes antimicrobianos que protegen de una posible infeccion'

(lisozima, lactoferrina, inmunoglobulinas...).
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- Ayuda a mantener la hidratacion de la cornea por cambios de tonicidad que se
producen con la evaporaciéon'®.
La pelicula lagrimal se compone de tres capas (Fig. 3):

- La capa mas externa es la capa lipidica que estd formada por ésteres,
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colesterol y acidos grasos libres. Estd producida principalmente por las glandulas de
Meibomio. Proporciona lubricacion y retrasa la evaporacion.

- La capa media es la acuosa que contiene sales inorganicas, glucosa, urea,
enzimas, proteinas, glicoproteinas y la mayoria de las sustancias antibacterianas. Es
secretada por las glandulas accesorias y principal.

- La capa mas interna es la mucosa y facilita la adhesion de la capa acuosa de las

Lo . 17,18
lagrimas a la superficie ocular'”

. Estd compuesta de un glicocalix secretado por el
epitelio de superficie y mucina producido por las células caliciformes.

Segun algunos autores, la pelicula lagrimal tiene de 7 a 10 um de espesor siendo
la capa acuosa la mas importante, representando un 90% del espesor'’. Otros autores
han sugerido que la capa lagrimal tiene un espesor de 35 a 45 um siendo la capa mucosa

r 20-22
la mas espesa

. Las porciones mucosa y acuosa no son estaticas y no permanecen
como capas separas y diferenciadas pero pueden formar un tipo de gradiente que

. . . 23
obstaculiza llevar a cabo estas medidas precisas™.
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Capa lipidica

Capa acuosa

Capa mucosa

Epitelio- Glucocalix

Fig. 3. Esquema representativo de la pelicula lagrimal.
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2. ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR (EICR)

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) representa

un tratamiento potencialmente curativo en casos de enfermedades hematologicas
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benignas y malignas, lo cual justifica el nimero creciente de trasplantes realizados a
nivel mundial desde su desarrollo hace mas de 50 afios. Se trata, por tanto, de una
estrategia terapéutica sobre la que existe una amplia experiencia. Sin embargo, no esta
exenta de complicaciones, la mas relevante de las cuales es la enfermedad injerto contra
receptor (EICR) la cual constituye una causa importante de morbimortalidad entre los
pacientes sometidos a esta terapia.

La incidencia de la EICR puede alcanzar hasta un 80% en la serie de pacientes
sometidos a trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos de donante no
emparentado. Sin embargo, el desarrollo de EICR se asocia en ocasiones con el
reconocimiento de las células tumorales por parte de los linfocitos T del donante, y este
efecto inmunoterdpico es lo que se conoce como el efecto injerto contra leucemia
(EICL)*** y es la base de las propiedades curativas del alo-TPH.

La incidencia de EICR varia dependiendo de diversos factores como son la
fuente del tejido donante, edad, enfermedad subyacente, intensidad del proceso de

acondicionamiento, grado de histocompatibilidad y sexo de donante y receptor”®’. L

0s
6rganos diana implicados en la EICR dependen del subtipo de EICR, como vamos a ver
a continuacion. En la EICR aguda se afectan fundamentalmente la piel, el tubo digestivo
y el higado. En la EICR croénica, ademads de la piel y mucosas, es frecuente la afectacion

. ’ 31,32
ocular, pulmonar y en menor medida otros 6rganos ~
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2.1. Clasificacion de la EICR

Existen dos formas clasicas de EICR, aguda y cronica. En el pasado la diferencia

entre ambas estaba establecida por el momento de su desarrollo. Asi, la EICR se

clasificaba en aguda (si se desarrollaba en los primeros 100 dias postransplante) y

cronica (si aparecia tras este periodo). Esta distincion arbitraria basada en el tiempo de

inicio no refleja las diferencias fisiopatologicas y clinicas entre la forma aguda y la

crénica. Segiin un consenso reciente, van a ser las manifestaciones clinicas y no el

tiempo de aparicion de los sintomas las que van a determina si un caso de EICR se

clasifica como agudo o como crénico (Tabla 1).

Oo

La EICR aguda en estos momentos incluye:

1) EICR clasica con afectacion cutanea (erupcién maculopapular),
gastrointestinal (nauseas, vOmitos, anorexia, ileo y/o diarrea), y/o hepatica
(colestasis) que ocurre dentro de los primeros 100 dias postrasplante sin la
aparicion de signos distintivos de la EICR crénica.

2) EICR aguda persistente recurrente o de inicio tardio, la cual presenta
las caracteristicas de la EICR descrita en el apartado anterior sin diagndstico ni
signos distintivos de la EICR crénica y que se producen después de los 100 dias
postrasplante.

La EICR crénica incluye:

1) EICR croénica clésica sin caracteristicas de EICR aguda, que puede
ocurrir en cualquier momento postrasplante. Sus caracteristicas principales se
incluyen en el apartado 2.3 (Tabla 2).

2) El sindrome de solapamiento en la cual, la forma aguda y cronica se

producen de forma concomitante.
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Es necesario sefialar que la recurrencia o nueva aparicion de alteraciones
caracteristicas cutaneas, gastrointestinales y hepaticas en ausencia de hallazgos
histologicos o clinicos de EICR cronica deben clasificarse como EICR aguda,

independientemente del tiempo transcurrido tras el trasplante >°.

Tabla 1. Diagnostico diferencial entre EICR aguda y EICR cronica

Tiempo de aparicion Presencia de Presencia de signos/
Tipo tras TPH o ILD signos/sintomas de sintomas de EICR
EICR aguda crénica
EICR aguda
- Clasica <100 dias Si No
- Persistente, > 100 dias Si No
recurrente o de
inicio tardio
EICR cronica
- Clasica No Si
- Sindrome de | Sin limite de tiempo Si Si
solapamiento

Para establecer el diagnostico de EICR cromica, el grupo de trabajo NIH
recomienda identificar al menos un signo o sintoma diagnostico de la EICR crénica o la
presencia de al menos un signo o sintoma caracteristico (ver Tabla 2, apartado 2.3),
siempre que se confirme el diagnostico mediante una biopsia o una prueba diagndstica
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complementaria (test de laboratorio, prueba radiolégica) en el mismo o en otro drgano’".

2.2. Fisiopatologia de la EICR

La patogénesis de la EICR es multifactorial. Se trata de una enfermedad
inmunomediada producto de complejas interacciones que se dan entre la respuesta

inmune innata e inmune adaptativa del donante y del receptor.
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2.2.1. EICR aguda

La EICR aguda refleja una respuesta inflamatoria mediada por los linfocitos del

donante en un microambiente alogénico. El desarrollo de la EICR aguda se puede

dividir en tres fases (Fig. 4):

Oo

- Primera fase. Activacion de células presentadoras de antigeno (CPA).
Constituye la primera fase en el desarrollo de EICR aguda y se produce bien por
la enfermedad subyacente y/o bien por el régimen de acondicionamiento. Los
regimenes de acondicionamiento de baja intensidad activan con menor
intensidad a las CPA. La activacion de estas células conducen a un dafio tisular
del huésped mediante la liberacion de citocinas proinflamatorias (como por
ejemplo el factor de necrosis tumoral TNFa), células degradadas y sus nicleos
asi como un aumento en la expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1),
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y moléculas
coestimuladoras (Fig. 4) ***7.

- Segunda fase. Activacion, proliferacion, diferenciacion y migracion de las
células T donantes. Las interacciones entre las CPAs del receptor y los
linfocitos T del donante conducen a la proliferacion y diferenciacion de las
células T activadas, a su vez, esta proliferacion se ve aumentada por las
moléculas expresadas en la fase anterior *°. Esta activaciéon celular conduce a
una cascada bioquimica compleja en la que se produce la transcripcion de
numerosas proteinas, incluyendo citocinas y sus receptores. Recientemente se
ha reconocido la importancia de la via reguladora constituida por el
CD4'CD25FoxP3"y células T reguladoras, asi como la Interleucina 2 (IL-2) y
el Interferon (IFN) y, el cual juega un doble papel en la EICR aguda generando

un aumento de la expresion de receptores de citocinas, proteinas MHC vy la
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adhesion molecular, facilitando de este modo la presentacion de antigenos asi
como la sensibilidad de los monocitos y macrofagos a estimulos que aceleran
las vias intracelulares de respuesta > . Las citocinas antiinflamatorias IL-10 y
TGF-B (secretada por los linfocitos T reguladores) pueden inhibir las CPAs,
ademds de proporcionar la inhibicién contacto-dependiente generada por los
linfocitos T reguladores *°. La IL-10 colabora en la regulaciéon de la EICR
aguda a través de su papel de supresion de la respuesta inmune segin sugieren
los hallazgos clinicos*'. Aunque el TGF-p reduce la EICR aguda, se ha
observado que sus niveles se incrementan en la EICR crénica (Fig. 4).

- Tercera fase. Destruccion del tejido diana. La fase efectora comprende una
compleja cascada que implica la liberacion de mediadores inflamatorios los
cuales promueven la destruccion de un tejido diana. Entre estos mediadores
celulares se hallan los linfocitos T citotdxicos y las células NK y mediadores

solubles tales como el IFN- y, IL-1, TNF-a y el 6xido nitrico (Fig. 4)**
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Fig. 4. Fisiopatologia de la EICR aguda. APC: C¢lulas Presentadoras de Antigenos. LPS:
Lipopolisacéaridos.NK: Natural Killer. CTL: LT citotoxicos. NO: Oxido nitrico. TC: células
diana. Adaptado de Shikari Hy cols. Survey of Ophthalmology. 58(3):233-250 .2013.

2.2.2. EICR Cronica

La fisiopatologia de la EICR crénica es mas compleja y menos conocida. Se ha
postulado la posibilidad de que se desarrolle una reconstituciéon aberrante del sistema
inmune conduciendo a una pérdida de la capacidad del mismo para llevar a cabo una
regulacion normal. Se ha observado que en los pacientes con EICR crénica existe una
disminucién de linfocitos T reguladores en volumen y en funciéon . Existe también

. 4 IS .y , . . . 44
disfuncion timica y alteracion de las células B, junto a presencia de auto-anticuerpos™ .
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2.3. Manifestaciones clinicas de la EICR

Las manifestaciones clinicas iniciales de la EICR aguda son secundarias al dafio
selectivo a los tejidos la piel, tracto gastrointestinal e higado™®.

- Piel. Es el 6rgano mas comunmente afectado y la EICR aguda se manifiesta
por prurito o sensacion de dolor cutdneo y erupcion maculopapular en las formas
hiperagudas se forman bullas con aparicion de necrélisis epidérmica que se manifiesta

por ampollas y se compromete gravemente el estado general™,

- Afectacion gastrointestinal. La afeccion gastrointestinal consiste habitualmente
en diarrea secretora muy voluminosa, asociada a dolor abdominal intenso en las formas
graves *. La hemorragia digestiva resultante de la ulceracion de la mucosa se asocia
con un mal prondstico®. Las formas leves pueden cursar tnicamente con clinica
gastrointestinal alta (nduseas, vomitos, sensacion de plenitud) con o sin diarrea leve.

- Higado. Se manifiesta fundamentalmente por ictericia. La alteracion de la
funcion hepatica es comiin durante el periodo post-trasplante debido a la enfermedad

veno-oclusiva, la toxicidad del acondicionamiento y a infecciones virales.

La EICR cronica puede afectar practicamente a cualquier 6érgano, recordando a
diversas enfermedades autoinmunes (Tabla 2). Los 6rganos evaluados son piel, boca,
o0jos, tracto gastrointestinal, higado, pulmones, articulaciones, fascias y tracto genital

. 33
femenino™.
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= Organo o tejido Diagnéstico
(=g
=
o
e
E -Poiquilodermia
g: -Liquen plano
Piel ~Cambios
escleroticos
-Morfea
-Liquen escleroso
Uias
Cuero
cabelludo y

vello corporal

Boca

Ojos

Tabla 2. Signos y sintomas de EICR cronica por 6rganos y tejidos

-Liquen plano
-Hiperqueratosis

-Esclerosis
(dificultad
apertura boca)

Caracteristicas

-Despigmentacion

-Distrofia

-Unas
estrias

quebradizas,

-Onicolisis
-Pterigium ungueal

-Pérdida ungueal

-Alopecia

-Lesiones
papuloescamosas

-Xerostomia
-Mucocele

-Atrofia mucosa®

b
-Pseudomembranas
. b
-Ulceras
-Ojo  seco: dolor,

sensacion de cuerpo
extrafio”
-Conjuntivitis
cicatricial
-Queratoconjuntivitis
seca’

-Queratopatia
punctata.

-Queratitis
filamentosa

Otras manifestaciones

-Alteraciones en
sudoracion

-Ictidosis
-Hipopigmentacion/

Hiperpigmentacion

-Pelo fino, desigual,
opaco

-Canas precoces

-Fotofobia

-Hiperpigmentacion
periorbitaria

-Blefaritis

la

Comunes

-Eritema

-Rash
maculopapular

-Prurito

-Gingivitis
-Mucositis
-Eritema

-Dolor
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Genitales

Tracto
gastrointestinal

Higado

Pulmones

Aparato
locomotor

Sistema
hematopoyético
e inmune

-Liquen plano

-Estenosis vaginal

-Liquen plano

-Estenosis alta o
1/3 medio es6fago

-Bronquiolitis
obliterante
diagnosticada por
biopsia

-Fascitis

-Rigidez o
contractura
articular por
esclerosis

-BO  diagnosticada
por PFR y radiologia®

-Miositis

-Polimiositis

-Insuficiencia
pancreatica exocrina

-Edema
-Calambres

-Artralgias o artritis

-Trombocitopenia
-Eosinofilia

-Linfopenia

-to]Gammaglobulina

-AHAI o PTI

-Anorexia
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-Nauseas-
vOmitos

-Diarrea

-Pérdida de
peso

-Retraso en el
crecimiento
(nifios)

-Aumento de
los niveles de
bilirrubina 6
fosfatasa

alcalina.

-Aumento de
los niveles de
GOT o GPT

-BOOP
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-Derrames pleural o
pericardico
-Ascitis
-Neuropatia periférica
Otros
-Sindrome nefrético
-Miastenia gravis

-Arritmias o
cardiomiopatia

AHAI: Anemia hemolitica autoinmune; PTI: Puarpura trombocitopénica Inmune. BOOP:
Bronquiolitis obliterante con neumonia organizativa. a. se considera parte de la EICHc si se confirma
el diagnostico de la misma. b. Siempre se ha de descartar infeccion, toxicidad farmacoldgica 6
neoplasia. ¢. Requiere biopsia 6 confirmacion radioldgica (o test de Schirmer en caso de 0jos).

La afectacion de cada 6rgano se punttia con una escala de 0 a 3, donde 0) indica
normalidad, 1) lesiéon sin repercusiéon funcional, 2) lesidn que conlleva limitacion
significativa de la capacidad para las actividades diarias y 3) lesion grave con
discapacidad mayor (Tabla 3 y 4). Ademas se incluye una evaluacion del estado general
del paciente. La clasificacion propuesta en el National Institutes of Health (NIH)
Consensus Development Project pretende establecer 3 grupos de pacientes en funcion
del nimero de 6rganos afectados por la EICR crénica y el grado de afectacion de cada
6rgano, de manera que la EICR crénica se divide en: (1) Leve: afectacion de uno o dos
organos (excepto el pulmén) sin repercusion funcional significativa (puntuacion
maxima de 1 en todos los drganos afectos); (2) Moderada: Al menos 1 6rgano afecto
con repercusion clinica funcional pero no grave (puntuacion maxima de 2) 6 3 6 mas
organos sin repercusion funcional significativa (puntuaciéon maxima de 1 en todos los
organos afectos); (3) Grave: Indica limitaciéon funcional grave (puntuacién tres en

cualquier 6rgano). Una puntuacion >2 pulmonar se considera grave.

El tratamiento sistémico estd indicado en los pacientes con EICR cronica

moderada o grave. Sin embargo, para la indicacion de terapia sistémica hay que tener en

o



Introduccion

cuenta otros factores de riesgo como plaquetopenia o el inicio progresivo o la naturaleza

de la hemopatia por la cual se realiz6 el TPH. Iniciar un tratamiento inmunosupresor
precoz podria evitar la progresion hacia las formas mas graves de EICR cronica,

. . . . . . « .y 33
mientras que la coexistencia de infecciones graves puede modificar esta decision™.
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Tabla 3. Otros indicadores, manifestaciones clinicas o complicaciones

PUNTUACION

Estado general

Piel

- Rash maculopapular
- Liquen plano

- Ictiosis

- Hiperpigmentacion.
- Hipopigmentacion
- Queratosis pilaris

- Eritema

- Eritrodermia

- Poiquilodermia

- Esclerosis

- Prurito

Boca

Ojos
Test lagrimal (mm)
->10

- 6-10

-<5

- No realizado

relacionadas con EICRc

0

-Asintomatico y
totalmente
activo (ECOG
0, KPS 100%)

-No sintomas

-No sintomas

-No sintomas

-Sintomatico,
ambulatorio,
limitacion actividad
fisica extenuante
(ECOG 1, KPS 80-
90%)

-< 18% SC afecta
pero sin esclerosis

-Sintomas
moderados que no
dificultan la ingesta

-Sequedad ocular
leve que no afecta
actividad cotidiana o
queratoconjuntivitas
seca asintomatica

-Sintomatico,
ambulatorio, se
vale por si
mismo,
deambula >
50% del tiempo
(ECOG 2, KPS
60-70%)

-19-50% SC o
esclerosis
superficial ( se
puede pellizcar)

-Sintomas
moderados que
si limitan
parcialmente

-Sequedad
ocular
moderada que
afecta algo a la
actividad
cotidiana sin
pérdida de la
agudeza visual

-Sintomatico,
dificultad para su
propio cuidado,
>50% en sillon-
cama (ECOG 3-4,
KPS< 60%)

->50% SC o
esclerosis profunda
o movilidad
limitada o prurito
grave.

-Sintomas graves
con limitacion grave
de la ingesta.

-Sequedad ocular
grave que afecta
significativamente
la actividad
cotidiana o
incapacidad laboral
por sintomas
oculares o pérdida
de vision por
queratoconjuntivitis
seca
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Aparato locomotor

Genital

-No sintomas

-No sintomas

-No sintomas

-Sintomas como

-Rigidez leve de las

-Sintomas que

-Rigidez o

-Sintomas con

Tracto disfagia, anorexia, ocasionan pérdida>15% del
— gastrointestinal nauseas, vomitos, pérdida del 5- peso que requiera
= . Pt
= dolor abdominal, 15% aportes caloricos
g_ diarrea, sin pérdida adicionales
£ de peso (<5%)
@
§‘ Higado -Funcioén -1Bilirrubina, -Bilirrubina >3 | -Bilirrubina
hepatica normal | Fosfatasa alcalina, mg/dL o B, GOT/GPT 5x
GOT o GPT<2 x GOT/GPT 2-5
limite alto X
Pulmoén -No sintomas -Disnea al subir un -Disnea al -Disnea en reposo
-FEV1 FEV1>80% tramo de escalera caminar sobre FEV1 <39%
-DLCO FEV 60-79% Ilano

-Contracturas con

extremidades, con contracturas o significativa
normalidad o leve fascitis con limitacion
dificultad en los moderada movilidad
movimientos limitacion

funcional

-Sintomas con
signos leves enla
exploracion sin
repercusion en la
funcion sexual

-Sintomas con
signos
moderados en
la exploracion
con dispareunia
o disconfort al
examen
ginecologico

-Sintomas con
signos avanzados
(estenosis,
aglutinacion labial,
ulceras graves) y
dolor grave durante
el coito o
imposibilidad de
insertar el espéculo

Tabla 4. Valoracion de la gravedad de la EICR cronica por érganos.

Estenosis 0 membranas

Derrame peircéardico

Derrame pleural

esofagicas Sindrome nefrético Neuropatia periférica
Ascitis (serositis) Miocardiopatia Eosinofilia>500/pL
Miastenia gravis Defectos de la conduccion Coronariopatia
Polimiositis cardiaca
Plaquetas <100x10°/L Inicio progresivo

2.4. Criterios de respuesta al tratamiento en la EICR
Hasta la fecha no existen criterios de respuesta de la EICR estandarizados. Ello
supone un obstaculo importante en el disefio de ensayos clinicos y en el manejo de los

pacientes con esta complicacion. Las definiciones actuales de respuesta completa o
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parcial son subjetivas y poco reproducibles, variando ampliamente segiin diferentes

ensayos clinicos.
El documento de consenso del National Institutes of Health Trials in Chronic

GVHD propone una serie de medidas para cuantificar la actividad de la EICR en
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ensayos clinicos fase I-III que pretendan evaluar la respuesta al tratamiento. Estas
medidas estan dirigidas a la investigaciéon y no deben de valorarse en el paciente de
forma rutinaria., ademas deben de cumplir las siguientes condiciones:

- (1) Ser sencillas de usar en la consulta.

- (2) Ser aplicables tanto en niflos como en adultos.

- (3) Centrarse en las manifestaciones de EICR mads frecuentes

- (4) Usar medidas cuantitativas siempre que sea posible.

- (5) Medir por separado usando escalas adecuadas los sintomas, signos,

valoracion global, calidad de vida y estado general®.
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3. ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR

OCULAR (EICRO)
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3.1. Fisiopatologia

La Enfermedad Injerto Contra Receptor ocular (EICRo) afecta entre un 40-60%
de los pacientes que han recibido un alotrasplante de progenitores hematopoyéticos,
desarrollandose complicaciones oculares entre un 60-90% de los casos **°* La EICR
ocular no suele producir una pérdida visual permanente, se ha demostrado que existe un
curso clinicamente estable con buena agudeza visual, pero se produce un gran deterioro
en la calidad de vida > y en el desarrollo de las actividades diarias de los pacientes
afectados.

La EICR ocular puede afectar a la superficie ocular y a las glandulas lagrimales
mediante procesos de inflamacion y cicatrizacion. Asi mismo, se produce una
disfuncion de las glandulas de Meibomio.

Los hallazgos histologicos en la conjuntiva de los pacientes con EICR son
similares a los que se encuentran en la piel, higado y tracto gastrointestinal incluyendo
disqueratosis con pérdida de células epiteliales, menor densidad de células caliciformes,
exocitosis de linfocitos y necrosis en satélite epitelial con cuerpos apoptdticos, todo ello
fendémenos caracteristicos de la EICR. Desde el punto de vista inmunohistoquimico,
Rojas y cols. pusieron de manifiesto que en la conjuntiva de los pacientes sometidos a
un trasplante alogénico se pueden detectar en el epitelio células CD3" y CD14", y en el
estroma una mayor proporcién de LT (CD3", CD4", CDS8") y células CD14" con
expresion de VLA-4 y LFA-1. En aquellos pacientes trasplantados que ademas
presentan sintomas de ojo seco, aumenta el porcentaje de células CD14" en epitelio y

estroma’”, desvinculando a las células NK de este proceso. Todos estos macrofagos y el
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. . . . .. 55 ,
aumento de citocinas proinflamatorias participantes™ serian las responsables de la

queratinizacion tipica que aparece en la EICRo crénica.

A nivel de la glandula lagrimal se ha publicado que hasta la mitad de los
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pacientes que reciben un alo-TPH desarrollardn un ojo seco 6 meses mas tarde o

presentaran un empeoramiento en el ojo seco preexistente, que progresara rapidamente
tras el inicio de los sintomas en la mayoria de los casos. El inicio de este cuadro de
sequedad ocular suele coincidir con el descenso del tratamiento inmunosupresor
administrado como profilaxis de la EICR™. Este cuadro ha sido descrito como una parte
del denominado Sindrome Sjégren-like que también incluye xerostomia, sequedad
vaginal y cutanea’’. Para entender el origen del ojo seco que aparece tras el TCMH, es
importante conocer la histopatologia de la EICR crénica que abarca un proceso
complejo el cual incluye varias fases. Inicialmente existe un infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario que afecta al epitelio y a distintos tejidos glandulares, seguido por un
proceso de fibrosis, estenosis, obliteracion y atrofia de tejidos como sucede en el
higado, piel, intestino y pulmones. El cuadro evoluciona hacia una destruccion masiva
de las glandulas tabulo-alveolares y de los conductos de las mismas, desarrollandose,
entre otras alteraciones, un sindrome seco que afecta a las glandulas salivares y
lagrimales. Los hallazgos histopatologicos indican que existe una participacion muy
importante en la patogenia de los fibroblastos estromales, puesto que, se ha observado
que la gravedad del ojo seco esta relacionada con el grado de fibrosis existente en la
glandula lagrimal.

El mecanismo patogénico propuesto incluiria que las células CD4" donantes
actuarian sobre los fibroblastos produciendo una activacion de los mismos, los cuales
sintetizarian un exceso de matriz extracelular dando lugar a en una excesiva fibrosis

intersticial que se acompafia de una pérdida progresiva de funcionalidad de la
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glandula®®. Por tanto, el compromiso funcional de la glandula lagrimal debido a la EICR
es el principal responsable del desarrollo de la queratoconjuntivitis seca en estos
pacientes, a pesar de que existen otras causas que podrian contribuir al desarrollo de

sequedad ocular tales como la irradiacion corporal total, la toxicidad ocular de la
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quimioterapia y el tratamiento inmunosupresor” .

- Histologia de la glandula lagrimal en la EICRo aguda
Los hallazgos histologicos ponen de manifiesto que en la EICR aguda aparece
un fenomeno de éstasis del contenido glandular caracterizado por la presencia de
material PAS™ acumulado en los acinos, una dilatacion de los conductos y una
obliteracion de la luz de los mismos, cambios similares a los observados en las vias

biliares de los pacientes con EICR.

- Histologia de la glandula lagrimal en la EICRo cronica

A pesar de que la presentacion clinica es similar entre la EICR y el sindrome de
Sjogren, hay diferencias significativas en los hallazgos patoldgicos de estas dos
entidades. Para Ogawa y cols.®’, el tejido glandular de los pacientes con EICR cronica
presenta una serie de caracteristicas histologicas peculiares las cuales van a permitir
establecer la diferencia entre la EICR y el Sindrome de Sjogren. En primer lugar, existe
un aumento de fibroblastos CD34" los cuales coexisten con distintos grados de fibrosis
intersticial especialmente a nivel del area periductal. En segundo lugar, se observan
linfocitos T CD4" y CD8" a frecuencias similares pero con una distribucion diferente;
mientras que los linfocitos T CD4" infiltran el area periductal de la glandula, los
linfocitos CD8" se localizan infiltrando el epitelio acinar. En tercer lugar, para conocer

el estado de activacion de las células T en el area periductal e intraepitelial, se valora la
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expresion de la molécula CD154 que es el ligando de CD40, una molécula que se
expresa sobre la superficie de las Células Presentadoras de Antigeno (CPA). CD154
también se expresa de forma transitoria sobre los linfocitos T CD4 y CDS8 y por lo tanto

se utiliza como marcador de células T que se han activado recientemente por la
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existencia de un estimulo antigénico. Por lo tanto, un aumento de células T CD154 en
todos los conductos glandulares en pacientes con EICR cronica sugiere que los péptidos
antigénicos son presentados de forma Optima por parte de las CPA periductales. En
cuarto lugar, se han detectado células mononucleares que expresan HLA-DR, CD54,
CD40, CD80 y CD86 en el intersticio glandular de todos los pacientes con EICR
cronica y células mononucleares CD86" alrededor de los conductos medianos y areas
perilobulares.

Los fibroblastos que rodean los conductos de tamafio medio expresan HLA-DR
y CD54, siendo mas numerosos los que expresan HLA-DR. Estos fibroblastos
periductales coexisten en localizacion con células T CD4 y CD8. En el intersticio
glandular de pacientes con EICR cronica existe una parte de fibroblastos que expresan
CD40, CD80, o CD86 y una poblacion de fibroblastos que expresan simultineamente
HLA-DR y CD40, CD80, CD86.

No se ha encontrado relacion significativa entre la expresion de estas moléculas
y el grado de sequedad ocular, tipo de donante, la radiacién corporal total recibida, el
momento de la biopsia tras el trasplante, profilaxis empleada o lesiones de la EICR
crénica en otros organos diferentes a los 0jos. Sin embargo, si que se ha visto que los
fibroblastos que expresan todas las moléculas a las cuales se han hecho referencia estdn
presentes en pacientes con ojo seco severo a diferencia de los pacientes con o0jo seco

leve.
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Yamazaki y Eyden®®* han publicado recientemente que el aumento del niimero
de fibroblastos en la glandula lagrimal de pacientes con EICR cronica son fibroblastos
que tienen su origen de las zonas inter e intralobulillares. Otra posibilidad es que estos

fibroblastos se originen a partir de células mesenquimales del donante. Por lo tanto, el
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area periductal es el sitio principal de activacion de las células T en la glandula lagrimal
en pacientes con EICR tras el trasplante. Esta afirmacion se basa en la acumulacion de
células T CD4 y CD8, la expresion de CD154 por linfocitos T activados, células
mononucleares, la presencia de fibroblastos estromales que expresan HLA-DR, CD54 y
moléculas coestimuladoras localizados fundamentalmente en todos los conductos
glandulares. Asi mismo, los linfocitos T CD4" del area periductal podrian ejercer
multiples efectos como inducir cambios fenotipicos en los fibroblastos del estroma o
promover la activacion de linfocitos T CD8 citotdxicos. La interaccion funcional entre
linfocitos T CD4 y fibroblastos puede dar lugar a la proliferacion y actuacion de los
fibroblastos a través del contacto célula-célula y factores solubles derivados de las
células T activas tales como IL-4,6 0 17.

A. S. Hassan y cols.”” describieron cambios histologicos muy similares a los
observados en humanos en la gldndula lagrimal en modelos murinos de EICR. El
infiltrado inflamatorio ha sido descrito de forma temprana a las dos semanas del
trasplante. Este infiltrado se encuentra principalmente alrededor de los conductos de la
glandula pero también impregna los septos que rodean al acino. El éstasis de las
secreciones en la luz de los conductos asi como la presencia de restos celulares en los
conductos se encuentran también aumentados en los especimenes sometidos a trasplante
alogénico respecto a los controles a las 4 semanas y aumenta de forma significativa a las
6 semanas. El infiltrado leucocitario observado en los ratones a las 6 semanas tras el

trasplante alogénico esta constituido predominantemente por células CD3"

O°q
&8

o



Introduccion

(primordialmente CD8" y en menor medida CD4"). También se han observado células
mononuclares al emplear el marcador CD68. No existe tincion significativa de CD20 de
linfocitos B y tampoco neutréfilos.

Sale y cols.°® han sugerido que el dafio de los conductos y la obliteracion de la
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luz de los mismos son cambios precoces que aparecen en las glandulas salivares y
lagrimales en pacientes con EICR cronica y que la fibrosis es un cambio secundario a
este proceso funcional obstructivo.

Asi mismo, se ha observado una multidelaminacién de la membrana basal de los
vasos sanguineos que puede ser el resultado de un dafio repetido seguido de un proceso
de reparacion de las paredes vasculares. Este fendmeno se describe con frecuencia en
pacientes con vasculopatia sistémica como por ejemplo ocurre en la diabetes mellitus o
en la artritis reumatoide®’. Hay que tener en cuenta que la rotura de la membrana basal
observada en los pacientes que reciben trasplantes alogénicos es multifactorial y que
puede ser debida a otro factores como el empleo de farmacos antitumorales,
inmunosupresores o bien por una infeccion de citomegalovirus®®. Se ha postulado que
esta rotura puede ser uno de los procesos iniciales implicados en la patogénesis del ojo
seco puesto que se ha observado la formacidon de multiples capas asi como el
adelgazamiento de la membrana basal de los conductos glandulares en estadios
iniciales, constituyendo una de las caracteristicas histologicas que aparecen en la
glandula lagrimal de pacientes con EICR®. Se ha descrito una correlacion entre el grado
de adelgazamiento de la membrana basal y la severidad del ojo seco. La rotura de la
membrana basal de los conductos y la posterior infiltracion de las células T en los
pacientes con ojo seco leve, podrian justificar que la multidelaminacion de la membrana
basal sea debida a la produccion acelerada de matriz extracelular por parte de los

fibroblastos y células mioepiteliales tras tomar contacto con las células T infiltrantes.
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Muchos de los pacientes con EICR cronica reciben una radiacion corporal total
como régimen de acondicionamiento previo al trasplante. Por lo tanto, no se puede

excluir la posibilidad de que la fibrosis y la alteracion de la membrana basal observada
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en los pacientes con EICR crénica sometidos a una radiacion corporal total previa sea
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debida a esta. Para demostrarlo, Sale y cols.® realizaron diversos estudios y no hallaron
una correlacion significativa entre la radiacion corporal total y los hallazgos
histopatologicos los cuales incluyen cambios en el epitelio de los conductos y la
infiltracion linfocitica de las paredes de los mismos. Ademas, se ha descrito exceso de
fibrosis y adelgazamiento de la membrana basal de los vasos, 16bulos y conductos en
pacientes que no han recibido radiacidon corporal.

A modo esquematico, Owaga y cols.”’ en 2008 resumieron los eventos que van
sucediendo en los pacientes con EICR cronica y que conducen a la fibrosis de la
glandula lagrimal y de la conjuntiva, desembocando finalmente en una impotencia
funcional de la misma (Fig. 5). Primero, existe una rotura de la ldmina basal del vaso
sanguineo que favorece la migracion de los linfocitos T y de los fibroblastos derivados
del donante hacia los tejidos oculares, tal vez debido a las senales de homing liberadas
por parte de la respuesta inmunoldgica. Estas células T poco después son activadas y
migran hacia las zonas periductales donde interaccionan con el epitelio de la glandula
lagrimal promoviendo el paso de estas células de un fenotipo mioepitelial a un fenotipo
mesenquimal, convirtiéndose en células presentadoras de HSP47'°, las cuales facilitan
la produccion de haces de coldgeno por el mioepitelio (Fig. 5). Al mismo tiempo,
inducido por las citocinas liberadas por las células inflamatorias, los fibroblastos
derivados del donante son activados y proliferan. Estos fibroblastos activados,
promueven la expresion de altos niveles de HSP47, lo cual conduce a una exacerbacion

de la produccion de matriz extracelular. Este exceso de matriz contribuye a la fibrosis
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intersticial que se traduce en una pérdida de la funcion de la glandula lagrimal. Los
fibroblastos derivados del donante son incapaces de transformarse en miofibroblastos y
pueden tener una esperanza de vida prolongada durante la cual continflan generando
mas matriz extracelular. (Fig. 5).

A este esquema habria que sumar las aportaciones de trabajos anteriores, que
sugieren que en la fisiopatologia de la EICR cronica podrian participar células T
autorreactivas que han escapado al proceso de seleccion negativa que se lleva a cabo en
el timo el cual se encuentra alterado por los distintos regimenes de acondicionamiento
que reciben los pacientes o bien por la existencia previa de EICR aguda. Los
fibroblastos donantes expresan HLA-DR y moléculas coestimuladoras que pueden
actuar como CPA desencadenando la EICR cronica’ (Fig. 5).

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS PROCESOS DE FIBROSIS
EN LA GLANDULA LAGRIMAL EN ENFERMOS CON EICHc¢

Irradiacion del tejido

del huésped - Mioepitelio

— ———— | Proliferacion de LT I s :
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Adaptado de Ogawa Y et al. Inflammation and regeneration. 2008

Fig. 5. Representacion esquematica de los procesos de fibrosis en la glandula lagrimal de los
enfermos con EICRo. Adaptado de Ogawa Y y cols. Inflammation and regeneration. 2008.

En caso de que sea preciso, las biopsias diagnosticas de mucosa lagrimal deben

de ser biopsias incisionales, de zona no ulcerada y que incluyan de 5 a 10 l6bulos
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glandulares. Se deben realizar entre 16 y 20 cortes seriados tefiidos con hematosilina-
eosina.

A la hora de su interpretacion, existen unos criterios minimos para el diagndstico
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de actividad en EICR cronica (infiltracion linfocitaria con apoptosis variable) y unos
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criterios especificos tales como infiltracion inflamatoria y dafio del epitelio de los
ductos intralobulares, fibroplasia en el estroma periductal e inflamacion con
desestructuracion del tejido glandular’

La citologia de impresion es una técnica que permite recoger las capas mas
superficiales del epitelio corneo-conjuntival mediante la aplicacion de papeles de filtro.
Esta técnica no es invasiva, es facil de realizar, causa minimas molestias al paciente y
puede ser utilizada a lo largo del tiempo. Entre las virtudes de la citologia de impresion
destaca el mantenimiento de la morfologia de la superficie cérneo-conjuntival, la
relacion célula- célula y la interaccion entre estas células epiteliales y otros
componentes celulares (células inflamatorias, etc.), asi como conocer la morfologia
celular permitiendo recoger hasta tres capas de células de la superficie conjuntival y una
corneal. Aunque el proceso de metaplasia escamosa es continuo, se ha dividido en
diversos grados para una mejor comprension. Nelson desarrolld una escala de cuatro
grados, basandose en el nimero de células caliciformes y el aspecto de las células
epiteliales. Los grados oscilan entre el 0 y el 3, siendo el 0 normal y el 3 muy alterado.

Si bien la queratinizacion es ficilmente reconocible mediante exdmenes
biomicroscopicos, la metaplasia escamosa, que es un fenémeno anterior a la
queratinizacion, solo puede ser demostrada mediante la citologia de impresion, por lo
que se trata de una prueba de gran valor diagndstico permitiendo descubrir la

enfermedad en sus fases mdas tempranas, antes de la aparicion de algiin signo clinico,
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pudiendo adelantar el inicio de un determinado tratamiento y evitar asi la aparicion de
sintomas en el paciente.
El test de Schirmer constituye el estandar de excelencia en el diagndstico de la

EICR cronica. Existen estudios que hacen especial hincapié en la realizacion del test de
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Schirmer con estimulacion nasal para optimizar el diagndstico de ojo seco asociado a
EICR cronica junto con una correcta evaluacion de la superficie ocular’'”*. La
proporcion de falsos positivos en el diagnostico del ojo seco debido a EICR cronica
empleando el test de Schirmer sin estimulaciéon nasal es del 19,4% y la de falsos
negativos 36,4%. El valor medio del test de Schirmer con estimulacion nasal se
correlaciona bien en pacientes con la EICR crénica, sin embargo no hay una correlacion
clara entre el test de Schirmer sin estimulacion nasal y la EICR cronica®.

La cornea y limbo corneoescleral estan afectados de forma predominante en la
EICRo. El sindrome de ojo seco secundario a EICR presenta diversas manifestaciones
clinicas entre las que destaca la queratoconjuntivitis seca que puede evolucionar hacia
la opacidad corneal. La cornea (epitelio, estroma y endotelio), es la puerta de entrada de
las imagenes al ojo y juega un papel critico por sus condiciones especiales de
trasparencia y avascularidad. El limbo esclerocorneal que constituye una zona de
transicion entre la cornea y la conjuntiva tiene gran importancia en la regeneracion del
epitelio corneal porque posee células madre.

Actualmente, no existe un tratamiento etioldégico para los pacientes que sufren
EICRo. Por este motivo, la investigacion en la blisqueda de nuevas estrategias
terapéuticas que puedan aminorar la sintomatologia e incrementar la calidad de vida de
los pacientes con EICRo, resulta absolutamente decisiva. Por este motivo, uno de las
primeros objetivos de nuestro grupo de investigacion fue la generacion de un modelo

murino de EICRo. En 2011 Lorenzo y cols.”**, describieron las caracteristicas
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histopatologicas en cérnea y limbo que constituyen la base de la fisiopatologia de la
enfermedad a nivel ocular. Se observo en el limbo y en la cornea fendmenos de

satelitosis, asi como cuerpos apoptoticos, vacuolizacion e infiltrado inflamatorio tanto
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en epitelio como en estroma, manteniéndose integro el endotelio.
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La queratitis y el sindrome de ojo seco grave que sufren los enfermos con
EICRo se justifican por los cambios anatomopatoldgicos que se producen a nivel
corneal. También existe una pérdida de transparencia corneal y limbar al existir edema
estromal difuso lo cual conlleva una disminucion de la agudeza visual. Asi mismo, un
epitelio alterado provoca irregularidades corneales las cuales facilitan la aparicion de
ulceras corneales recidivantes y de queratitis, aumentando el riesgo potencial de
infecciones.

224 .y . .
, también estudiaron el limbo esclerocorneal

En este trabajo, Lorenzo y cols.
que juega un importante papel en la regeneracion del epitelio corneal. Este epitelio
limbico posee un mayor potencial de proliferacion que el epitelio corneal central y
periférico, contiene una poblacion de células madre cuyas células hijas colonizaran la
cornea’”. Por tanto, la insuficiencia o la destruccion total del limbo conducen a una
disminucion de la capacidad de regeneracion epitelial, de lo que se deduce que las
células madre localizadas en el limbo son las responsables de la regeneracion
corneal’®”’. Cuando por consecuencia de la EICRo disminuye el nimero de células
madre en el limbo, las células epiteliales de la conjuntiva pueden invadir la cornea
induciendo una pérdida de la transparencia corneal, un proceso inflamatorio cronico,

neovascularizacion y la aparicion de ulceras corneales debidas a un epitelio de escasa

calidad (Fig.6)"®.
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Fig.6. Neovascularizacion corneal inferior secundaria a insuficiencia limbar
acompaiado de adelgazamiento periférico corneal.

3.2. Manifestaciones clinicas de la EICRo

Una de las complicaciones mas relevantes del alo-TPH es el desarrollo de EICR
(ocurre entre un 20-70% de los casos), ademas, la EICR genera una serie de problemas
relacionados coOmo puede ser una deficiente funcidon del injerto hematopoyético
postrasplante (aproximadamente un 20% de los pacientes). Entre el 40 y el 90% de los

9,80
780 sobre todo en aquellos que sufren

pacientes con EICR desarrollan lesiones oculares
EICR cronica’’. En este cuadro se involucran casi todas las estructuras oculares:
parpados, glandula lagrimal, conjuntiva, cornea, vitreo, coroides y nervio optico. Las
estructuras que mas frecuentemente se ven afectadas por la EICR son la glandula
lagrimal y la superficie ocular™.
- Durante la fase aguda de la EICRo puede aparecer una conjuntivitis
pseudomembranosa cuya aparicion es un signo de mal prondstico. Menos
frecuentemente se han descrito otras manifestaciones como son el glaucoma
secundario o la escleritis posterior con desprendimiento coroideo. También se

han descrito la aparicion de infecciones por virus del herpes simple®® en los

distintos segmentos oculares.
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- Durante la fase cronica de la EICRo se puede desarrollar una disfuncion de las
glandulas de Meibomio o una queratoconjuntivitis seca y las complicaciones
corneales secundarias que llevan asociadas. La aparicion de cataratas, aunque es
una complicacién potencial, se observa con menos frecuencia en la actualidad
debido a los modernos regimenes de acondicionamiento y la reduccion en el
empleo de corticoides sistémicos. Son muy raras las ocasiones que aparecen
casos de uveitis, se piensa que derivados del ataque directo de los linfocitos del
donante hacia los antigenos del receptor’’. En la retina se pueden encontrar
exudados algodonosos, hemorragias retinianas, depdsitos lipidicos en el contexto
de una retinopatia isquémica y proliferativa, edema macular quistico e incluso

83-86

retinitis infecciosas . También se han descrito en algunos casos la afectacion

, . . . , . 57.60
de la 6rbita e incluso del nervio dptico® .

3.2.1. Superficie ocular

La complicaciéon mas frecuente de los pacientes que desarrollan EICRo es la
querotoconjuntivitis sicca (Fig.7). Esta es mas frecuente en los pacientes con EICRo
crénica®’. Dado que su incidencia es muy alta (69-77% de los pacientes con EICRo)
algunos autores han correlacionado directamente la gravedad del ojo seco con la
severidad de la EICR’"®®,

El ojo seco se diagnostica mediante la realizacion de una adecuada historia
clinica, un examen bajo ldmpara de hendidura buscando el tiempo de ruptura de la
pelicula lagrimal (BUT<10 segudos), la tinciéon con fluoresceina, verde de lisamina y
rosa de bengala y el test de Schirmer ademas de otras pruebas complementarias como el
hilo rojo fenol, el andlisis bioquimico de la lagrima, la citologia de impresion y la
videoqueratoscopia®. En casos de dudosa etiologia, se pueden realizar raspados

corneales y conjuntivales para estudios microbioldgicos. Otras pruebas mds recientes
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incluyen la medicion de la osmolaridad de la pelicula lagrimal y el empleo de la

microscopia confocal™.
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Fig.7. Queratopatia punctata superficial derivada de la
queratoconjuntivitis sicca.

En relacion a la osmolaridad de la pelicula lagrimal, aunque algunos estudios
han demostrado una excelente correlacion entre las mediciones realizadas y el sindrome
de ojo seco, otros muchos no lo recogen; por lo tanto, la medida de la osmolaridad
lagrimal no debe utilizarse como un Unico indicador de enfermedad de ojo seco;
tampoco se puede establecer el diagnodstico definitivo de ojo seco mediante una sola
medicion de la osmolaridad lagrimal. Sin embargo, el empleo de mediciones seriadas
sobre el mismo paciente, puede ser util en la monitorizacion con la finalidad de valorar
el éxito del tratamiento instaurado.

La evaluacion sintomatica puede realizarse mediante cuestionarios relativos a la
calidad de vida como el Ocular Surface Disease Index (OSDI) cuyos valores son
superiores en pacientes con EICRo crénica que en pacientes en periodo pre- o
postrasplante sin EICR.

La cornea y la conjuntiva son las dianas inmunologicas iniciales de la EICRo, de
forma que la primera manifestacion que aparece en la superficie ocular es una

conjuntivitis no infecciosa pseudomembranosa aislada o asociada a otras alteraciones de
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la superficie. Los sistemas de clasificacion de la conjuntivitis en la EICR ocular se

engloban en 4 grados en funcion de los hallazgos y segin sea aguda o cronica (Tabla 5)

5

q 91,92
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g. Tabla 5. Clasificacion conjuntival en la EICR aguda y cronica
=]

CLASIFICACION DE LA CONJUNTIVITIS EN LA EICRo AGUDA
0. Nada

1. Hiperemia

2. Hiperemia con exudacion serosanguinolenta

3. Conjuntivitis pseudomembranosa

4. Conjuntivitis pseudomembranosa con descamacion epitelial de la cornea
CLASIFICACION DE LA CONJUNTIVITIS DE LA EICRo CRONICA

0. Ninguno

1. Hiperemia

2. Cambios fibrovasculares en la conjuntiva palpebral con o sin descamacion epitelial

3. Cambios fibrovasculares en la conjuntiva palpebral implicacndo entre un 25 y un 75% de la superficie

total

4. Participacion de > 75% de la superficie total con o sin entropion cicatricial

Recientemente, Calonge y cols., han disefiado un modelo predictivo basado en el
analisis de biomarcadores presentes en la lagrima para facilitar el diagndstico de la
EICRo cronica’. Este andlisis de las citocinas lagrimales ha revelado la existencia de
unos niveles de EGF (Epidermal Growth Factor) y de IP-10/ CXCL10 inferiores en las
lagrimas de aquellos pacientes con EICRo crdnica que en el caso de los controles sanos.
Ademas, se ha observado que en las células epiteliales de la conjuntiva de los pacientes
con EICRo crénica la expresion de los genes del receptor del EGF (EGFR) es 2,6 veces

. . . . 94 .
inferior a la que existe en los sujetos sanos” ", lo cual confirma lo anteriormente expuesto
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en relacion a los bajos valores de EGF. IP-10/CXCL10 es una molécula quimiotactica
que ejerce su efecto sobre los linfocitos T, las células NK y los monocitos’ los cuales
también se encuentran disminuidos en las secreciones lagrimales de los pacientes con
EICRo cronica. Los linfocitos T activados producen la liberacion de diversas citocinas
tales como CXCL 9, IP-10/CXCL10, CXCL 11 que a su vez colaboran en el
reclutamiento de células T CXCR3" dando todo ello lugar al dafio tisular caracteristico
de la EICR™®. La importancia del papel de la PI-10/CXCL10 en pacientes con EICR ha
sido descrita con anterioridad por diversos autores.

Westekemper y cols.”’, demostraron mediante la realizacion de la técnica de
PCR sobre biopsias conjuntivales de individuos sanos y con EICRo cronica, que la PI-
10/CXCL10, CXCL9, CXCLI1 asi como su receptor CXCR3, se encontraban
sobreexpresados en el tejido conjuntival de los pacientes con EICRo crénica. Aunque
estos hallazgos no son especificos de la EICRo crénica, el seguimiento cuantitativo de
estas citocinas y de sus receptores puede ser considerado como un método diagnostico
util en el caso de la EICR crénica conjuntival permitiendo a su vez encontrar terapias
alternativas y dirigidas hacia estas dianas’’.

Asi mismo, también se ha hallado un aumento de los niveles de IL-1Ra, IL-
8/CXCLS8 e IL-10 en el fluido lagrimal de los pacientes afectados por EICRo cronica ™
192 Uno de los principales mediadores en la respuesta inflamatoria es IL-8/CXCL 8 y se
ha visto que existe una clara correlacion entre la elevacion de sus niveles y la aparicion
de signos clinicos mas intensos en pacientes con EICR aguda'® observandose niveles
hasta 5 veces superiores en el epitelio conjuntival de pacientes enfermos respecto a los
controles sanos’; esta molécula estd fuertemente asociada con la mortalidad, la

refractariedad al tratamiento y el riesgo de desarrollar EICR'**'%,
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Riemens y cols. describieron la existencia de un incremento de los niveles de
IFN-y y de IL-6 lagrimal en pacientes con EICRo y establecieron una asociacion entre
los niveles de estas citocinas y las caracteristicas clinicas presentes en la exploracion de
cada paciente, de tal modo que las concentraciones de IL-6 se correlacionaban con la
sensacion de cuerpo extraflo, con el cuestionario OSDI y con la alteracion de la tincion
corneal, y las de IFN-y se asociaban con alteracion en los valores del test de Schirmer y
en el test de ruptura de la pelicula lagrimal (TBUT)'®.

Se desconoce cual es la fuente exacta de produccion de IL-6 en la etiopatogenia
del sindrome de ojo seco. Se sabe que la IL-6 puede ser producida por distintas células
tales como monocitos, macrofagos y fibroblastos'”’ y que interviene como potente
mediador en la inflamacion local y sistémica ejerciendo efecto sobre los Linfocitos B y
T'7'%; también participa en la diferenciacion de células Th17 las cuales son unas
células reguladoras que juegan un papel relevante en la respuesta autoinmune y por lo

HOMT “Mediante el empleo de modelos

tanto en el desarrollo del la EICRo aguda
murinos, se ha observado como el bloqueo de la sefial de IL-6 conduce a una
atenuacion drastica de la respuesta de las células Th17 y por extension, reduce la
aparicion de EICRo '**!'"112,

Otras citocinas estudiadas son la IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e TNFa. Todas
ellas elevadas en pacientes con EICRo pero sin una correlacion significativa entre sus
niveles y los parametros clinicos'"” a diferencia de lo que ocurre con citocinas tales
como el EGF, IL-2Ra, IL-8/CXCL8 e IP-10/CXCL10 las cuales si muestran la
existencia de una correlacion entre sus niveles y los pardmetros clinicos.

Tras numerosos estudios, se ha observado como los modelos basados en

multiples biomarcadores ayudan a mejorar el rendimiento en comparacion a aquellos

que se centran la determinacion de una solo molécula. Por ello, el modelo predictivo

8
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planteado por Calonge y cols., basado en la determinacion lagrimal de IL-8/CXCLS y
IP-10/CXCL10” puede constituir una herramienta muy Wtil para el desarrollo de la
practica clinica habitual dentro del manejo de la EICRo crdnica, debido al facil acceso

que se dispone del fluido lagrimal'"®, en detrimento de la actual citologia de impresion
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conjuntival que es mas invasiva y menos especifica.

Otros procesos inflamatorios descritos en la superficie ocular son la epiescleritis
y la queratoconjuntivitis limbica superior a las cuales se pueden asociar un simbléfaron
de la conjuntiva palpebral y de los fondos de saco dando lugar a una alteracion
anatomica y funcion palpebral (entropion, ectropion, atrofia de las glandulas de
Meibomio y estenosis de los puntos lagrimales). La presencia de signos conjuntivales
unida a una disfuncion de las glandulas de Meibomio en pacientes con EICR puede ser
de otra etiologia como la iatrogénica o la secundaria a terapias de acondicionamiento e

infecciones.

3.3. Estrategias terapéuticas actuales en la EICRo

Las opciones terapéuticas actuales en el tratamiento de la enfermedad injerto
contra receptor ocular se basan en cuatro principios fundamentales:
1.- Preservar la lagrima y lubricar la superficie ocular.
2.- Reducir de la carga inflamatoria de la superficie ocular.
3.- Prevenir la evaporacion de la lagrima.

4.- Proporcionar soporte al epitelio corneal.

3.3.1. Lubricacion y conservacion de la lagrima
- Constituye el primer escaldon terapéutico en caso de queratitis asociada a ojo
seco. En estos casos se recomienda llevar a cabo una lubricacion mediante lagrimas

artificiales sin conservantes segin las necesidades del paciente. En caso de que se
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requieran aplicaciones muy frecuentes, se pueden recurrir a lagrimas mas viscosas, tales
como geles oftalmicos que persistan durante mas tiempo en contacto con la superficie

ocular. El uso frecuente de lagrimas artificiales permite ademas de lubricar, diluir los

poxuj
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mediadores inflamatorios de la superficie .
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- La acetilcisteina al 5-10% topica se puede emplear en casos de queratitis
filamentosa debido a sus propiedades mucoliticas.

- Los secretagogos orales, tales como la Pilocarpina o Cevimeline (agonistas
muscarinicos selectivos) pueden resultar efectivos al estimular la secrecion de la
porcion acuosa de la pelicula lagrimal; sin embargo, su uso no se ha demostrado
efectivo en el caso de EICRo cronica y ademas conlleva unos efectos secundarios y
toxicos en pacientes con abundante medicacion sistémica. En la misma linea se deben
evitar farmacos que induzcan xerosis como antihistaminicos, antidepresivos triciclicos y
derivados morficos.

- La conservacion de la lagrima también se puede lograr mediante la oclusion de
los puntos lagrimales que se puede llevar a cabo de forma temporal a través de tapones
no perforados de silicona, o bien de forma permanente mediante cauterizacion térmica
de los mismos. La decision de qué tipo de oclusion emplear se tomard en funcion del
resultado del test de Schirmer y de la afectacion clinica del paciente. La pérdida de los
tapones de silicona es factible en un bajo porcentaje de pacientes debido a la fibrosis
subepitelial de los puntos lagrimales. En estos casos, cuando existe una pérdida
constante de los tapones, se recomienda realizar una cauterizacion térmica de los

mismos' ¢

3.3.2. Reduccion de la carga inflamatoria de la superficie ocular
- La ciclosporina topica al 1% (CsA) se ha empleado con €xito en pacientes con

EICRo y queratoconjuntivitis sicca refractaria a tratamientos convencionales basados en
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117,118

lubricacion y corticoides topicos La ciclosporina actua inhibiendo la proliferacion

de células T, asi como, la produccion y liberacion de citocinas por parte de las células T

3
activadas en la conjuntiva. Durante su empleo, se ha demostrado que existe un aumento 3

=
en el nimero de células caliciformes y en la tasa de renovacion del epitelio =

=
conjuntival''”'*°, La administracién topica de ciclosporina alcanza mayores

concentraciones en conjuntiva y humor acuoso que administrada de forma sistémica'?'.

- Se recomienda el uso de corticoides topicos en la EICRo cronica cuando
existen cambios cicatriciales. Las principales complicaciones asociadas a un tratamiento
de larga duracion son el aumento de la presion intraocular (PIO) y el desarrollo de
cataratas subcapsulares posteriores, ademas debido a sus propiedades, estan
contraindicados en pacientes con defectos epiteliales, adelgazamientos corneales o
infiltrados corneales debido al alto riesgo de infeccion.

- El antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1Ra, Anakinra) por via topica se ha
empleado en modelos murinos de ojo seco con el fin de reducir la inflamacion
obteniendo resultados prometedores'**. La aplicacion a nivel clinico de IL-1Ra al 2,5%
en pacientes con EICRo ha demostrado mejoria en el tiempo de ruptura lagrimal y una
mejoria en el OSDI.

- El tacrolimus (FK506) es un antibidtico de la familia de los macrélidos y tiene
un mecanismo de accidén y unos parametros farmacocinéticos similares a la
Ciclosporina, por ello también puede resultar Util en enfermedades de la superficie
ocular. Existe experiencia en el uso de tacrélimus en ungiiento al 0,005%'> en
pacientes intolerantes a otros farmacos como la ciclosporina topica con buenos
resultados clinicos, puesto que los pacientes refieren una disminucion subjetiva de las
molestias oculares, y funcionales debido a que esta preparacion farmacéutica se

caracteriza por tener una gran penetrancia a nivel corneal y conjuntival logrando una
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mayor inmunosupresion y por lo tanto una mayor eficacia terapéutica. Ademas su
aplicacion local evita efectos adversos.

- También se han descrito los efectos beneficiosos en el uso de acido retinoico

poxuj

topico en pacientes con EICRo cronica, dado que revierte la queratinizacion conjuntival
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de forma eficaz'*.

3.3.3. Soporte del epitelio corneal

- El suero aut6logo topico ha demostrado ser un tratamiento muy bien tolerado y
seguro, con escasos efectos secundarios'®, en el tratamiento del 0jO Seco severo
asociado a EICRo cronica. Este suero es rico en factores que favorecen el desarrollo
epitelial como la albumina, vitaminas, la fibronectina y el TGF-B, que son esenciales
para la proliferacion, diferenciacion, maduracion y el mantenimiento de la integridad
del epitelio corneal y de la superficie conjuntival. Ademds, tiene un efecto

., . .y, . . . . . 126
bacteridstatico puesto que en su composicion contiene inmunoglobulinas y lisozimas .

-En algunos casos, se ha descrito el uso de lentes de contacto blandas a modo de
vendaje mejorando la sintomatologia, aunque se ha observado que el uso de lentes de
hidrogel de silicona de forma prolongada aumenta el riesgo de infeccion sobre todo en
pacientes con epiteliopatia activa y/o inmunosupresion asociada, y no mejoran las
caracteristicas de la superficie ocular dafiada. Las lentes esclerales y PROSE (Prosthetic
Replacement of Ocular Surface Ecosystem) son lentes rigidas gas permeable de gran
didmetro que recubren la mayor parte de la superficie ocular (Fig. 8). Estas lentes de
apoyo conjuntival recubren la esclera creando un espacio entre la cara posterior de la
lente y el epitelio corneal que funciona a modo de reservorio proporcionando una

. ., . .. <y . : ro 12
hidratacién continua y permitiendo la resolucion de epiteliopatias'>’.
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Fig. 8. Tratamiento PROSE. Lente escleral en paciente con 0jo seco severo
secundario a EICR crénica.

- Recientemente, se ha incorporado el Plasma Rico en Factores de Crecimiento
(PRGF) como arma terapéutica en el contexto del ojo seco moderado-severo refractario.
El PRGF se basa en la utilizacion de las plaquetas como vehiculo para la liberacion
controlada de factores de crecimiento que intervienen en la comunicacion celular ya que
transmiten su informacion al interaccionar con los receptores situados en la membrana
celular. Ademds actuan simultdneamente sobre distintos tipos celulares estimulando
procesos biologicos como la quimiotaxis, la proliferacion, la diferenciacion celular o la
angiogénesis entre otros'®. En la actualidad, se ha desarrollado la tecnologia
ENDORET® la cual facilita los medios necesarios para el aislamiento y la
concentracion de estos factores de la sangre implicados en la regeneracion tisular, asi
como para su adecuada aplicacion en el lugar de la lesion'**"*’. Entre sus mecanismos
de accion destacan la disminucion el dolor y la inflamacién"', el incremento de la
proliferacion celular'>® y la secrecion autocrina y paracrina'®® y la proteccion frente a la
fibrosis'**. Esta tecnologia permite elaborar diversas formulaciones terapéuticas (colirio,
coagulo, inyectable y/o membrana de fibrina) en funcién de los objetivos clinicos que se

1
deseen alcanzar'®,
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- El uso de membrana amnio6tica en la EICRo también es potencialmente util.
Sus efectos clinicos son multiples, entre ellos destaca el efecto tectonico en caso de

136 s . . .y . .,
defectos estromales extensos ~°, el favorecimiento de la epitelizacion (migracion y

poxuj

adhesion) "7, la disminucion de la inflamacién, la neovascularizacion y del tejido
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cicatricial*®, el efecto neuroprotector'”’, el efecto antialgico y la constitucion de una
barrera antimicrobiana. Sus aplicaciones pueden ser sobre estructuras conjuntivales y/o
corneales. A nivel corneal se emplea principalmente en casos de defectos epiteliales
persistes y perforaciones'*’ o en casos de lisis corneal generalizada con el fin de frenarla

1", Su versatilidad permite dos formas de

y favorecer la regeneracion cornea
implantacion: en primer lugar como injerto, orientando su cara estromal hacia abajo,
cuyo principal objetivo es generar una barrera fisica y un microambiente gracias a los
factores que aporta, y en segundo lugar, como recubrimiento orientando su cara
estromal hacia arriba consiguiendo reducir la carga inflamatoria favoreciendo de este
modo la epitelizacion y disminuyendo la cicatrizacion y la vascularizacion
submembrana'**.

-Determinados casos, con afectacion grave del segmento anterior, pueden
requerir intervenciones quirdrgicas mas complejas. El trasplante de células madre del

limbo'* y la queratoplastia penetrante (Fig.9) '**

pueden ser dos alternativas a tener en

cuenta, sin embargo, la queratoplastia penetrante constituye el ultimo escalon

terapéutico dado el mal pronodstico que tienen en estos pacientes con importante

alteracion limbar e insuficiencia lagrimal severa. Lo que se ha descrito con éxito han

sido las queratoplastias tectonicas en casos de perforaciones corneales localizadas asi
Cp . 145

como los trasplantes de membrana amnidtica multicapa ™.

- También debe de ser valorada la tarsorrafia'*® que ayuda a reducir la

exposicion de la superficie ocular aunque disminuye el campo de vision periférico y
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pueden ser consideradas por algunos pacientes como poco estéticas al imposibilitar el

uso de lentes de contacto o necesitar el empleo de gafas oclusivas.
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Fig.9. Queratoplastia penetrante con presencia de neovascularizacion corneal
periférica incipiente a las 3 horas y queratitis filamentosa.

3.3.4. Prevencion de la evaporacion lagrimal

La inestabilidad de la pelicula lagrimal caracteristica de un sindrome de ojo seco
evaporativo se puede observar cuando existe asociada una disfuncién de las glandulas
de Meibomio (DGM). La aplicacién de calor seco mediante compresas al menos dos
veces al dia combinado con cuidados higiénicos del borde palpebral suelen ser
suficientes en la mayoria de los casos.

- El uso de antibidticos de la familia de las tetraciclinas (doxiciclina,
minociclina) o macrélidos (azitromicina) se puede asociar a las medidas anteriores en
los casos mas graves puesto que ademas ser un antibidtico tiene propiedades
antiinflamatorias a través la inhibiciéon de las metaloproteinasas y de la actividad de la

IL-1.

3.3.5. Tratamiento sistémico de la EICRo
La inmunosupresion sistémica no se recomienda de entrada en aquellos

pacientes con EICRo aislada por sus efectos adversos. Sin embargo, se ha observado
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que la reduccion de la dosis de los fAirmacos inmunosupresores o su retirada puede
conducir a un empeoramiento de la EICRo. En casos de EICRo refractaria a
tratamientos topicos o EICRo grave asociada a otras manifestaciones sistémicas, se
deberd valorar la instauracion de inmunosupresion sistémica. En este sentido, se ha
descrito una mejoria en los resultados del test de Schirmer en pacientes con EICR
crénica en tratamiento con imatinib'*’. Entre los farmacos més empleados son la
ciclosporina, el tacrolimus, los corticoides y el rituximab'*®.

- La fotoaféresis ha demostrado buenos resultados en los pacientes con EICR
crénica mejorando la clinica de su afectacion ocular'*’.

- Los 4acidos grasos esenciales como el omega 3, deben de ser administrados con
la dieta o a través de complejos vitaminicos disponibles en el mercado, puesto que

. . , . . . Py . 7o+ 150
inhiben la sintesis de mediadores de la inflamacion y mejoran la clinica ™.
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4. CELULAS ESTROMALES MESENOQUIMALES

Las células estromales mesenquimales (CSM) son células multipotentes adultas

con morfologia fusiforme y de aspecto fibroblastico y con potencialidad para
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diferenciarse hacia diversos linajes celulares en diferentes estadios de maduracion,
como condrocitos, osteocitos y adipocitos entre otros. Las CSM son frecuentemente
utilizadas en terapia celular y fueron descritas por primera vez por Friedenstein y

151134 " Eotas células se pueden aislar principalmente a partir de médula

colaboradores
6sea (MO), sangre de cordon umbilical y tejido adiposo de donde se han logrado

establecer cultivos que han permitido estudiar sus propiedades funcionales y

fenotipicas.

4.1. Caracterizacion y cultivo de las CSM

La MO es la principal fuente de aislamiento de CSM, aunque se han aislado de

tejido adiposo, pancreas, higado, musculo esquelético, dermis, membrana sinovial,

155-158 1159

hueso trabecular , sangre de cordon umbilical'”, tejido pulmonar'®, pulpa dental y

ligamento periodontal'®".
Las CSM procedentes de MO humana se encuentran en una baja proporcion en

sz . : . . 153,154,162,163
su fraccion mononuclear, siendo su porcentaje inferior al 0.01% °>">>™° L

a
seleccion de la poblacion mesenquimal se realiza mediante sucesivos pases en cultivo y
las CSM derivadas de MO se suelen caracterizar en pase 3, donde la contaminacién con
células hematopoyéticas medulares es practicamente inexistente. En cuanto a su
inmunofenotipo esta poblacion no posee un marcador especifico, sino que comparte
caracteristicas fenotipicas con algunas células endoteliales, epiteliales y musculares, si

. r 7 . 7o 164-174
bien el patron de expresion empleado diversos marcadores es caracteristico'®*'"*. Dada

la relevancia clinica de las CSM, la Sociedad Internacional de Terapia Celular en 2006
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puso de manifiesto la necesidad de utilizar un método de identificacion comuin y

propuso tres criterios minimos que toda célula que se defina como CSM debe cumplir y

poxuj

N . . <y . r 175
que se utilizan para la identificacion de dichas células'”.

- 1) Las CSM deben tener capacidad de adherencia al pléastico cuando se
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mantienen en condiciones estandar de cultivo.

- 2) Deben expresar mediante citometria de flujo (Fig. 10) determinados
marcadores (CD105, CD73 y CD90) y no expresar otros marcadores especificos de
diversas lineas hematopoyéticas como CD45, CD14, CD11b, CD79a o CDI19 ni
tampoco moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 2 (HLA-DR).

- 3) Deben mostrar capacidad de diferenciarse in vitro hacia osteoblasto,

adipocito y condroblasto.
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Fig. 10. Queratoplastia penetrante con presencia de neovascularizacion corneal
periférica incipiente a las 3 horas y queratitis filamentosa.

4.2. Potencial de diferenciacion de las CSM

Esta capacidad de diferenciacion multilineal, convierte a las CSM en un tipo
celular muy atractivo para el campo de la medicina regenerativa y de la ingenieria

tisular.
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Existe numerosa bibliografia en la que se pone de manifiesto que las CSM
pueden diferenciarse in vitro hacia células de distintos tejidos como tenocitos, miocitos
esqueléticos, células del mesodermo e incluso, segiin algunos autores, del ectodermo y

del endodermo, aunque esto es motivo de notable controversia'>>'7*'*’_ Sin embargo, la
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Sociedad Internacional de Terapia Celular requiere al menos diferenciacion a adipocito,
osteoblasto y condrocito'®'.

- Diferenciacion a osteoblasto. La diferenciacion osteogénica se detecta
evaluando el aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina y la aparicion de depdsitos
de calcio, que se observan tras la tincion con NBT- BCIP o con rojo alizarina,
respectivamente' .

- Diferenciacion a adipocito. La diferenciacion hacia adipocito se detecta por la
aparicion vacuolas lipidicas en el citoplasma que con el tiempo se van agrupando y
llenando el citoplasma celular. Estos acimulos de lipidos se ponen de manifiesto
mediante la tincién con rojo al aceite (oil-red-0)'*".

- Diferenciacion a condorcito. La diferenciacion condrogénica de las CSM se
pone de manifiesto al demostrar en estas células los cambios morfolégicos y la

expresion de componentes de la matriz extracelular como coldgenos tipo I, II, IX o

183
agrecano .

4.3. Funcionalidad de las CSM

Funcionalmente, las CSM de médula 6sea debido a la gran variedad de citocinas
que secretan tanto en estado de reposo como tras estimulacion y a la gran cantidad de
senales que reciben tanto inductivas como reguladoras colaboran en la formacion del

nicho hematopoyético de modo que proporciona el microambiente adecuado para la
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auto-renovacion, proliferacion y diferenciacion de las propias CSM y otros progenitores
hematopoyéticos. Pueden ser movilizadas y diferenciarse a distintas estirpes del tejido

conectivo debido a diferentes vias de sefializacion. Estas sefales pueden ser inducidas

poxuj

por dafios traumatolégicos, de inflamacion, necrosis o tumores. Por tanto, la capacidad
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de las CSM para secretar distintos factores solubles puede alterar el microambiente y de
este modo favorecer la reparacion del dafio tisular. Entre estos factores secretados por
las CSM se incluyen TGF-1, IL-1, IL-1B, IL- 3, IL-6, IL-7, IL-11, el factor de
crecimiento de hepatocitos que actian estimulando la proliferacion y diferenciacion de
los progenitores enddgenos que se encuentran en el tejido, disminuyendo la inflamacién
y la reaccion inmune'®*. Las CSM poseen importantes propiedades inmunomoduladoras
sobre LT, LB, células dendriticas y células NK'7.

Ademéas, las CSM producen numerosos factores de crecimiento, proteasas y
citoquinas que juegan un importante papel en su capacidad inmunomoduladora y en su

. . -, 185
capacidad de migracion ™.

4.4. Aplicaciones clinicas de las CSM en el contexto del

trasplante hematopoyético

En los ultimos afos la Terapia Celular se perfila como una prometedora opcion

186193 'y Jlas CSM destacan entre

terapéutica en el tratamiento de diversas enfermedades
los tipos celulares con mayor potencial debido a su facil obtencion y expansion in vitro,
asi como por sus propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias, de
multipotencialidad y de baja inmunogenicidad'*®>'2.

La escasa inmunogenicidad de las CSM se debe a la limitada expresion de

moléculas HLA, asi como por la limitada o nula expresion de moléculas

coestimuladoras.
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En cuanto a su capacidad para modular la respuesta inmune, se ha descrito que

213-215

las CSM son capaces de inhibir la activacion y proliferacion de LT . Esta capacidad
=
O
inhibitoria es muy relevante en el tratamiento de la enfermedad injerto contra S
:
receptorm. I=
=

Existe numerosa bibliografia en la que se emplean distintos modelos animales
como en ensayos clinicos, en los que se describe como las CSM expandidas ex vivo han
sido capaces de diferenciarse hacia distintas estirpes celulares de los tejidos dafados,

N . . 217-222
reparando el dafio y recuperando parcialmente la funcion normal *'7 2%,

4.4.1. Aplicacion en citopenias y EICR aguda

Las CSM se estan evaluando fundamentalmente en el contexto del alo-TPH para
la mejora del injerto hematopoyético y para el tratamiento de la EICR refractaria a
esteroides:

- El fallo de injerto hematopoyético esta presente hasta en un 20% de los casos.
En muchos pacientes hematologicos sometidos a trasplante, el estroma puede presentar
dafo debido al acondicionamiento previo, lo que podria retrasar e incluso impedir el
injerto de las células hematopoyéticas. Por ello, se estan llevando a cabo 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 estromales medulares® %’

- El desarrollo de EICR agudo (EICRa) ocurre entre un 20-70% de los casos.

La primera referencia en el empleo de CSM aldgenicas en alo-TPH se publico
en 2004 en un paciente con EICR aguda grado IV refractario que respondid
favorablemente a la terapia celular’’’. Posteriormente se han publicado resultados de
distintos ensayos clinicos todos ellos con un pequefio nimero de pacientes y la mayor
parte, ensayos en fase I o II. El ensayo con mayor nimero de pacientes es el que ha

28 En este trabajo se incluyeron un grupo heterogéneo
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llevado a cabo el grupo EBMT
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de pacientes con EICR aguda refractaria y que se trataron con una o mas dosis de CSM
alcanzando respuestas completas en el 70% de los casos y parciales en el 54%. No se

describieron efectos adversos. De forma global, se ha observado en los distintos ensayos

poxuj

en fase I y II realizados que aquellos pacientes que alcanzan una respuesta completa
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tienen una tasa de supervivencia global mayor.

A pesar de todo, quedan numerosas cuestiones por responder que afectan
principalmente al método de expansion, al momento de administracion, al numero de
dosis adecuado y su intervalo de administracion, entre otros.

La experiencia en la EICR cronica es menor pero también ha demostrado ser una
terapia segura y eficaz’'' aunque el porcentaje de respuestas completas es inferior””.

Finalmente, en cuanto al papel de las CSM en la prevencion de la EICR aguda
existe poca informacién y los resultados son poco especificos™".

A pesar de todos estos resultados, diversos grupos de investigacion se han
propuesto desarrollar estrategias de manipulacion celular para conseguir CSM con
mayor potencial terapéutico estimulando sus propiedades inmunorreguladoras y

favoreciendo los mecanismos de anidamiento.

4.4.2. Reparacion de las CSM en un modelo de ojo seco secundario a EICR

La investigacion en la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas que puedan
aminorar la sintomatologia e incrementar la calidad de vida de los pacientes con EICRo,
resulta absolutamente prioritaria. Por este motivo, uno de las primeros objetivos de
nuestro grupo de investigacion fue la generacion de un modelo murino de EICRo. En un
primer trabajo, Lorenzo y cols., describieron las caracteristicas histopatologicas que
involucran coérnea y limbo y que constituyen la base de la fisiopatologia de la
enfermedad a nivel ocular. Este modelo permite evaluar futuras estrategias terapéuticas

para el tratamiento de la EICRo antes de su uso en un entorno clinico™*",
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Posteriormente, nuestro grupo de investigacion ha puesto de manifiesto que CSM
derivadas de MO transducidas con lentivirus que expresan GFP (Green fluorescence
protein) y LUC2 (luciferasa), son capaces de migrar y de diferenciarse en tejido de la
cornea después de ser administradas mediante inyeccidon subconjuntival en el ojo de
ratones BALB/c a los que se les gener6 EICRo**". Tras el transplante, las hCSM GFP+
adquieren caracteristicas morfologicas de células epiteliales, estromales y células
endoteliales. Aparecen en diferentes capas y con diferentes morfologias dependiendo de
su posicion dentro de la coérnea. Ademds, estas células presentan propiedades
ultraestructurales, tales como haces de filamentos intermedios, interdigitaciones y
desmosomas junto a células GFP negativas murinas, lo que confirma su diferenciacion
en tejidos de la cornea. En los ratones en los que se verifico la alteracion de la superficie
ocular secundaria a EICR una vez tratados, tanto el examen macroscOpico como
histopatologico mostraron una disminucion de la sintomatologia de la EICR en el ojo
tratado, mientras que el ojo no tratado (no se inyectaron CSM) present6 las alteraciones
tipicas de la EICRo. Confirmamos en este estudio que las CSM inducen su efecto
terapéutico al menos en parte por la diferenciacion y regeneracion de los tejidos
dafiados en el receptor. Estos resultados proporcionan la evidencia experimental de que
las CSM pueden representan un potencial tratamiento celular con el objetivo de atenuar

la EICRo.
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5. IMPORTANCIA DE LA VIA DE ADMINISTRACION EN

EL TRATAMIENTO DE LAS ENFERMEDADES

OCULARES Y EN TERAPIA CELULAR
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5.1. Vias de administracion oftalmologica

- Via sistémica: El farmaco debe de atravesar una serie de barreras (hematoacuosa y
hematorretinianas interna y externa) para alcanzar el interior del ojo. Las dos tltimas
son practicamente impermeables a todas las sustancias en condiciones normales. En
circunstancias libres de patologia, se puede facilitar la penetracion de los farmacos a las
estructuras oculares disminuyendo su tamafo molecular y su unién a las proteinas
circulantes o logrando un aumento en la solubilidad de los lipidos. También
determinados procesos como la inflamacion aumentan la permeabilidad de los
tejidos™".

- Via tépica: Se caracteriza por su facil aplicacion y por lograr concentraciones
elevadas en la superficie ocular. Entre las estrategias que se emplean para incrementar
su absorcion se encuentran: la adicion de sustancias tensoactivas, favorecer la oclusion
de los puntos lagrimales y palpebral tras la administraciéon del firmaco, aumentar la
frecuencia de las gotas y la solubilidad lipidica del farmaco. Entre los principales
inconvenientes de esta via destacan la limitada cantidad que entran en los fondos de
saco conjuntivales y que solo un 1% de la dosis administrada llega a atravesar la barrera
corneal alcanzando el segmento anterior siendo escasa su penetracion en los tejidos del
polo posterior. Ademas, pueden ejercer algun efecto toxico debido a algunas reacciones

de hipersensibilidad o efectos directos sobre la piel periocular, conjuntiva o la cérnea.
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- Via subconjuntival/ subtenon: La via subconjuntival se prioriza cuando se
requiere una alta concentracion intraocular de antibioticos, anestésicos o corticoides
dado que se evita el epitelio conjuntival. Un firmaco inyectado mediante puncion

conjuntival alcanza el espacio subconjuntival que por su caracteristica laxitud permite
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albergar un volumen considerable de farmaco, el cual posteriormente puede ser
reabsorbido por los tejidos adyacentes de forma progresiva. De esta forma permite
obtener concentraciones intraoculares mejores y un tiempo de actuacidbn mas
prolongado que los que se consiguen por via topica. El principal inconveniente son las
complicaciones que pueden derivar de la técnica™'.

-Via retrobulbar/peribulbar: Se emplea en anestesia fundamentalmente.

- Via intracamerular: La sustancia se introduce en la cédmara anterior. Suele
reservarse a la administracion de fArmacos en la cirugia.

- Via intravitrea: Se introduce en el interior del vitreo mediante una inyeccion en
pars plana. Asegura concentraciones terapéuticas mantenidas en los tejidos del

- 231
segmento posterior— .

5.2. Vias de administracion de la terapia celular

Hasta el momento, las vias de administracion de las CSM en el ambito clinico
son la local o inyeccion directa y la administracion por infusion sistémica. Para hacer
una infusion sistémica eficaz se requiere un mayor volumen de CSM en comparacion
con las que se necesitan en una administracion local. Este objetivo se puede lograr
mediante su expansion in vitro.

El primer obstdculo que se encuentran las CSM tras su administracion por via
intravenosa es el lecho capilar pulmonar. El tamafio de las CSM en suspension es de
alrededor de 30 um*’, aunque este varia en funciéon de la osmolaridad del medio de

cultivo, el nimero de pases, la densidad celular durante la siembra asi como las
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condiciones de cultivo. Su gran tamafio, contrasta con el de las células hematopoyéticas

238

que son de menor diametro (4-12 um) “°°. Existen evidencias en distintos trabajos, que

la acumulacion de CSM a nivel pulmonar es el factor principal que condiciona su

poxuj

biodistribucion y la molécula responsable de estos fendmenos parece ser la VLA-
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Se han desarrollado diversos estudios comparativos entre la administracion
intraarterial y la intravenosa™ * los cuales han demostrado una mayor asociacion entre
la administracion intravenosa y la retencion de las CSM en los pulmones y la
administracion intraarterial y una mayor acumulacion de las células en los tejidos diana.
Aunque se precisan desarrollar mas estudios en este campo, en la actualidad se puede
afirmar que la via intraarterial es mas efectiva al evitar la acumulacion de las células a
nivel pulmonar de modo que se puede mejorar la biodistribucion y biodisponibilidad de
las CSM trasplantadas alcanzando aquellos tejidos que son clinicamente relevantes y
sobre los cuales deben de ejercer su efecto terapéutico.

Se han descrito la existencia de interacciones entre las CSM vy los distintos tipos
de células inmunes, lo cual implica que tienen capacidad de responder a las sefales
emitidas por las distintas células que constituyen el sistema inmune. Es probable que las
seflales de inflamacion y reparacion tisular influyan en las respuestas de las CSM in
vivo incluyendo su biodistribucion.

No hay estudios comparativos de la administracion local por via subconjuntival
de CSM con otras vias de administracion convencionales. El potencial de la

administracion ~ subconjuntival se  explora en el presente  trabajo.
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Hipotesis y Objetivos

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los modelos animales de EICRo se han basado en el analisis histologico del
tejido afectado, que es fundamentalmente el segmento anterior y la superficie ocular.
Pero teniendo en cuenta que una de las caracteristicas de esta complicacién es la
infiltracion por células T alogénicas y que las manifestaciones fundamentales son las del
0jo seco, nos planteamos como hipoétesis por una parte que el andlisis de la evolucion de
la infiltracion celular asi como la determinacion de parametros clinicos en el modelo
animal de EICRo podria implementarlo y asi aproximarlo mas a lo que ocurre en los
pacientes con EICRo, y por otra parte que la administracion local de las hCSM podria
ser potencialmente util en el tratamiento de la EICRo, especialmente si su
administracion es mediante inyeccion subconjuntival, pues esta via permitird la
persistencia celular a largo plazo y ejercer su efecto de forma continuada.

Con esta doble hipdtesis nos planteamos los siguientes objetivos:

1°.- Generar y validar un modelo murino de EICRo con ojo seco que presente
afectacion a nivel palpebral y glandular, que evalie de forma multiparamétrica los
cambios de pardmetros macroscopicos, histologicos y funcionales del modelo murino de
ojo seco generado, analizando en detalle las alteraciones que definen el sindrome de ojo
seco como son la medida de produccion de lagrima y la osmolaridad de la pelicula
lagrimal.

2°.- Evaluar mediante técnicas de bioluminiscencia e inmunohistoquimica, la
persistencia a largo plazo de las hCSM administradas por via subconjuntival en el ojo
derecho de ratones BALB/c a los que previamente se les ha generado EICRo.

3°.- Analizar el efecto terapéutico de la administracion subconjuntival de hCSM
evaluando la mejoria en la infiltracion linfocitaria T alogénica, los cambios histologicos

y en el volumen y osmolaridad lagrimal tras el tratamiento celular.

o

029
3

>
%]
o
7]
(5]
Lol
p=]
(=%
-
=

172}

o

=
2
=
2
o







3. Material y Métodos

@Q@

¢






Material y Métodos

3.1. MATERIAL

3.1.1. Animales de experimentacion

Los experimentos vinculados con la investigacion animal se llevaron a cabo en
el Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca, en las
instalaciones del Edificio Departamental de la Universidad de Salamanca.

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

Los protocolos de mantenimiento, manipulacion y sacrificio de los animales
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cumplieron las directrices del Consejo de las Comunidades Europeas (86/609/EEC y
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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 se
llevaron a cabo bajo la supervision del Servicio de Experimentacion Animal de la

Universidad de Salamanca.

3.1.2. Obtencion de células estromales mesenquimales para cultivo

Para llevar a cabo tanto los estudios in vitro e in vivo, se emplearon muestras
procedentes de MO de donantes sanos. Las muestras empleadas se obtuvieron tras el
correspondiente consentimiento informado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.
Los procedimientos empleados siguen las directrices establecidas por el Comité Etico
del Hospital Universitario de Salamanca. El procesamiento de las muestras se realizé en
el Laboratorio de Cultivos y Terapia Celular del Servicio de Hematologia en el Hospital

Universitario de Salamanca bajo estrictas condiciones de esterilidad.
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3.1.3. Material no bioldgico

Los materiales necesarios para llevar a cabo los experimentos fueron los
siguientes:

-Para desarrollar el modelo murino de trasplante y generacion de EICH se
utilizaron: Suero fisiologico 0,9% de Baxter S.L. (Ribarroja del Turia, Valencia), medio
de cultivo RPMI, PBS y antibioticos (penicilina y estreptomicina) de GIBCO BRL-
Invitrogen (Grand Island, NY, EEUU), placas de petri estériles de 100mm de Soria
Genlab, S.A., filtros con tamafio de poro de 40um de Becton-Dickinson, Biosciencie,

San José, CA, agujas de 25G (0,5mm x 16mm) de BD MicrolanceTM (BD Drogheda,
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Irland), jeringas de 1ml de BD Plastipak (BD Madrid) y agujas de insulina de 27G (0.4

x 12mm) de TERUMO.

- Para el acondicionamiento pre-trasplante de los ratones se empled un irradiador
de muestras bioldégicas Gammacell 1000 con una fuente de Cesio de 137 situado en el
Animalario del Edificio Departamental de la Universidad de Salamanca.

- Los estudios de citometria se llevaron a cabo en un citometro FACS Calibur
(Becton Dickinson Bioscience San Jose, CA, EEUU) y empleamos el programa de
adquisicion CellQuestR de (Becton Dickinson Bioscience, San José, CA, EEUU) y las
muestras se analizaron mediante el programa Infinicytl.1 (Cytognos S.L. Salamanca).

- La separacion de las CMN procedentes de MO humana se hizo por
centrifugacion mediante gradiente de densidad con Ficoll (Ficoll-Paque, densidad:
1.077k, GE Healthcare BioSciences, Buckinghampshire, UK). La MO se diluyo en
Medio Hanks (Hanks Salt Solution, Gibco®, Invitrogen™).

- Para la realizacion de los cultivos y la expansion de las CSM se empled: el
medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low glucose (DMEM) (GIBCO®,

Invitrogen™ Corporation, Paisely, UK) suplementado con Suero Bovino Fetal al 10%
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(SBF: BioWhittakerR Lonza, Verviers, Belgium) y Penicilina 105U/ml/Estreptomicina
105pg/ml (Gibco, Invitrogen, Paisely, UK) al 1%. El medio Hanks’s Balanced Salt
Solution 1X con 0.35g/L NaHCO3 (HBSS) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
La heparina libre de aditivos 5000U/ml procede de Biochrom AG (Berlin, Alemania).
El dimetil sulfoxido (DMSO) es de Sigma-Aldrich. El PBS estéril (GIBCO®,
Invitrogen™ Corporation, Paisely, UK). La tripsinizacion de los cultivos se llevo a cabo
con Trypsin-EDTA .05% 1X (GIBCO®, Invitrogen™ Corporation, Paisely, UK).

- La Diferenciacion de las CSM se llevo a cabo con medio de diferenciacion
osteogénica (NH Osteodiff Medium, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany),
medio de diferenciacion adipogénica (NH Adipodiff Medium, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany), medio de diferenciacion condrocitica (NH Chondrodiff
Medium, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), etanol (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany), NBT/BCIP solution (Nitroblue tetrazolium chloride/5-bromo-4-
chloro-3 indolylphosphate, Roche, Basel, Switzerland), Oil-Red-O solution (Certistain®
Merck KGaA, Darmstadt, Germany), isopropanol (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), paraformaldehido (Panreac, Barcelona, Espana), Hematoxilina (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany), tubos cénicos de 15ml (Corning Incorporated, Corning,
NY, USA).

- Para el procesamiento histoloégico de las muestras obtenidas se empled el
tampon salino Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline 1X (PBS) de GIBCO®
InvitrogenTM (Paisely, UK), el medio OCT® Tissue-Tek y se cortaron en el criostato
MICROM HM 505 N. Para el procesamiento de las muestras en parafina: Primeramente
se fijaron con formaldehido a 10% (Sigma-Aldrich, USA), se deshidrataron con
alcoholes y xilol (Panreac, Barcelona, Espana) y finalmente fueron incluidas en parafina

(Leica ASP 6025). Las muestras se cortaron con el micrétomo Leica RM 2235 (Leica
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Misrosystems, Alemania) en secciones de 4 um. Las muestra cortadas se montaron en
portas Leica bond plus.

La tincion histolégica con hematoxilina (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania)/eosina (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) se llevé a cabo en el tefiidor
(Thermo Scientific Varistain Gemini).

La reaccion de PAS (Periodic Acid Schiff) se basa en la oxidacion de los tejidos
con acido peryodico (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) y posteriormente, la
muestra se trata con el reactivo de Schiff (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania)
dando una coloracion rojo-purpura caracteristica.

La determinacion de la caspasa 3 se realizd mediante el sistema automatizado
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BOND-MAX® (Leica Biosystems, Melbourne, Australia). Se emple6 el anticuerpo

primario policlonal de conejo anti Caspasa 3 (Cell Signaling Technology, MA, USA) y
se revelo utilizando el Novolink Polymer Detection System® (Leica Microsistemas,
Barcelona, Espaia).

Las muestras de citologia de impresion se recogieron en tiras de papel de filtro
de 5x3 mm de tamafio, se fijaron en una Solucién de fijacion comercial (Exeter Clinical
Laboratory, Exeter, United Kingdom), procediéndose posteriormente a su tincion con
PAS-hematoxilina.

Todas las imagenes de microscopia Optica de este trabajo fueron obtenidas con
el Microscopio Optico Leica DMD 108 del Servicio de Anatomia Patologica del
Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

- Para los estudios de inmunohistoquimica, los anticuerpos empleados para la
identificacion de las CSM humanas fueron: anti-GFP (AB-5450, Abcam) y anti-
mitocondria humana (MAB-1273, Millipore). Las imdgenes de microscopia confocal

fueron obtenidas con el Microscopio Laser Confocal Leica SP5.
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- El seguimiento celular de las CSM se hizo mediante estudios de
bioluminiscencia in vivo. Los ratones se sedaron con isofluorano (Forane, Abbot

Laboratories, Madrid) y se les inyectd por via intraperitoneal, una solucion de luciferina

(Promega, Madison, WI, USA).
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-Los anticuerpos monoclonales, empleados para andlisis por citometria de flujo

fueron:
Tabla 6. Relacion de los anticuerpos monoclonales
Anticuerpo Fluorocromo Isotipo Procedencia
CD14 PE MouselgGaa, « Cytognos
CD19 PerCP/Cy5.5 MouselgG « BD Bioscience
- CD34 FITC MouselgG « BD Bioscience
§ g CD44 FITC MouselgG BD Bioscience
Z ‘:_ CD45 PerCP/Cy5.5 MouselgG « BD Bioscience
CD73 PE MouselgG « BD Pharmingen
CD90 FITC MouselgG, « BD Pharmingen
CD105 APC MouselgG;  « R&D System
CD166 PE MouselgG « BD Pharmingen
HLA-DR PerCP MouselgGa,, « BD Bioscience
H2Db FITC MouselgGap, « BD Pharmingen
H2Dd PE MouselgGaa, « BD Pharmingen
CD3 PerCP/Cy5.5 MouselgGop, « BD Pharmingen
CD4 APC MouselgGap, « Inmunostep
CD8 Percp/Cy5.5 MouselgGap, « Inmunostep
CD45 Alexa Fluor MouselgGoy, « BD Pharmingen

* En todos los casos se afladieron los anticuerpos a concentracion desaturacion: FITC:
Isotiocianato de Fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PerCPCyS5.5: Proteina piridinin clorofilica
cianina 5.5; APC: Aloficocianina.
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3.2. METODOS

3.2.1. Modelo murino de generacion de EICRo

Para la generacion de un modelo de EICRo murino 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 (Fig.11). Estas dos cepas comparten el antigeno de clase I (H2) y difieren
en antigenos miHAs (H2d versus H2b). Con el modelo de trasplante C57BL/6 en
BALB/c se consigue un modelo de incompatibilidad HLA para generar una EICR
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. Los Antigenos Menores de Histocompatibilidad (MiHAs) son
péptidos propios polimorficos capaces de inducir una respuesta por células T y disparar
una enfermedad de injerto-contra-huésped cuando son presentados por las MHC I y

MHC 11, los MiHAs son por tanto restringidos por el MHC***.

C57BL6 BALB/c

Fig. 11. Modelo murino del trasplante de MO y generacion de EICR: C57BL/6>BALB/C
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Material y Métodos

3.2.1.1. Células empleadas en el trasplante

Para la generacion del modelo murino EICRo en los ratones de la cepa BALB/c
se llevo a cabo un trasplante alogénico murino de células de MO y bazo procedentes de
ratones donantes C57BL/6 en ratones receptores BALB/c (Fig. 12).

La MO se obtuvo inyectando medio de cultivo RPMI a presion por el canal
medular de los fémures y las tibias de los ratones donantes. Para ello, se emplearon
agujas de 25G (0,5 x 16mm). La solucion celular resultante se hizo pasar a través de
filtros de 40 pm de poro y después su centrifugacion se contaron mediante una camara
celular de Neubauer.

Las células procedentes del bazo del ratdn donante (esplenocitos) tienen un
elevado porcentaje de LT maduros lo que le confiere un papel esencial en la generacion
de EICR en el raton receptor. El bazo se disgregd mecanicamente entre dos portas
esmerilados. Al igual que las células procedentes de MO, la solucion de esplenocitos
obtenida se hizo pasar a través de un filtro de 40 um de poro y tras el lavado de las

células se determind el nimero de células disponibles.

3.2.1.2. Irradiacion

El proceso de irradiacion de los ratones BALB/c se llevo a cabo empleando una
fuente de Cesio 137, mediante un irradiador de muestras bioldgicas 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 exposicion homogénea de la muestra a la fuente.

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

dividida en dos fracciones de 425¢Gy separadas por 4 horas (Fig. 12).
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GENERACION DE EICH
TRASPLANTE DE MO y ESPLENOCITOS

T

IRRADIADOR

IRRADIACION 850 cGy —*<°
Gammacell 1000 BALB-C

C57-BL6  5x10°células L \

1 BAZO \

C57-BL6  5x10°células

Fig. 12. Esquema del modelo murino de trasplante y generacion de
EICHo. Modelo C57BL/6 en BALB/c.

3.2.1.3. Trasplante

Dos horas después de la segunda irradiacion procedimos al trasplante de los

ratones receptores. El ratdon receptor se inmoviliza en una jaula donde con una bombilla

infrarroja de calor conseguimos dilatar las venas laterales de su cola (Fig. 13).

Inmediatamente después administramos con una jeringa TERUMO MYJECTOR de

0,5mL y una aguja montada de 27x1/2”-0,4x12mm una infusiéon que contiene 5 x 10°

células de MO y 5 x 10° esplenocitos de ratones donadores en un volumen de 300pu1 de

RPMI.

Canalizacion de las venas laterales de la cola del ratén
BALB/c para la administracion del trasplante

Aguja Terumo
. Vena Dorsal De

276G (0,5 x 16mm)

Vena lateral

izquierda —____ — derecha

Haces tendinosos

Venas laterales de la cola
Vertebra

Arteria Ventral

Fig. 13. Anatomia de la via de administracion endovenosa del trasplante murino.
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3.2.1.4. Evolucion del quimerismo post-trasplante mediante citometria de flujo

Con objeto de analizar el quimerismo post-trasplante en distintas localizaciones,
se sacrificaron ratones a diferentes dias post-trasplante y se analizd mediante citometria
de flujo la sangre periférica (SP), la MO y el bazo.

El panel utilizado fue el siguiente (Fig. 14):

e H2Db-FITC/H2Dd-PE/CD3-PerCP-Cy5.5/CD45-Alexafluor

Las células procedentes de SP, MO y bazo de ratones trasplantados BALB/c se
hicieron pasar a través de filtros de 40 pm de poro, se lavaron y resuspendieron en
100ul de PBS. Se afiadieron la combinacion de anticuerpos indicada en tubos de

citometria y se incubaron durante 15 minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad.
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Posteriormente, se afadieron 2ml de soluciéon de lisis FACS a cada tubo y tras
resuspender las células se incubaron durante 6 minutos. Seguidamente, las células se
centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos vy, tras retirar el sobrenadante con pipetas
Pasteur se lavaron las células con PBS. Después de una segunda centrifugacion a 1200
rpm durante 10 minutos se retird el sobrenadante y las células marcadas se
resuspendieron en 200ul de PBS. Finalmente los tubos se adquirieron en un citometro
de flujo modelo FACSCalibur, utilizando el programa informatico CellQuest®. Para el
andlisis de los archivos empleamos el programa Infinicyt (Cytognos S.L. Salamanca,

Espaiia).
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Quimerismo en SP de LT trancurridos 7D
del trasplante CS7BL/6 en BALB/c

] " BALB-C
o H2D PE
Receptor
e e
0 256 512 768 1024
FSC-Height -> '_&_._
w1 =
o - SAAgE . C57-BL6
" S, ETERE H2D' FITC
9 X Donante
S B T : T
i

0 n’ 0% 10 104

Sy i i W H2Db FITC
10 10 10 107 10
CD3 PerCP ->

Fig. 14. Linfocitos T en SP de un raton BALB/c trancurridos 7d de una irradiaciéon con
850cGy y un trasplante con 5x10° células procedentes de MO y 5x10° esplenocitos
procedentes de un raton C57BL/6. En rojo los LT procedentes del raton donante C57BL/6
y en verde los LT pertenecientes al raton receptor BALB/c.
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3.2.2. Obtencion, aislamiento, expansion y transduccion de CSM

El aislamiento, expansion y transduccion de las CSM humanas se hizo a partir

de muestras procedentes de medula 6sea (MO).

3.2.2.1. Obtencion de la MO

La extraccion de la MO se realizé mediante puncidn en la espina iliaca postero-
superior de donantes sanos bajo anestesia general. Se emplearon tubos estériles
(Venoject; Terumo®) a los que se adiciond heparina libre de aditivos (Heparina
5000U/ml; Seromed Biochrom KG), reconstituida con agua destilada Vitulia esteril

(Laboratorios ERN, SA). Todos los sujetos fueron debidamente informados y el
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procedimiento se realizé de acuerdo a las normas establecidas por el Comité Etico del

Hospital Universitario de Salamanca.

3.2.2.2. Separacion de CMN

La MO procedente de donantes sanos se diluyé en medio Hanks y tras
comprobar la ausencia de codgulos o restos de fibrina en la muestra se separ6 mediante
gradiente de densidad por centrifugacién con Ficoll durante 30 minutos a 500 xg
siguiendo el método que previamente habia descrito Minguell y cols.*’. Las células
mononucleadas (CMN) procedentes de la interfase se lavaron dos veces con medio
Hanks (10 minutos a 300xg). El precipitado celular obtenido, finalmente se resuspendié
en 1ml del medio de expansion de CSM para proceder a su recuento celular en camara

de Neubauer.
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3.2.2.3. Cultivo y expansion de CSM

Para la expansion de las CSM se empled el siguiente medio de cultivo: DMEM
suplementado con SBF al 10% y penicilina/estreptomicina 1%. Una vez mezclados los
componentes, se mantuvieron a 4°C durante su utilizacion.

Las CMN obtenidas a partir de MO se plantaron a una concentracion de 10°
células/cm’ en frascos de cultivo de fondo plano (Corning Incorporated, Corning, N,
USA) con medio de expansion y se incubaron en estufa a 37°C, 90% de humedad y 5%
CO,. Transcurridos 5 dias, se retird el medio de cultivo eliminando de la placa todas las
células no adheridas. Las placas se mantuvieron en cultivo hasta que alcanzaron
aproximadamente un 80-90% de confluencia. El medio se cambi6 cada 3-4 dias. Una
vez que las células alcanzaron este punto, se procedi6 a despegado de las mismas para
realizar el primer pase mediante tripsinizacion. Para ello, se retirdé todo el medio de
cultivo del frasco, se lavd con PBS estéril, y se incubd con tripsina durante 5 minutos a
37°C en atmosfera saturada de humedad y en presencia de CO,. Posteriormente, se
neutralizo la tripsina con suero fetal. Las células obtenidas tras la tripsinizacion se
plantaron de nuevo para su expansiéon a una concentracién de 5000 células/cm’® en
frascos de cultivo de mayor superficie.

La seleccion de la poblacion mesenquimal se lleva a cabo mediante sucesivos
pases en cultivo y la caracterizacion de las CSM se hace en pase 3, siguiendo los

criterios minimos establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular**®,

3.2.2.4. Caracterizacion inmunofenotipica de las CSM
Una vez obtenida la poblacion mesenquimal en pase 3, se llevd a cabo su
caracterizacion inmunofenotipica mediante citometria de flujo, empleando el siguiente

panel de anticuerpos monoclonales y combinaciones de cuatro colores
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(FITC/PE/PerCPCy5.5/APC) e incluyendo ademas un tubo control de CSM sin marcar
para corregir la elevada autofluorescencia de estas células:

- Tubo 1I: CONTROL

- Tubo 2: CD90/CD166/ anti-HLA-DR /-

- Tubo 3: CD34/CD73/CD45/CD105

- Tubo 4: CD44/CD14/CD19/-

El cultivo de CSM se tripsinizo, las células se lavaron y se resuspendieron en
PBS en tubos de citometria para proceder a su marcaje. La técnica de
inmunofluorescencia directa se llevd a cabo con los anticuerpos monoclonales

indicados. Para el marcaje, se emplearon las cantidades de anticuerpo recomendadas por
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las casas comerciales. Tras mezclar bien la muestra y los anticuerpos, se incubaron

durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se
elimind el exceso de anticuerpo mediante el lavado de las células con PBS y su
centrifugacion durante 10 minutos a 1200rpm. Finalmente se retir6 el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 200ul de PBS. Los tubos se mantuvieron a 4°C y en
oscuridad hasta el momento de su adquisicion en el citometro de flujo. La adquisicion
de las muestras se realizd en un citometro de flujo modelo FACSCalibur (Becton
Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA). La calibracion del instrumento se llevo a
cabo utilizando los protocolos previamente establecidos por el Servicio de Citometria de
nuestro hospital. La adquisicion de las muestras se hizo mediante el soporte informatico
del programa CellQuest® (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA)
mientras que el andlisis de las mismas se llevd a cabo gracias al programa Infinicyt
(Cytognos, Salamanca, Spain). Se adquirieron un total de 50.000 células totales para

proceder a su caracterizacion inmunofenotipica (Fig. 15).
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Fig. 15. Histogramas de la caracterizacion inmunofenotipica de las CSM humanas
procedentes de donantes sanos, mediante citometria de flujo.

3.2.2.5. Diferenciacion de CSM

La diferenciacion de CSM requiere de los siguientes reactivos:

- Medio de diferenciacion osteogénica (NH Osteodiff Medium, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany).

- Medio de diferenciacion adipogénica (NH Adipodiff Medium, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany).

- Medio de diferenciacion condrocitica (NH Chondrodiff Medium, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

- Etanol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

- PBS estéril (GIBCO®, Invitrogen™ Corporation, Paisely, UK).

-NBT/BCIP solution (Nitroblue tetrazolium chloride/5-bromo-4-chloro-3
indolylphosphate, Roche, Basel, Switzerland).

- Oil-Red-O solution (Certistain® Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
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- Isopropanol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
- Paraformaldehido (Panreac, Barcelona, Espafia).

- Hematoxilina (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

Método de la diferenciacion:

- Diferenciacion osteogénica. Para la diferenciacion a osteoblastos, las CSM se
plantaron en 2 placas sobre porta de 9.6 cm® (Nunc, Denmark) CSM a una densidad de
5000 células/cm® y se mantuvieron con medio de expansion hasta alcanzar una
confluencia del 80-90%. En este momento, el medio de expansiéon de CSM es sustituido

por medio de diferenciacion osteogénica en una de las placas, mientras la otra se
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mantuvo con medio de expansion para utilizarse como control negativo. Se cambi6 el

medio dos veces a la semana. Tras 10 dias de cultivo, se lavaron las placas con PBS, se
fijaron con etanol frio al 70% durante 10 minutos y se detectd la actividad fosfatasa
alcalina mediante tincién con la solucion NBT/BCIP siguiendo las indicaciones del
fabricante (Fig. 16).

- Diferenciacion adipogénica. En el proceso de diferenciacion a adipocito, las
CSM se plantaron en 2 placas sobre porta empleando las mismas condiciones de cultivo
que en la diferenciacion hacia osteoblastos. Una vez alcanzada la confluencia, se
cambid el medio de expansion de CSM por medio de diferenciacion hacia adipocito en
una placa, mientras que la otra se mantuvo con medio de expansion (control negativo).
Tras 21 dias de cultivo en medio de diferenciacion se lavaron con PBS, se fijaron con
etanol al 70% y se determin6 la aparicion de vacuolas lipidicas mediante tincién con
rojo al aceite (Fig. 16).

- Diferenciacion condrogénica. Para el proceso de diferenciacion a condrocito,

5x10° CSM en pase 3 se centrifugaron en tubos conicos de 15ml (Corning Incorporated,
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Corning, NY, USA) vy, sin resuspender el boton celular, se mantuvieron 21 dias en
cultivo con medio de diferenciacion condrogénica o en medio de expansion de CSM.
Pasado este tiempo, las muestras se fijaron con paraformaldehido al 4% y se valord la
diferenciacion hacia condrocito mediante el marcaje de las células con colageno tipo II
mediante técnicas de inmunohistoquimica. Los cortes se marcan con un anticuerpo

primario de raton anti-agrecano seguido de incubaciéon con Biotina como anticuerpo

secundario (Fig. 16).

Diferenciacion de CSM

Diferenciacién osteogénica Diferenciacién adipogénica Diferenciacién condrogénica

Inmunohistoquimica

Tincién de Fosfatasa alcalina Tincion de Adipocitos con Oil Red Ac Primario : anti-agrecano
Ac secundario: Biotina

Fig. 16. Imagenes de las diferenciaciones osteogénica, adipogénica y condrogénica a partir de
CSM derivadas de MO.

3.2.2.6. Transduccion de las CSM

Para la transduccioén de la poblacion mesenquimal se emple6 sobrenadante con
particulas lentivirales que contiene el vector pLV-CMV-Luc2-ires-GFP durante 24h.
Estos vectores portan los genes de la luciferasa y la GFP (Green Fluorescent Protein),

los cuales posibilitaran el seguimiento posterior de la transduccion.y por tanto el

seguimiento celular.
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Se parte de un cultivo de CSM en pase 2 y cuando alcanza una confluencia
proxima al 40%, se cambia el medio de expansion por medio de transduccion.

Medio de Transduccion: una dilucion 1:15 del sobrenadante de virus en medio
de expansion mesenquimal. Ademads, se afiadi6 polybrene (Sigma-Aldrich) a una
concentracion final de 8ug/ul para aumentar la eficiencia de la transducciéon. Como
control, siempre se mantiene en paralelo un cultivo sin medio de transduccion.

Transcurridas 24 horas a 37°C en el incubador de CO, se cambié el medio de
transduccion por medio fresco de expansion y se mantuvo el cultivo en condiciones
estandar de expansion 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 2x10° CSM
resuspendidas en 20ul de suero fisiologico en el ojo derecho de los ratones BALB/c

sometidos a estudio.
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3.2.3. Administracion de CSM

Para la administracion ocular de las hCSM se emplearon dos vias de

administracion:

3.2.3.1. Administracion topica

Los animales se inmovilizaron y se instil6 en el ojo derecho una gota de 20ul
con 2x10° hCSM GFP" resuspendidas en suero fisiologico estéril con ayuda de una
pipeta automatica. Se mantuvo el animal inmovilizado durante un minuto para favorecer
la absorcion celular y transcurrido ese tiempo se devolvié al animal con EICRo a la

jaula.

3.2.3.2. Administracion subconjuntival

Los animales se sedaron con isoflurano al 4.0% durante 2 minutos. Transcurrido
ese tiempo la sedacion se mantuvo con isoflurano al 2%. Se instild una gota de
ciprofloxacino topico y se inyectaron las CSM GFP' por via subconjuntival, cinco
minutos después de la induccion de la sedacion. Se inyectaron un total de 2x10° CSM
GFP" resuspendidas en 20pl de suero fisioldgico con una jeringa Terumo Myjector de
0,5mL y una aguja montada de 27x1/2”-0,4x12mm a dos milimetros del limbo
esclerocorneal. La inyeccion se llevo a cabo bajo un estereomicroscopio (Leica MZ6).
Posteriormente se instild profilacticamente povidona yodada (Betadine®) topica diluida
al 50% con suero fisiologico en el saco conjuntival. La inyeccion siempre se realizd en
el ojo derecho, de modo que el ojo izquierdo se empled como control experimental.
Durante el periodo de tiempo que el raton permaneci6 sedado con isofluorano se
administraron 20ul de Buprenorfina via subcutanea 0.1mg/kg para asegurar un periodo
de analgesia durante al menos 24h y evitar el dolor subsecuente que esta via de

administracion pueda generar.
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3.2.4. Extraccion de los ojos, la glandula lagrimal y el parpado

Tras sacrificar al animal, se procedi6 a la enucleacién de ambos ojos, realizando
en primer lugar una cantotomia lateral, seccionando la musculatura extraocular y
finalmente el nervio Optico. Una vez extraidos los globos oculares, para el estudio
anatomopatologico con hematoxilina-eosina, se realizd una incision escleral adyacente
al nervio optico incluyendo los mismos en frascos estériles con formaldehido al 5%
tamponado para su posterior procesado con el fin de llevar a cabo estudios sobre ellos.
En segundo lugar se llevo a cabo la extraccion de los parpados; para ello, antes de
proceder a su exenteracion de la orbita, se rasurd el pelo. La eliminacion del exceso de
pelo del parpado tiene como finalidad facilitar su inclusién para llevar a cabo el
procesado y posterior estudio. Después, con el fin de facilitar su orientacion a la hora de
constituir los bloques de parafina, se marcé con un pincel y tinta china la cara que
incluye la conjuntiva tarsal, fijando la tincién con Acido picrico (C6H3N307). Antes de
su inclusion en parafina, se conservaron en formaldehido al 5%. Para finalizar, se
extirparon las glandulas lagrimales extraorbitarias, localizadas lateralmente y se

incluyeron en paraformaldehido al 4% (Fig. 17).

Fig. 17. Localizacion de las glandulas lagrimales extraorbitarias en el raton.
A. Glandula lagrimal extraorbitaria. B y C Glandulas salivares.
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3.2.5. Procesamiento histolégico para microscopia optica

Con el proposito de realizar un estudio anatomopatolégico de los ojos de ratones
que presentaban signos de EICRo y sus controles correspondientes, se realizd una
evaluacion de las muestras mediante microscopia Optica. Para el andlisis, tanto el
parpado como la glandula lagrimal murina se fijaron en formaldehido al 4% durante al
menos 24h. Una vez fijadas las muestras, se colocaron en cassettes y se introdujeron en
un procesador de inclusion de las muestras en parafina (Leica ASP 6025). Para ello, se
realizaron los siguientes pasos:

- Fijacioén con formaldehido al 4% (2 pases de 1h).

- Deshidratacion utilizando alcoholes en concentraciones crecientes (se
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comienza con el alcohol al 70% y se finaliza con alcohol absoluto al 100%). La

duracion del proceso de deshidratacion es de 2,5 h.

- Aclaramiento de las muestras con Xilol (miscible con la parafina) durante 1,5 h.

- Infiltracién de las muestras con parafina a su temperatura de fusion que es de

60°C. El proceso de infiltracion dura aproximadamente unas 4h.

Una vez finalizados todos estos procesos, se sacaron las muestras del procesador
y se introdujeron en la estacion de parafina donde se elaboro6 el bloque de parafina con
la ayuda de unos moldes metélicos. Los parpados se orientaron en el molde de forma
horizontal y tanto los bloques de parpado como los de glandula se dejaron solidificar
sobre la placa fria de la estacion de inclusion de parafina. Una vez enfriados los
bloques, se desmoldaron, se retallaron y se volvieron a enfriar para poder realizar los
cortes. Mediente el uso de un microtomo de rotacion (Leica RM 2235), se cortaron
secciones de 3 micras de espesor. Los cortes se echaron a un bafio de flotacion, se

pescaron con un portaobjetos y se secaron en estufas a 60°C durante 20 minutos.
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-Tincion de Hematoxilina/Eosina

Una vez que los portaobjetos salieron de la estufa de secado, la tincidon con
hematoxilina/eosina se llevo a cabo en el tefiidor (Thermo Scientific Varistain Gemini).
Este tefiidor automatico realiza todos los procesos implicados en la tincion:

- Desparafinacion con xilol.

- Hidratacion con alcoholes en concentraciones decrecientes.

- Tincidon con Hematoxilina/Eosina.

- Deshidratacion con alcoholes en concentraciones crecientes.

- Aclarado con Xilol

Después de este ultimo paso se prepard la muestra para cubrirla con el
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cubreobjetos y el medio de montaje (DPX, Merck) de manera permanente, para su

examen histolégico empleando técnicas de microscopia dptica.

-Tincion de PAS

La reaccion de PAS (Periodic Acid Schiff) es una de las tinciones mas
empleadas en histologia y se utiliza para poner de manifiesto la presencia en los tejidos
de grupos aldehidos generados por la oxidacion previa de los hidratos de carbono. El
fundamento de la reaccion estd basado en la oxidacion de los tejidos con acido per-
yodico para incrementar el nimero de grupos carbonilos (aldehidos o cetonas)
presentes. Posteriormente, la muestra se trata con el reactivo de Schiff que reacciona
con dos grupos aldehidicos contiguos dando lugar a una coloracion rojo-purpura
caracteristica. La tincion de PAS se realizo siguiendo los siguientes pasos:

1.- Los cortes se desparafinaron con Xilol.

2.- Se hidrataron con alcoholes en concentracion decreciente en pases de 5

minutos cada uno.

3.- Oxidacion con acido Periddico al 0.5% durante 13 minutos.
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4.- Lavado con agua destilada.

5.- Tincion con reactivo de Schiff, durante 20 minutos.

6.- Lavado con agua corriente unos Sminutos.

7.- Se contrastdé con Hematoxilina de Harris durante 2 minutos.

8.- Lavado con agua corriente durante 5 minutos.

9.- Deshidratacion con alcoholes en concentracion creciente, 5 minutos en cada

uno.

10.- Aclarado con Xilol, dos pases de 5 minutos cada uno.

11.- Montaje de los cubreobjetos con medio de montaje (DPX).

El resultado final de ésta tincion es:

- Nicleos: Violeta-negro.

-Polisacaridos simples, mucoproteinas, mucopolisacaridos neutros,

membrana basal y glucolipidos: Rojo-parpura.

Todas las imagenes de microscopia Optica de este trabajo fueron obtenidas con
el Microscopio Optico Leica DMD 108 del Servicio de Anatomia Patologica del

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

3.2.6. Técnicas inmunohistoquimicas

Para evaluar la expresion de proteinas especificas de las CSM humanas en el
parpado y glandula lagrimal del ojo derecho de los ratones BALB/c receptores a los que
el dia +10 postrasplante se les habia inyectado por via subconjuntival 2x10° CSMwo
GFP" se realizaron técnicas de inmunofluorescencia.

Se emplearon secciones de muestras incluidas en parafina y procedentes de
muestras congeladas:

- Secciones en parafina: Para la obtencion de las secciones en parafina las

muestras se procesaron siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.2.5.
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- Secciones por congelacion: Tanto el parpado como la glandula lagrimal se
fijaron por inmersion en una solucién de paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato
salino 0.1M, pH 7.4 (PBS) durante doce horas. Tras la fijacién, se realizaron varios
lavados con PBS durante al menos dos horas a temperatura ambiente con el objetivo de
eliminar el exceso de fijador del tejido. Acto seguido los parpados y las glandulas
lagrimales se crioprotegieron sumergiéndolos de forma seriada en una solucion de
sacarosa en PBS a concentraciones crecientes (desde el 10% hasta el 30%) durante dos
dias. Transcurrido este tiempo, las muestras se congelaron empleando medio OCT y se
sumergieron en nitrégeno liquido.

Las secciones se obtuvieron mediante un criostato (MICROM HM 505N) a una
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temperatura de -20°C. El espesor de las secciones horizontales fue de 9 um y se

recogieron en portaobjetos doblemente gelatinizados. Los portaobjetos se dejaron secar
a temperatura ambiente y se almacenaron a -20°C hasta que se produjo su
procesamiento.

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 para la identificacion de las CSM humanas fueron:

- Anti-GFP (AB-5450, Abcam)

- Anti-mitocondria humana (MAB-1273, Millipore)
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Las imagenes de microscopia confocal fueron obtenidas con el Microscopio

Laser Confocal Leica SP5.

-Inmunohistoquimica de fluorescencia (Parafina)

La técnica comenz6 con la hidratacion de los portaobjetos durante 8h en agua
destilada y a temperatura ambiente. Después de la hidratacion de los portas, se
incubaron en jarras Coplin a 100°C en una solucion 10mM de Citrato Sodico en Tween
20 al 0,05% y pH6 durante 20 min. Esta incubacion facilita la recuperacion antigénica
eliminando los “puentes” de metileno producidos durante la fijacion que pueden

enmascarar los sitios de unién de los antigenos. Transcurridos los 20 min se retird la
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solucion de citrato y se afiadid6 PBS a 4°C. La técnica se continud con tres lavados con

PBS a temperatura ambiente durante 5 min. Tras el altimo lavado procedimos a la
preincubaciéon de los portas en suero de bloqueo. El suero de bloqueo o de
preincubacion esta compuesto por BSA 5%, suero no inmune al 5%, Triton X-100 al
0.2% y PBS (el Triton x-100 es un detergente que permeabiliza las membranas celulares
facilitando la penetracion de los anticuerpos). Las secciones se incubaron en esta
solucion durante 1h en agitacion y a temperatura ambiente. Y seguidamente se lavaron 3
veces con PBS durante 5 min en agitacion a 120rpm.

- La incubacién de los anticuerpos primarios anti-GFP 1/1000 y anti-
Mitocondria humana 1/1000 se produjo en camara fria y agitacion (50 rpm) durante
toda la noche. Se volvieron a lavar con PBS 3 veces durante 5 min a una velocidad de
120 rpm.

- La incubacién de los anticuerpos secundarios Alexa 488, dilucion 1/750 y
Alexa 555, diluciéon 1/1000, se incubaron durante 1,5 h en agitacion 50 rpm y
temperatura ambiente. Los portas se lavaron 3 veces durante 10 min en PBS y se

procedio a la tincion de los nicleos con DAPI dilucion 1/1000 en PBS durante 4 min en
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oscuridad y finalmente los portas se montaron con un medio de montaje acuoso

(VECTASHIELD), que preserva y favorece la fluorescencia.

- Inmunohistoquimica de fluorescencia (Congelacion)

Las secciones se descongelaron a temperatura ambiente y se lavaron en PBS 3
veces, durante 5 min cada una, en agitacion a 120 rpm para rehidratar el tejido. Tras el
ultimo lavado se preincubaron los portas en suero de bloqueo. El suero de bloqueo o de
preincubacion estaba compuesto por BSA 5%, suero no inmune al 5%, Triton X-100 al
0.2% y PBS. El Tritobn x-100 es un detergente que permeabiliza las membranas

celulares facilitando la penetracion de los anticuerpos. Las secciones se incubaron en
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esta solucion durante 1h en agitacion y a T* ambiente. Y seguidamente se lavaron 3

veces con PBS durante 5 min en agitacion a 120rpm.

- La incubacion de los anticuerpos primarios anti-GFP 1/1000 y anti-mitocondria
humana 1/1000 se produjo en camara fria y agitacion (50 rpm) durante toda la noche. Se
volvieron a lavar con PBS 3 veces durante 5 min a una velocidad de 120 rpm.

- La incubacién de los anticuerpos secundarios Alexa 488, dilucion 1/750 y
Alexa 555, dilucion 1/1000, se realiz6 durante 1,5 h en agitacion a 50 rpm y temperatura
ambiente. Los portas se lavaron 3 veces durante 10 min en PBS y se procedié a la
tincion de los nicleos con DAP dilucion 1/1000 en PBS durante 4 min en oscuridad y
finalmente los portas se montaron con un medio de montaje acuoso (VECTASHIELD),

que preserva y favorece la fluorescencia.

- Inmunohistoquimica para la determinacion de la actividad Caspasa 3
La actividad de la Caspasa 3 se determind en la conjuntiva tarsal de ratones
BALB/c control y con EICRo. Las muestras se procesaron tal y como se describe en el

apartado 3.2.6.1. Se emple6 agua oxigenada al 3% durante 20 min con el fin de inhibir
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la peroxidasa enddgena, se lavaron los portas durante de 5 min con PBS y se bloquearon
durante 60 min con suero, con el fin de evitar un marcaje inespecifico. La determinacion
de la Caspasa 3 se continu6 mediante el sistema automatizado BOND-MAX® (Leica
Biosystems, Melbourne, Australia). El sistema incub6 los portas durante 60 min con el
anticuerpo primario policlonal de conejo anti Caspasa 3 (Cell Signaling Technology,
MA, USA) empleando una dilucion 1:400. Para el revelado, se empled la tecnologia de
polimero compacto Novolink Polymer Detection System® (Leica Microsistemas,
Barcelona, Espafia; RE7140-K) durante 8 min y Diaminobencidina (DAB) durante 10

min. Concluimos el proceso con una tincion de la muestra con hematoxilina.
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3.2.7. Técnica de la citologia de impresion
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Las muestras se recogen en tiras de papel de filtro de 5x3 mm de tamano, con
una esquina en pico para su mejor manejo. Las tiras de papel se colocan sobre las
distintas areas de la superficie ocular durante unos 3 segundos, haciendo una ligera
presion con la punta de unas pinzas tras aplicar anestesia topica en el fondo de saco.
Tras la obtencion de las muestras, se fijan con alcohol de 96% durante, al menos, 10
minutos y procediéndose posteriormente a su tincion con PAS-hematoxilina que pone

de manifiesto la mucina de las células caliciformes y las estructuras celulares basoéfilas.

3.2.8. Animales con EICR

3.2.8.1. Monitorizacion de la EICR

En los ratones trasplantados con MO y esplenocitos se evaluaron mediante un
sistema de puntuacion estandar que va de 0 a 2, dos veces a la semana. Se incorporaron
5 rasgos clinicos de evaluacion que facilitan la monitorizaciéon de la evolucion de la

EICR**:
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1- Pérdida de peso

2- Postura (encorvamiento)
3- Actividad

4- Textura de la piel

5- Integridad de la piel

3.2.8.2. Monitorizacion de la EICRo

Ademés de estos 5 rasgos clinicos de los que nos servimos para la
monitorizacion de la EICR, se valoraron las caracteristicas macroscopicas del ojo
derecho y del ojo izquierdo de estos ratones independientemente, 2 veces por semana,

teniendo en cuenta: el pelo periocular, el borde palpebral y el blefarospasmo. Se
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establecieron 3 grados de afectacion clinica dependiendo de los signos macroscopicos
observados en los ratones™**:

- La valoracion de (. Se corresponde con ratones que no presentaban pérdida de

pelo alrededor de los ojos, ni costras ni enrojecimiento del borde palpebral, no

existia blefarospasmo.

- La valoracion de 1. Se corresponde con una de las siguientes caracteristicas:

perdida de pelo periocular, costras o enrojecimiento del borde palpebral y

blefarospasmo.

- La valoracion de 2. Se corresponde con ratones que presentaban dos o tres de

las caracteristicas mencionadas anteriormente.

Los ratones se agruparon en funcion de su tratamiento en diferentes jaulas con
cobertor. La monitorizacidon individualizada de los ratones permitié un seguimiento de
la evolucion de la EICR y el efecto diferencial que la inyeccion subconjuntival de CSM
GFP" pudiese producir en el ojo derecho. El seguimiento de cada raton se hizo a tiempo

0 y a partir de ese momento dos veces a la semana.
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3.2.8.3. Experimento murino

Con el proposito de generar un modelo de EICRo murino, se establecieron 4
subgrupos experimentales (Tabla 7). Cada uno de los cuales, se repitié un minimo de 5
veces.
- TBI (total body irradiation): Control de irradiacion.
- MO: Control de MO (infusion de 5x10° celulas de MO).
- EICR ocular: Infusion de 5x10° celulas de MO + 5x10° esplenocitos
- EICR ocular + CSMyo: Infusion de 5x10° celulas de MO + 5x10° esplenocitos +

2x10° CSMyo.

Tabla 7. Relacion de los subgrupos del modelo experimental

>
= =)
85
= o
U =
= Q@
1]

s =

MODELO EXPERIMENTAL MURINO

Grupo  Trradiacion MO BAZO  Administracion N N

880Gy Al QI subconjuntival Ratones Ratones

e (SN recepores donantes

Dia+10 BALB'c (37BLS
1.TBI | NO NO NO 1
LMO | | NO NO J
3.EICHo 1 1 | NO §
SEICHHCM, ST S | Sl ;

]

JLUJEVI ! 3

El experimento se realizd 5 veces, empleando en cada ocasidn 14 ratones
BALB/c y 3 ratones C57BL/6.

Todos los ratones trasplantados con MO y con MO y esplenocitos se
mantuvieron durante 4 semanas postrasplante en el animalario. Transcurrido ese tiempo

se sacrificaron e inmediatamente después se realizo la enucleacion de los ojos.
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- Grupo experimental TBI

El proceso de irradiacion se llevé a cabo empleando un irradiador de muestras
biologicas Gammacell 1000. Este irrediador se encuentra situado en el animalario del
Edificio Departamental de la Universidad de Salamanca y emplea una fuente de Cesio
137.

Los ratones receptores BALB/c hembra con un peso aproximado de 20 g se
sometieron a una irradiaron corporal letal de 850 cGy dividida en dos fracciones de 425
cGy separadas por un intervalo de tiempo de 4 horas (Fig. 18).

De acuerdo con nuestra experiencia los animales que se sometan a irradiacion
corporal total (TBI), presentan una supervivencia aproximada de 10-14d post-
irradiacion. Empleando técnicas de puncion mandibular se extraerd SP a los ratones de
este grupo experimental el dia 8 post-irradiacion. Los ratones cuyo hemograma presenta
un recuento inferior a 100 neutréfilos/pl se sacrifican mediante anestesia seguida de

dislocacion cervical como criterio de punto final.

GRUPO EXPERIMENTAL TBI

W

. 2x425¢GY
IRRADIACION 850 cGy ——

4h
BALB-C

Fig. 18. Esquema del modelo de control de irradiacion.

- Grupo experimental de trasplante de MO
Los ratones receptores BALB/c recibieron 4h después de la segunda irradiacion
un total de 5x10° células procedente de los fémures y las tibias de los ratones donantes
C57BL/6 por via endovenosa a través de la cola (Fig. 19). Las células procedentes de la
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MO se resuspendieron en un volumen final de 300l de RPMI. En el desarrollo de este
grupo experimental la supervivencia de los animales no se vid comprometida

constituyendo por tanto un buen modelo murino de control de irradiacion y de

trasplante.

TRASPLANTE DE MO
IRRADIACION 850 ¢Gy —»
BALB-C
> 7]
=c
- Wy i3
R
C57-BL6 Es
e 5x106 células
f -
|| MO °
- [L : BALB-C

Fig. 19. Esquema del modelo de trasplante de MO murino.

- Grupo experimental EICRo

Los ratones receptores BALB/c recibiran 4h después de la segunda irradiacion
por via endovenosa a través de la cola un total de 5x10° células procedente de los
fémures y las tibias y 5x10° de células procedentes del bazo de los ratones donantes
C57BL/6 resuspendidas en un volumen de 300ul de RPMI. Estos procedimientos
requieron de la inmovilizacion del raton receptor en una jaula donde con una bombilla
infrarroja de calor se dilataron las venas laterales de su cola. En los grupos en los que se
generd EICR se asumi6 la posibilidad de que en un 10-20% de los animales pudieran

desarrollar infeccion o fallo de injerto.
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El rescate de la irradiacion corporal total se debe a las células procedentes de la
MO mientras que las células maduras del bazo del raton donante C57BL/6 son las

inductoras de la EICR en el raton receptor BALB/c (Fig. 20).

GENERACION DE EICHo
TRASPLANTE DE MO y ESPLENOCITOS

A

IRRADIADOR
IRRADIACION 850 ¢cGy —“°
Gammacell 1000 BALB-C

AR o R

C57-BL6  5x106células ik \

/ BALB-C
SR 0 N

C57-BL6  5x10° células
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Fig. 20. Esquema del modelo murino de trasplante y generacion de EICR.

- Grupo experimental EICRo tratado con CSM administradas por via
subconjuntival.

Este grupo experimental se genera del mismo modo que el descrito en el
apartado anterior con la salvedad de que estos ratones se trataron con CSM
administradas por via subconjuntival el dia +10 postrasplante (Fig.21). El cultivo in
vitro de CSMmo GFP' se tripsinizaron, se recontaron y un total de 2x10° células se
resuspendieron en 20ul de suero fisiolégico y mediante jeringas de 27G se
administraron en el ojo derecho de los ratones con EICRo por via subconjuntival.
Durante el periodo de tiempo que el raton permanecié anestesiado con isofluorano se le
inyect6 por via subcutanea 20ul de Buprenorfina a una dosis de 0.1mg/kg que asegura

un periodo de analgesia superior a 12h.
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GENERACION DE EICHo
TRASPLANTE DE MO y ESPLENOCITOS
INYECCION SUBCONJUNTIVAL DE CSM,,o

W

IRRADIADOR
IRRADIACION 850 cGy —=°
Gammacell 1000 BALB-C

l MO 7
W

C57-BL6  5x10¢células ik \
|
2x10° CSM

/ BALB-C
B o N

C57-BL6  5x10° células
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Fig. 21. Esquema del modelo de generacion de animales con EICRo y su tratamiento
con CSMyo administradas por via subconjuntival.
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3.2.8.4. Modelo de punto final

El modelo C57BL/6 en BALB/c es un modelo de trasplante murino validado y
contrastado en numerosas publicaciones. Para el desarrollo de este proyecto, hemos
puesto a punto un criterio de punto final basado en la aplasia medular. Por tanto, de los
valores hematimétricos de la SP murina se determinaron los criterios de punto final con

el fin de evitar un sufrimiento animal innecesario.

3.2.9. Fluorescencia y luminiscencia

La fluorescencia es la emision de fotones que tiene lugar como resultado del
regreso al estado basal de energia de una sustancia, denominada fluorocromo y que
previamente ha sido excitada a un nivel de energia superior mediante la absorcion de
fotones excitantes (395-600nm), de mayor energia que los emitidos. El tiempo entre la

excitacion y la emision es del orden de milisegundos.
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Los fluorocromos pueden ser usados como trazadores en células modificadas
genéticamente para su expresion bajo el control de determinados promotores. La
deteccion de fotones de la correspondiente longitud de onda es evidencia de la presencia
del trazador. Un ejemplo de fluorocromo es el de la proteina verde fluorescente (GFP),
se obtiene a partir de la medusa Aequorea victoria, que emite luz verde (a 509nm)
cuando se excitada con luz violeta (395nm)>°.

La fluorescencia es de gran utilidad para el seguimiento de trazadores en

secciones de tejidos, pero debido a su baja penetrancia es menos Util para generar

imagenes de modo no invasivo in vivo.

3.2.9.1. Bioluminiscencia
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La luminiscencia es la produccion de fotones de luz como resultado de una

., , . 251 . .. .
reaccién quimica™ y concretamente, en el caso de la bioluminiscencia los fotones son
el producto de una reaccion de oxidacion de un sustrato catalizado por una enzima. El
ejemplo mas utilizado es el de la luciferasa de la luciérnaga Photinus Piralis (FLuc) que

cataliza la reaccion de oxidacion de la luciferina (Fig. 22).

Luciferina

R¢ely -~

F Luciferasa A
Mg™]  h GOy

AR + PR,
b
HO P &
|

T, |'|.1:‘\L

0 .
Luciferasa

Oxoluciferina

Fig. 22. Reaccion catalizada por la FLuc en la cual se obtienen fotones a partir de la luciferina y ATP.
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Las luciferasas que emiten un gran porcentaje de los fotones desde el rojo al
infrarrojo (600-900nm) son mas ventajosas, ya que la atenuacion tisular de los fotones
se minimiza en esta region de espectro. Por ello tienen mayor penetrancia, siendo
Optimas para el uso en modelos in vivo no invasivos.

La emision de fotones se evidencia por la presencia de un trazador. Las
luciferasas tienen multiples ventajas como trazadores:

a) Se pueden introducir genéticamente en las células, de modo que no se diluyen

a pesar de que las células proliferen.

b) La cantidad de fotones generados es proporcional a la cantidad del trazador

expresado por las células.

c¢) Los mamiferos carecen casi por completo de reacciones quimioluminiscentes,

por lo que el fondo es practicamente nulo.

d) Los instrumentos de deteccion de fotones son muy sensibles™>.

Sin embargo, una desventaja de las luciferasas es que como trazadores requieren
de la administracion del sustrato al animal de experimentacion para que la emision de
fotones tenga lugar.

Las técnicas Opticas de imagen requieren que las células implantadas en los
animales a estudiar expresen el gen trazador de modo que se permita su seguimiento in
vivo. Una de las estrategias mas empleadas para la incorporacion de tales genes, por
ejemplo FLuc, es el uso de vectores viricos, como pueden ser los lentivirus. La
capacidad de los vectores lentiviricos para transducir todo tipo de células, incluyendo
las que no estan en division, los hace especialmente utiles para introducir material

ret 7 253
genético en células troncales adultas™”.
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)

Luciferina
15ug/g de raton

\ 4

i Monitorizaciéon de la

bioluminiscencia
Contive pabetrsl

Xenogen IVIS 50 Biolumi TImaging System

Inyeccion subconjuntival de CSM GFP+
10 dias postrasplante

Fig. 23. Resumen la estrategia utilizada en la plataforma de analisis basada en procedimientos de
biolumuniscencia no invasiva (BLI).
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3.2.9.2. Analisis de la bioluminiscencia in vivo

La localizacion de las CSM se pudo detectar gracias a la actividad luciferasa que
presentan las mesenquimales tras ser transducidas. Para ello, se inyectd a los ratones
una dosis de 15 pg de luciferina/g de raton por via intraperitoneal, empleando una
solucion de luciferina (Promega, Madison, WI, USA) a una concentracion de 15 mg/ml
reconstituida en PBS. Los animales se anestesiaron con isofluorano (Forane, Abbot
Laboratories, Madrid) y se colocaron en los soportes para facilitar la toma de imagenes
en un sistema de bioluminiscencia Xenogen IVIS 50 (Xenogen Corporation, Caliper
Life Science, Alameda, CA, USA). La toma de imagenes comenzo6 transcurridos 10
minutos de la inyeccion del sustrato (luciferina). En este momento la luciferasa alcanza
su maxima actividad y permite que la emision de fotones sea constante. Las imagenes se
adquirieron y analizaron empleando el programa Living Image 2.50.1 (Xenogen
Corporation, Caliper Life Science, Alameda, CA, USA). Para el andlisis se

determinaron las regiones de interés (ROI) basadas en el contorno de las mismas y
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calculando para cada una de ellas la emision de fotones/segundo. La emision de
bioluminiscencia se analiz6 los dias +2, +7, +14, +21 y +28 de la inyeccion

subconjuntival de las CSM transducidas.

3.2.10. Medida de la produccion de lagrima. Prueba del rojo

fenol (PRT)

Con la finalidad de valorar el volumen de lagrima se ha utilizado la prueba del
rojo fenol (PRT-TEST, Phenol Red Thread. Tianjin Jingming New Technological
Development Co., Ltd. Tianjin, China) en la que se aloja un fino hilo de algodén

impregnado con rojo fenol sobre el tercio lateral del parpado inferior de forma parecida
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a una tira de Schirmer. La absorcion del fluido lagrimal ligeramente alcalino (pH 7,4)

induce un cambio de color del rojo al amarillo en el hilo. La medida del volumen de
lagrima se lleva a cabo durante un tiempo de 30 segundos en comparacion con la prueba
de Schirmer que tarda 5 minutos™*.

Para adaptar esta técnica al uso murino, el hilo de rojo fenol de 7.5 cm de
longitud empleado en humanos se corté en fragmentos de 1 cm que son los que se
alojaron con la ayuda de unas pinzas en el menisco del canto lateral superior de cada ojo
del raton BALB/c (Fig.24). Como se realiza en la exploracion adaptada a seres
humanos, la medida del volumen de lagrima se llevd a cabo durante un tiempo de 30
segundos. La longitud de la porcion humedecida del hilo que adquiere una coloracion
rojiza se fotografio en un microscopio (Olympus Provis AX70) y se midi6 con la ayuda

de un programa de analisis de imagen (http://rsbweb.nih.gov/ij/) (Fig.25). Las

mediciones de la produccion de lagrima se hicieron sin necesidad de anestesia tanto en
ratones BALB/c control (trasplantados con MO) como en los que se generd el modelo

de EICR.
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Fig. 24. Imagen de la presentacion comercial de los hilos de rojo fenol empleados e imagen de la
medicion de la produccion de lagrima de un raton BALB/c.
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Fig. 25. Medida del volumen de lagrima mediante la impregnacion del hilo rojo fenol. A. A los 21 dias
postrasplante en raton BALB/c MO (control). B. A los 21 dias postrasplante en raton BALB/c con EICR.

3.2.11. Osmolaridad de la pelicula lagrimal
Para establecer la osmolaridad de la pelicula lagrimal se emplea un

osmolarimetro que permite conocer el grado de salinidad de la lagrima255, lo cual
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determina la salud y estabilidad de la pelicula lagrimal, que se ve alterada con la
sequedad ocular dado que, al disminuir la cantidad de ldgrima, aumenta su
concentracion salina. Empleamos un osmolarimetro TearLab (TearLab Corp San Diego,
CA, EE.UU.) (Fig. 26) que permite una determinacion precisa, rapida, e indolora de la
osmolaridad lagrimal y que da una medida cuantitativa en pocos segundos y ha
facilitado la medicion de la osmolaridad en el entorno clinico. Su chip de alta tecnologia
funciona como sistema de toma y medicion de un solo uso que permite simultdneamente
recoger y analizar la impedancia eléctrica de una muestra de lagrima (tecnologia “lab-
on-a-chip”). Permite conocer el grado de salinidad de la lagrima, cosa que determina la

salud y estabilidad de la pelicula lagrimal, que se ve alterada con la sequedad ocular
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dado que, al disminuir la cantidad de lagrima, aumenta su concentracion salina. Los

resultados de osmolaridad obtenidos con este equipo son fiables y se correlacionan con
el grado de afectacion de la enfermedad. Esta tecnologia se ha podido aplicar en los
modelos murinos gracias a que requiere de un escaso volumen de lagrima (50nl) que se
obtiene directamente del canto lateral del ojo del raton BALB/c por una accidn capilar
pasiva, para medir los electrolitos. Se aplicaron los procedimientos de control de calidad
antes de las mediciones experimentales de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
El lector del TearLab convierte la informacion obtenida de cada chip desechable en un
valor cuantitativo en miliosmoles por litro. El proceso completo desde la toma de
muestra hasta la obtencion del resultado requiere unicamente unos 10 segundos. Las
mediciones en los dos ojos se realizaron sin anestesia con la finalidad de no alterar el

resultado obtenido.
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Chip TearLab

Fig. 26. Imagen del osmolarimetro TearLab y de los chips empleados en cada medicion.
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3.2.12. Infiltracion linfocitaria de la glandula lagrimal en ratones

BALB/c con EICRo

Una vez que el examen histolégico de los parpados y la glandula lagrimal en el
modelo de trasplante y generacion de EICRo C57BL/6 en BALB/c reveld la existencia
de infiltracion linfocitaria inflamatoria se puso a punto y se procesaron para analizar
mediante citometria de flujo las muestras murinas de glandula lagrimal. Transcurridas 4
semanas de la inyeccion subconjuntival de hCSM GFP+ en el ojo derecho de ratones
BALBJ/c a los que se les habia generado EICRo. Se sacrificé al animal y se procedi6 a la
enucleacion de ambos ojos con extirpacion de las glandulas lagrimales. El tejido
glandular se disgregd mecénicamente entre dos portas esmerilados. El producto
obtenido se depur6 a través a de filtros de 40pum de poro y tras el lavado de las células
con PBS, se determind el nimero de células obtenidas. Un total de 5x10° células
procedentes de la glandula lagrimal derecha e izquierda se marcaron con la siguiente
combinacidn de anticuerpos:

- H2D® FITC/H2D® PE/CD3 PerCP-Cy5.5/CD45 APC
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- H2D" FITC/H2D? PE/CD8 PerCP-Cy5.5/CD4 APC

El analisis de este panel de anticuerpos con el que se marcaron las células
procedentes de ambas glandulas nos permitio establecer la infiltracion linfocitaria y su
origen autélogo o alogénico.

Los estudios de citometria se llevaron a cabo en un citometro FACS Calibur
(Becton Dickinson), empleamos el programa de adquisicion CellQuestR (Becton

Dickinson Bioscience) y las muestras se analizaron mediante el programa Infinicytl.1

(Cytognos S.L.).
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4.1. Modelo de generacion de la EICRo

El esquema del modelo experimental empleado se resume de nuevo en la Figura 27.

MODELO DE GENERACION DE EICHo y
ADMINISTRACION SUBCONJUNTIVAL DE MSC GFP+

\

.fL N

5x10° MO 5 x 10° bazo i ]
200000 MSC GFP+/raton

850cGy S
<§ ;§ <§ a
C57 BL6 1 semana 3 semana
, Post-subconjuntival Post-subconjuntival
% Dia 0 4h post- u'radlaclon 10 dias post -irradiaciéon
° L 1 1 1 .z
I { T T 1 Enucleacion
2 semana 4 semana
BALB-C Post-subconjuntival Post-subconjuntival
300pl por via endovenosa 20pl por via subconjuntival
BALB-C BALB-C

- A\
QOjo derecho

Fig. 27. Esquema cronolodgico del modelo murino de generacion de ECRo. Trasplante de MO
y esplenocitos.

4.2. Animales con EICRo. Analisis clinico y anatomopatologico

del parpado y de la glandula lagrimal

4.2.1. Signos clinicos de EICR y EICRo

Los distintos signos clinicos de EICR y de EICRo se valoraron individualmente
en cada raton 2 veces a la semana hasta el dia +40 postrasplante.

En la grafica (Fig. 28) relativa al peso (4), se observa una disminucion brusca de

peso en ambos grupos siendo mas intensa y precoz (a la semana aproximadamente) en
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los ratones con EICR. En ambos casos, hay una posterior recuperacion, siendo mas
discreta en la poblacion con EICR, la cual ademds experimenta posteriormente una gran
pérdida sostenida que se mantiene hasta el dia 40 postrasplante, posiblemente por los
trastornos digestivos asociados al cuadro de EICR (Fig. 28).

En las graficas de postura (B), actividad (C), pelo (D) y piel (E)
respectivamente (Fig.28) se hace muy evidente la diferencia entre los dos grupos de
estudio. Mientras el grupo de la MO (control) se mantuvo estable a lo largo del periodo
de seguimiento sin experimentar cambios, en el grupo de EICR se observo un deterioro
progresivo. En el caso del pardmetro referente al pelo (D), entre el 5° y 10° dia
postrasplante, la poblacién control experimenta un leve empeoramiento del cual se
recupera al 15° dia aproximadamente debido al efecto de la radiacion y de las células
recibidas mediante el trasplante de MO (Fig. 28).

A la vista los resultados obtenidos podemos afirmar que la valoracion de la
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EICR sistémica evidencia la existencia de cambios en los 5 rasgos clinicos de

evaluacion que facilitan la monitorizacion de la evolucion de la EICR, siendo en todos
los ratones la puntuacion >1 transcurridos 40 dias del trasplante. Es decir, en todos los
receptores a los que se les generd6 EICR se constatd pérdida de peso, postura
“encorvada”, disminucidn de la actividad y alteracion de la textura del pelo e integridad
de la piel.

Los cambios clinicos oculares de los ratones con EICR se clasificaron teniendo
en cuenta 3 grados de afectacion clinica dependiendo de los signos macroscépicos

22%): blefarospasmo, pelo periocular, y borde

observados en los ratones (Lorenzo y cols.
palpebral. Todos los animales presentaron una puntuacion >1 en al menos uno de los

ojos a los 40 dias postrasplante. Estos signos clinicos oculares comenzaron a apreciarse

transcurridos 10-15 dias a'roximadamente tras el trasplante con signos leves, como
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blefarospasmo o pequenas alteraciones en el borde palpebral. A los 40 dias del
trasplante la afectacion ocular se agravd apareciendo costras, heridas en el borde
palpebral y alopecia.

En la altima gréfica, se establecen las diferencias oculares entre el grupo control
(MO) y el de EICR observandose un empeoramiento progresivo de los signos y
sintomas oculares en el grupo EICR respecto al control, secundarios a los procesos
propios de la patologia subyacente (Fig. 28).

Las alteraciones macroscdpicas oculares se correlacionan en el tiempo y en la
magnitud de los sintomas con los signos sistémicos de EICR. Los animales fueron
sacrificados a los 40 dias del trasplante, e inmediatamente después se realizé la
extraccion de los parpados y la glandula lagrimal para el estudio histologico e

inmunohistoquimico.
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Fig. 28. Pérdida de peso (A), postura (B), actividad (C), integridad del pelo y de la piel (DyE) y
afectacion ocular (F).
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4.2.2. Examen anatomopatologico de la superficie ocular en el

modelo de EICRo

4.2.2.1. Examen histologico mediante hematoxilina

En el examen de las muestras procesadas y tefiidas con hematoxilina-eosina y
analizadas mediante microscopia Optica se apreciaron lesiones caracteristicas de la
EICR en todas las estructuras implicadas en este estudio, es decir, en la piel de los
parpados, la conjuntiva tarsal y la glandula lagrimal. Las lesiones histologicas y
fendmenos mas frecuentemente observados mediante la tincidn de hematoxilina- eosina
en nuestras muestras son las siguientes:

1- Células y cuerpos apoptoticos. Se observaron de forma mas frecuente como
células aisladas aunque se localizaron ocasionalmente en pequefios grupos de células
apoptoticas que se separaban de las células sanas vecinas, y que se rodeaban de un

espacio claro (Fig. 30 C). Entre los cambios caracteristicos de la apoptosis que se
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observaron en las muestras murinas estaban la condensacion del citoplasma y cambios
en la forma y el tamafio celular: las células que son redondas originalmente aparecen
elongadas y, generalmente, mas pequeias. Otro cambio observado, el mas caracteristico
de la apoptosis, fue la condensacién de la cromatina nuclear y la presencia de cuerpos
apoptoticos.

En nuestro trabajo, ademas de identificar estos cuerpos apoptoticos mediante
hematosilina-eosina, confirmamos su existencia empleando el método de la Caspasa 3
(NovocastraTM Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody CPP32) (Fig 32 B y C).

2.- Vacuolizacion citoplasmatica: Se trata de un fendémeno que se caracteriza por
la aparicion de una o varias vacuolas desiguales en el citoplasma las cuales rechazan el
nucleo hacia la periferia en las muestras sometidas a tincidn con hematoxilina-eosina

(Fig. 30 Ey 31 D).
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3.- Satelitosis: En la EICR, se denomina asi a la agrupacion de linfocitos (células
inflamatorias) que se localizan alrededor de células en proceso de apoptosis que se
hallan de forma aislada y que se observan en las muestras tefiidas con hematoxilina-
eosina.

4.- Infiltrado inflamatorio mononuclear linfocitario en capas basales y
suprabasales, perivascular y dispuesto en pequenios grupos.

En las muestras analizadas dentro de este trabajo, segun la localizacion
anatomica implicada, observamos lo siguiente:

En la region cutinea periocular, la principal caracteristica observada ha sido la
atrofia epidérmica acompanada de la presencia de infiltrados linfocitarios y cambios en
los queratinocitos. Los infiltrados linfocitarios, se han observado en la dermis
superficial y en la mayoria de los cortes se han encontrado linfocitos en la epidermis.
Asi mismo, existe una degeneracion vacuolar localizada en las células basales

epidérmicas. Es caracteristica la observacion de linfocitos alrededor de queratinocitos
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disqueratdsicos o apoptoticos, lo que se ha definido con anterioridad como necrosis
celular satélite o satelitosis, la cual hemos localizado en distintos cortes histologicos
tefiidos con hematosilina-eosina. En las formas mdas graves, aquellas que
macroscopicamente presentaban una mayor afectacion, se ha observado una correlacion
entre estas alteraciones y la existencia de hendiduras y espacios con la microscopia
optica que son el resultado de la separacion de la unidon dermoepidérmica y que

aparecen secundariamente a los fendmenos de necrosis de queratinocitos.

En las muestras de glandula lagrimal, en el tejido conectivo se ha observado una
alta densidad de fibras de colageno y abundante nimero de células inflamatorias (Fig.
29 D y F), principalmente linfocitos y, en menor cantidad, células plasmaticas,

dispuestas por todo el tejido conectivo, variando su nimero en funcion del grado de
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severidad de la enfermedad, llegando a formar densos aciimulos celulares. En los casos
mas graves se ha observado una intensa esclerosis interacinar. El calibre de los vasos
capilares y de los linfaticos disminuy6 de forma importante, encontrandose colapsados,
hasta llegar al punto de observar una oclusion casi total de todos ellos. Los conductos
excretores mostraron dilatacion importante de su luz y estasis de su contenido estando

revestidos por una capa de células epiteliales planas (Fig.29 D y F).

En la conjuntiva tarsal, se observd con frecuencia un proceso de metaplasia
escamosa y disqueratosis conduciendo todo ello a la pérdida de epitelio conjuntival
propio (Fig. 30 E). Otros fendmenos descritos con anterioridad que observamos son la
satelitosis, la necrosis celular con cuerpos apoptéticos y la existencia de microvesiculas
subepiteliales y células mononucleadas en la sustancia propia de la conjuntiva (Fig. 30
CyE).

Tras el examen histologico completo se pudo comprobar, que todos los ratones
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sometidos a una irradiacion total y a los que posteriormente se les habia inyectado

células procedentes de medula odsea y del bazo mostraban alteraciones
anatomopatologicas caracteristicas de EICR ocular.

Ninguno de los hallazgos macroscopicos ni microscopicos descritos con
anterioridad estaban presentes en los ratones control de nuestro modelo murino (Fig. 29
A,Cy F. Fig. 30 A y D), por lo que descartamos que estos cambios histologicos estén
causados por la irradiacion, el estrés, ni ningin otro factor a los que son sometidos los
ratones control, si no que, estos hallazgos parecen ser especificos y propios del proceso

de la EICRo generado en el presente estudio.

9 (@)
©



Resultados

- Examen histologico mediante hematoxilina-eosina de la glandula lagrimal

Mediante la tincién hematoxilina-eosina se observaron los cambios
anatomopatologicos y se establecieron diferencias estructurales en la glandula lagrimal
de ratones BALB/c entre el grupo control y el grupo al que se trasplantd y generd
EICRo después de 4 semanas (Fig. 29).

TEJIDO CONTROL EICR
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Fig. 29. A. Estructura anatomopatoldgica homogénea en raton control. Magnificacion x10. C. Detalle de
los conductos secretores tapizados por epitelio monoestratificado cubico (flechas). Magnificacion x20. E.
Colapso de la luz ductal (asteriscos) caracteristica del tejido glandular lagrimal de los especimenes sanos.
Magnificacion x20. B. Cambios histologicos en el tejido glandular de raton con EICRo. Magnificacion x
10 D y F. Importante fibrosis alrededor de los conductos excretores acompaiiados de infiltrado
inflamatorio (flechas). Magnificacion x20. F. Detalle con microscopia Optica de la dilatacion intraductal
(asteriscos), revestimiento de los ductos por un epitelio plano monoestratificado, células mioepiteliales
periductales y la existencia de componente inflamatorio difuso (flechas). Magnificacion x 20.
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-Examen histologico mediante hematoxilina-eosina del parpado

Mediante la tincion hematoxilina-eosina se observaron los cambios
anatomopatologicos y se establecieron diferencias estructurales a nivel de la conjuntiva
tarsal en ratones BALB/c entre el grupo control y el grupo al que se trasplant6 y gerner6d
EICRo después de 4 semanas. Se evidencié la aparicion de metaplasia escamosa,
alteracion en el volumen de células caliciformes conjuntivales, la presencia de cuerpos
apoptoticos y la vacuolizacion de los estratos basales del epitelio conjuntival en el grupo

de ratones BALB/c que desarrollé6 EICRo (Fig. 30).

TEIIDO CONTROL EICRo

Fig. 30. A. Detalle con microscopia Optica del borde libre palpebral, a nivel de la unién mucocutanea en
raton control. Se observa la sustitucion progresiva de las células de la piel que muestran queratinizacion
en los estratos superficiales (flechas) por células cubicas y columnares que constituyen el epitelio
poliestratificado de la conjuntiva bulbar (asterisco). Magnificacion x20. D. Secreciébn mucosa por parte de
las células secretoras del epitelio conjuntival en ratén control (flechas). Magnificacion x40. B. Secrecion
mucosa aislada en conjuntiva de ratén con EICRo. Magnificacion x40. C. Detalle de cuerpo apoptotico en
conjuntiva tarsal de raton con EICRo (flecha). Magnificacion x40. E. Metaplasia escamosa en conjuntiva
tarsal (asterisco). Se observan cuerpos apoptoticos y vacuolizacion de los estratos basales del epitelio
conjuntival (flechas). Magnificacion x40.
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4.2.2.2. Examen histologico mediante PAS-azul alcian del parpado

La tincion PAS pone de manifiesto la secrecion que ejercen las células
caliciformes  conjuntivales de  polisacaridos  simples, mucoproteinas y
mucopolisacaridos neutros que participan en la formacion de la capa mucosa de la
pelicula lagrimal. Una caracteristica de la EICRo es la deplecion de células caliciformes
a nivel palpebral que se comprobd en los ratones a los que generé EICRo al observar
una disminucion en la tincién de PAS en la conjuntiva tarsal murina tras 4 semanas al

compararlo con el tejido control (Fig. 31).

TEJIDO CO
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Fig. 31. Detalle con microscopio optico del producto PAS positivo correspondiente a mucopolisacaridos
elaborados por las células caliciformes de la conjuntiva tarsal de ratones controles sanos. A 'y C
Abundante material de secrecion PAS positivo en conjuntiva tarsal (flechas) de ratones control. En A se
observan las criptas de Henle propias del tejido conjuntival secretor sano (asterisco). Magnificacion x20.
B y D. Ausencia de material PAS positivo en epitelio conjuntival en ratones con EICRo. Se observa la
ausencia de las criptas tipicas. Estos fendmenos se acompafian de procesos de metaplasia escamosa y
vacuolizacion en capas basales del epitelio conjuntival (flechas). Magnificacion x20.
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4.2.2.3. Examen histolégico de la conjuntiva tarsal mediante caspasas 3
Mediante la tincidn inmunohistoquimica con el anticuerpo anticasapasas 3
observamos la presencia de los cuerpos apoptoticos tipicos de los estratos basales del

epitelio conjuntival de los ratones con EICRo (Fig. 32).

TEJIDO CONTROL EICRo
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Fig. 32. A. Ausencia de tincion con Caspasa 3 en conjuntiva tarsal de raton control. Magnificacion x20.
y C. Tinciéon con Caspasa 3 de cuerpos apoptéticos en conjuntiva tarsal 38 dias después de la

generacion de EICRo. Magnificacion x100.
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4.2.2.4. Examen histologico mediante citologia de impresion conjuntival
La citologia de impresion permite recoger las capas mdas superficiales del
epitelio corneo-conjuntival permitiendo conocer la interaccidn que existen entre las

células epiteliales y otros componentes como las células caliciformes las cuales, se

hallan deplecionadas en la EICRo (Fig. 33).

TEJIDO CONTROL EICRo

Fig. 33. A. Detalle de células caliciformes en técnica de citologia de impresion conjuntival en raton sano
(flechas). Las células epiteliales presentes muestran bordes bien definidos Magnificacion x10. B Escasa
presencia de células caliciformes en citologia de impresion de raton con EICRo (flecha) 38 dias después
de la generacion de EICRo. Magnificacion x 10. C Citologia de impresion de raton con EICRo. Ademas
del escaso volumen de células caliciformes (flechas), se observan células epiteliales grandes y poligonales
con bordes minimamente definidos. Magnificacion x20.
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4.3. Analisis de las variaciones en la produccion de lagrima

El andlisis de la lagrima mostré una reduccion significativa del volumen en los
ratones en los que se gener6 EICRo (2,30mm =+ 0,79) frente a los que solo fueron

trasplantados con MO (2,88mm =+ 0,7) (Fig. 34).
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Fig. 34. Diferencias entre el volumen lagrimal de la poblacion del grupo MO frente al
grupo EICR.

OOy
O

o
©



~
®
7
c
—
=
%)
=7
=]
7

Resultados

4.4. Osmolaridad de la pelicula lagrimal

En el grupo de ratones a los que se generd EICRo y en relacion al grupo control,
el andlisis de la lagrima mediante el empleo de un osmolarimetro de TerLab mostré un
aumento de la osmolaridad y de la salinidad de la ldgrima (EICR 353 mOsm/L + 20,
MO 326 mOsm/L + 19). Este resultado sugiere la presencia de sindrome de ojo seco

secundario a EICR (Fig. 35).
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Fig. 35. Diferencias entre la osmolaridad lagrimal del grupo MO y del grupo EICR.
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4.5. Transduccion de las CSM

La eficiencia de la transduccion mediante CMF evaluando la expresion de GFP a

las 72 horas tras la transduccion alcanzo valores proximos al 50% en todos los casos.

- Seguimiento celular tras la administracion subconjuntival y control de la
distribucion de las CSM mediante bioluminiscencia

Las células transducidas se administraron por via subconjuntical 10 dias después
del trasplante y la generacion de la EICRo en los ratones BALB/c. Los primeros dias
postinfusion la monitorizaciéon de la bioluminiscencia se saturaba en los ratones
BALB/c en las mediciones que se hicieron en el Xenogen IVIS 50 Bioluminescence
Imaging System. Posteriormente, la sefial de la monitorizacion de la bioluminiscencia
fue descendiendo progresivamente (Fig. 36). Se consigui6 detectar bioluminiscencia en
los ojos de los ratones BALB/c durante las 5 semanas posteriores a la administracion
subconjuntival de las hCSM transducidas. Para el analisis se determinaron las regiones
de interés (ROI) basadas en el contorno de las mismas y calculando para cada una de
ellas la emision de fotones/segundo. La deteccion de la emision de bioluminiscencia se

realizd una vez a la semana durante 5 semanas (Fig. 37, 38 y 39).
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BIOLUMINISCENCIA DEL OD DE UN RATON CON EICRo
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Fig. 36. Ejemplo de la evolucion del flujo total (fotones/segundo) del ojo derecho de un ratén con
EICRo después de la inyeccion subconjuntival de 200000 CSM transducidas durante 5 semanas.
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Control Dia +12 postrasplante Dia +17 postrasplante
Pretrasplante Dia +2 tras adm. subconjuntival Dia +7 tras adm. subconjuntival

WARNING : Saturated Luminascont Tmage

Luminescence

] l 30000

Color Scale
Min = 1677
Max = 33422

Fig. 37. Iméagenes representativas de la emision de fotones en el control pretrasplante y tras 2 y 7 dias de la
administracion de CSM por via subconjuntival, transcurridos 10 dias de la generacion de la EICRo.

Dia +24 postrasplante Dia +31 postrasplante Dia +38 postrasplante
Dia +14 tras adm. subconjuntival  Dia +21 tras adm. subconjuntival Dia +28 tras adm. subconjuntival
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Fig. 38. Imagenes representativas de la emision de fotones tras 14, 21 y 28 dias de la administracion de
CSM por via subconjuntival, transcurridos 10 dias de la generacion de la EICRo.
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Dia +45 postrasplante
Dia +35 tras adm. subconjuntival

Lurinescence

00

Counts

Fig. 39. Imagen representativa de la emision de fotones tras 35 dias de la administracion de CSM por via
subconjuntival, transcurridos 10 dias de la generacion de la EICRo.
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4.6. Animales control tratados con inyeccion subconjuntival de
CSM. Analisis Inmunohistoquimico de la glandula lagrimal y

del parpado

4.6.1. Analisis Inmunohistoquimico de la glandula lagrimal control

La inmunoflorescencia para GFP+ y mitocondria humana permite conocer si
existe presencia de hCSM en las muestras. La ausencia de estos marcadores y la
presencia exclusiva de DAPI en los nucleos de las células de la glandula lagrimal de los
ratones BALB/c control nos permite confirmar la ausencia de reacciones inespecificas
(Fig.40).

GLANDULA LAGRIMAL CONTROL

%2}
=
.=
<
=
=
7]
9
~

GFP Mitocondria humana GFP- Mitocondria- DAP

Fig. 40. Inmunofluorescencia para GFP y Mitocondria humana. Muestras de glandula lagrimal de ratones
control. A y D: Inmunofluorescencia para GFP que marca las CSM practicamente imperceptible. B y E:
Ausencia de marcaje inmunofluorescente para Mitocondria humana que también marca las CSM. C y F:
Combinacion de ambas tinciones (GFP™ y Mitocondria humana®), y de la tincion azul que corresponde a
DAPI, que marca los nucleos de las células que forman parte de la glandula lagrimal murina que en este
caso es la dominante y mas evidente.
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4.6.2. Analisis Inmunohistoquimico del parpado control
Los resultados observados son andlogos a los obtenidos a nivel de la glandula

lagrimal pero en este caso, en estructura palpebral (Fig.41).

PARPADO CONTROL
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Fig. 41. Inmunofluorescencia para GFP y Mitocondria humana. Muestras de parpado de ratones control. A
y D: Inmunofluorescencia para GFP+ nula. B y E: Marcaje inmunofluorescente para Mitocondria humana
que marca las CSM ausente C y F: Combinacion de ambas tinciones (GFP" y Mitocondria humana+), y
DAPI que marca los ntcleos celulares. Solo la tincion DAPI es positiva en este caso.
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4.7. Animales con EICRo tratados con inyeccion subconjuntival
de CSM. Analisis Inmunohistoquimico de la glandula lagrimal y

del parpado

4.7.1. Analisis Inmunohistoquimico de la presencia de células GFP*

inyectadas subconjuntivalmente en glandula lagrimal de ratones con EICRo

El doble marcaje para GFP y Mitocondria humana en el andlisis
inmunohistoquimico de las muestras de glandula lagrimal de animales con EICRo, pone

de manifiesto la presencia de hCSM GFP" después de 4 semanas de su administracion

por via subconjuntival (Fig. 42).

GLANDULA LAGRIMAL CON EICRo
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GFP Mitocondria humana GFP-Mitocondria-DAPI

Fig. 42. Inmunofluorescencia para GFP y Mitocondria humana. Muestras de glandula lagrimal de ratones
con EICRo procesadas después de 4 semanas dias post-inyeccion. A y D: Inmunofluorescencia para GFP
que marca las CSM. B y E: Marcaje inmunofluorescente para Mitocondria humana que también marca las
CSM. C y F: Combinacion de ambas tinciones (GFP" y Mitocondria humana+), y de la tincién azul que
corresponde a DAPI, que marca los nucleos de las células que forman parte de la glandula lagrimal

murina. Las flechas indican en todas las imagenes CSM.
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4.7.2. Analisis Inmunohistoquimico de la presencia de células GFP*

inyectadas subconjuntivalmente en el parpado de ratones con EICRo
También logramos identificar a nivel palpebral hCSM GFP" trascurridas 4

semanas de su administracion por via subconjuntival en ratones con EICRo (Fig. 43).

PARPADO CON EICRo

GFP Mitocondria humana GFP-Mitocondria-DAPI

sopejnsay

Fig. 43. Inmunofluorescencia para GFP y Mitocondria humana. Muestras de parpado de ratones con
EICRo después de 4 semanas de su administracion subconjuntival. A y D: Inmunofluorescencia para
GFP+. B y E: Marcaje inmunofluorescente para Mitocondria humana que marca las hCSM. C y F:
Combinacion de ambas tinciones (GFP" y Mitocondria humana®), y DAPI que marca los nucleos de las
células palpebrales de las muestras de ratones afectados de EICRo. Las flechas indican hCSM.
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4.8. Analisis de la infiltracion de etiologia inflamatoria en la
glandula lagrimal de la poblacion afectada por EICR mediante

citometria de flujo

El examen histologico de los parpados y de la glandula lagrimal de los ratones
BALB/c trasplantados con células procedentes de la MO y esplenocitos de ratones
C57BL/6 reveld la existencia de infiltracion linfocitaria inflamatoria. Por este motivo,
decidimos procesar y analizar transcurridas 4 semanas de la administracion
subconjuntival de 2x10° hCSM en el OD las muestras de glandula lagrimal del OI no
tratado como del OD tratado de los ratones BALB/c con EICRo con el fin de confirmar
la presencia linfocitos T procedentes de ratones donantes C57BL/6 (poblacion
CD3"/CD45"/H2D").

En la Fig. 44 se puede observar la presencia de la poblacion
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CD3+/CD45+/H2D"" en la glandula lagrimal de todos los ratones a los que se les

gener6 EICR. Empleamos como control muestras de glandulas lagrimales de ambos
ojos de ratones control a los que no se generé EICR.

En los animales con EICRo que fueron tratados por via subconjuntival en el OD
con hCSM transducidas se comprobod la presencia de estas células mediante
bioluminiscencia durante un periodo de seguimiento de 5 semanas. Ademas, mediante
inmunohistoquimica se verificé la presencia de células GFP" y mitocondria humana’ a
los 30 dias de su administracion subconjuntival. Asimismo, pudimos observar una
significativa disminuciéon del porcentaje de infiltracion linfoide glandular de la
poblacion CD3"/CD45/H2D"" en el OD de los ratones BALB/c con EICRo tratados por

via subconjuntival con hCSM.
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Fig. 44. Analisis de la infiltracion linfocitaria mediante técnicas de citometria de flujo de la
poblacion CD3*/CD45"/H2D"" en ojo derecho e izquierdo en ratones control y con EICR.
El ojo derecho de los animales con EICRo se trat6 por via subconjuntival con hCSM.
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En las Fig. 45 y 46 se pone de manifiesto la significativa disminucion del

porcentaje de infiltracion linfoide glandular CD3*/CD45"/H2D"" en el OD de los

ratones BALB/c con EICRo tratados por via subconjuntival con 2x10° hCSM

(0.43£0.21) en comparacion con el OI no tratado (1.86+0.93).

PORCENTAJE DE INFILTRACION LINFOIDE GLANDULAR

MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO
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Fig. 45. Cuantificacion de la infiltracion linfoide glandular procedente del donante C57BL/6 mediante
citometria de flujo en OI no tratado y OD tratado de ratones BALB/c. EI OD se tratd con 2X10° hCSM y

se analizaron transcurridas 4 semanas de su administracion subconjuntival.
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INFILTRACION GLANDULAR EN 0JOS TRATADOS CON CSM
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Fig. 46. Representacion comparativa mediante citometria de flujo de la poblacion linfoide infiltrada en la
glandula lagrimal del OI no tratado y del OD tratado de ratones BALB/c con EICRo transcurridas 4
semanas de la administracion subconjuntival de 2X10° hCSM.
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4.9. Diferenciacion de las poblaciones que constituyen el
infiltrado linfoide de etiologia inflamatoria en glandulas

lagrimales de ratones con EICRo

Mediante técnicas de citometria de flujo se pudo caracterizar el infiltrado
linfoide que presenta la glandula lagrimal de ratones a los que se ha trasplantado y
generado EICRo empleando el modelo C57BL6 en BALB/c. En la Fig. 47 se pone de
manifiesto que el epitelio acinar se localiza infiltrado mayoritariamente de linfocitos

CDS8".

INFILTRACION LINFOCITARIA DE LA GLANDULA LAGRIMAL
EN RATONES CON EICR
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Fig. 47. Representacion mediante citometria de flujo de la poblacion linfoide CD8" que infiltra la
glandula lagrimal de ratones BALB/c 38 dias después de la generacion de EICRo empleando el modelo
de trasplante y generacion de EICR C57BL6 en BALB/c.
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4.10. Efecto ejercido por las hCSM administradas por via

subconjuntival frente a la EICRo

4.10.1. Analisis clinico de la afectacion ocular. Monitorizacion

Las caracteristicas macroscopicas del ojo derecho y del ojo izquierdo de los
ratones BALB/c a los que se generé EICRo, se valoraron independientemente, 2 veces
por semana, teniendo en cuenta: el pelo periocular, el borde palpebral y el
blefarospasmo. Se establecieron 3 grados de afectacion clinica dependiendo de los
signos macroscopicos observados en los ratones (valoracion 0, 1 y 2) tal y como se
describid en el apartado 3.2.8.2 de Material y Métodos. En la Fig. 48, se establecen las
diferencias oculares entre el grupo control (MO) y el de EICR diferenciando dentro de
ambos el ojo derecho del izquierdo. En el caso del grupo de EICR, el ojo derecho es
sobre el cual se inyectaron hCSM por via subconjuntival mientras que el izquierdo no
recibi6 tratamiento. La monitorizaciéon ocular reveld6 una mayor puntuacion en el ojo
izquierdo no tratado frente al derecho, lo que indica una mejoria clinica del ojo tratado

mediante hCSM por via subconjuntival en sujetos afectados por EICRo.

Ojos

1.51
-+ MO OD

-+ EICR OD
MO OI
-+ EICR OI

Ojos

u D e i ot o i Y ot i i =y

0 10 20 30 40
Dias postransplante

Fig. 48. Monitorizacion de la afectacion ocular del OD y OI del grupo control y EICR.
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4.10.2. Examen histolégico mediante hematoxilina-eosina de la

glandula lagrimal tratada mediante inyeccion subconjuntival de hCSM

Mediante la tincién hematoxilina-eosina se observaron los cambios
anatomopatologicos entre los distintos grupos (controles, EICRo y EICRo+hCSM
GFP+ administradas por via subconjuntival) permitiendo establecer diferencias

estructurales entre cada uno de ellos (Fig. 49).

EICRo EICRo+CSM
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Fig. 49. A y B. Cambios histologicos en tejido en tejido glandular de ratén con EICRo y ratén tratado con
hCSM por via subconjuntival después de 4 semanas. Magnificacion x 10 C y D. Importante fibrosis
alrededor de los conductos excretores acompaifiados de infiltrado inflamatorio (flechas), mas acentuada en
el raton con EICRo respecto a la muestra de raton tratado, el cual muestra una leve disminucion de la
fibrosis periductal. Magnificacion x20. E. Detalle con microscopia optica de la dilatacion intraductal
(asteriscos) y del infiltrado inflamatorio difuso (flechas) en ratones con EICRo. Magnificacion x 20. F.
Discreta disminucion de la fibrosis periductal e intersticial asi como del infiltrado inflamatorio en la
muestra de raton tratado. La morfologia canalicular se mantiene igual que en ambos casos (asteriscos).
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4.10.3. Examen histologico mediante hematoxilina-eosina del

parpado tratado mediante inyeccion subconjuntival de hCSM

A nivel de la conjuntiva tarsal, no se evidenciaron cambios anatomopatologicos
entre ambos grupos. Mediante la tincion de hematoxilina-eosina objetivamos la
presencia de metaplasia escamosa, alteracion en el volumen de células caliciformes
conjuntivales, presencia de cuerpos apoptoticos y vacuolizacion de los estratos basales

del epitelio conjuntival en ambos grupos (Fig. 50).

EICRo EICRo+CSM

~
®
27
=
o
o
=9
=)
7

Fig. 50 A. Secrecion mucosa aislada en conjuntiva de ratén con EICRo (flecha). Magnificacion x40. C.
Detalle de cuerpo apoptético en conjuntiva tarsal de raton con EICRo (flecha). Magnificacion x40. E.
Metaplasia escamosa en conjuntiva tarsal (asterisco). Se observan cuerpos apoptoéticos y vacuolizacion de
los estratos basales del epitelio conjuntival (flecha). Magnificacion x40. Estos mismos fendmenos
aparecen en las muestras de ratones tratados. B y D. Presencia de vacuolizacion de los estratos basales del
epitelio conjuntival (flecha). F. Detalle de cuerpo apoptético (flecha) y metaplasia escamosa (asterisco)
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4.10.4. Analisis de las variaciones en la produccion de lagrima

El andlisis de la lagrima mostré una reduccion significativa del volumen en los
ratones en los que se gener6 EICRo (2,30mm =+ 0,79) frente a los que solo fueron
trasplantados con MO (2,88mm =+ 0,78). Transcurridos 10 dias del trasplante y
generacion de EICRo se administraron por via subconjuntival de 2x10° hCSM GFP+.
Después de 11 dias de la inyeccion de las hCSM (21 dias postrasplante) se recuperaron

los valores de la produccion de lagrima. EICR+hCSM (2.88 +0.94) (Fig. 51).
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Fig.51. Diferencias entre el volumen lagrimal de la poblacion del grupo MO, EICR y EICR+CSM.
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4.10.5. Analisis de las variaciones en la osmolaridad de la pelicula
lagrimal

En el grupo de ratones a los que se generd EICRo y en relacion al grupo control,
el analisis de la lagrima mediante el empleo de un osmolarimetro de TerLab mostré un
aumento de la osmolaridad y de la salinidad de la lagrima (EICR 353 mOsm/L + 20,
MO 326 mOsm/L + 19). Transcurridos 10 dias del trasplante y generacion de EICRo se
administraron por via subconjuntival de 2x10° hCSM GFP*. Después de 11 dias de la
inyeccion de las hCSM (21 dias postrasplante) se recuperaron los valores de

osmolaridad del grupo control EICR+hCSM (329 +24) (Fig. 52).

OSMOLARIDAD DE LA PELICULA LAGRIMAL
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Fig. 52. Diferencias entre la osmolaridad de la poblacion del grupo MO, EICR y EICR+CSM.
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4.10.6. Alteracion en el tamafio y granularidad de la glandula
lagrimal

Mediante citometria de flujo observamos que las células de la glandula lagrimal
procedentes de ratones BALB/c con EICR presentan diferencias morfologicas de
tamano y granularidad mediante citometria de flujo si se comparan con las del raton
control (Fig. 53). Estas diferencias en cuanto al tamafio y la complejidad interna de las
células de la glandula lagrimal no son tan acusadas en los ojos tratados con hCSM por
via subconjuntival transcurridas 4 semanas de la infusion. Las células de glandula
lagrimal control presentan una apariencia redondeada mientras que las células de las
glandulas lagrimales procedentes de ratones receptores con EICRo aparecen elongadas
y con un menor tamafio celular. Muchos de estos cambios morfologicos son
consecuencia de la inflamacion e infiltracion linfocitaria derivada de la EICRo
provocando entre otros muchos efectos la condensacion de la cromatina nuclear y

desintegracion de la membrana plasmatica en las células glandulares.

TAMANO y GRANULARIDAD DE LA GLANDULA LAGRIMAL
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Fig. 53. Alteracion en el tamafio y la granularidad en ratones control (A), OI de ratones
con EICR (B) y OD de raton.
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Discusion

5. DISCUSION

Plantearemos la discusion subdividiéndola en los tres apartados principales del
trabajo:

- 5.1. Optimizacion del modelo murino de ojo seco secundario a EICR.

- 5.2. La administracion subconjuntival de CSM.

- 5.3. El efecto terapéutico de las CSM en la EICR.

5.1. Optimizacion del modelo murino de ojo seco secundario a EICR

La EICR es una complicacién inmunologica compleja debida al efecto
citotoxico de los LT del donante frente a los tejidos y 6rganos del paciente. El sindrome
de ojo seco secundario a la EICR constituye una complicacion que afecta de forma
grave a la superficie ocular y para la que actualmente no existe tratamiento etiologico.
Las opciones terapéuticas se limitan a atenuar las manifestaciones clinicas asociadas al
ojo seco dado que habitualmente no responden a los tratamientos estdndar empleados.

La EICRo es una complicacion grave e invalidante del trasplante

hematopoyético que en muchos casos evoluciona hacia una alteracion de la superficie
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ocular que llega a cronificarse, afectando a la calidad de vida de los pacientes asi como

a su funciéon visual, causando en algunos casos la pérdida completa y permanente de

56, 61, 91, 224 . . . fivtd
» o 7 27 Por este motivo, son necesarias nuevas estrategias terapéuticas que

vision
puedan aminorar esta sintomatologia e incrementar la calidad de vida de los pacientes
con EICRo. La comprensiéon de la fisiopatogenia de la enfermedad asi como la
inflamacion derivada de la misma es un requisito previo para poder llevar a cabo una
intervencion terapéutica especifica y eficaz. No se conoce con exactitud y estd

escasamente estudiada la fisiopatologia de la EICRo en general y la de la glandula

lagrimal y de los parpados en particular. Por este motivo, uno de las primeros objetivos
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de nuestro grupo fue la generacion de un modelo murino de EICRo. Lorenzo y cols.,
describieron en 2011 las caracteristicas histopatoldgicas que involucran a la cornea y al
limbo esclerocorneal y que constituyen parte esencial de la fisiopatologia de la
enfermedad a nivel corneal. Este modelo nos ha permitido evaluar nuevas estrategias
terapéuticas para el tratamiento de la EICRo en un modelo preclinico ***,

Las CSM, se han empleado en el tratamiento de la EICR y de citopenias
postrasplante en diversos ensayos clinicos por sus propiedades reparadoras e
inmunomoduladoras. En cultivo las hCSM constituyen una poblacion heterogénea de
células de morfologia fusiforme con aspecto fibroblastico con propiedades troficas,
inmunomoduladoras y antiinflamatorias que pueden influenciar el destino y la actividad
de las células normales, después de implantadas en zonas de tejido danado o lesionado.

De hecho, nuestro grupo ha puesto de manifiesto recientemente que CSM
generadas a partir de MO humana son capaces de migrar y de diferenciarse en células
corneales después de ser administradas mediante inyeccion subconjuntival en el ojo

derecho de ratones BALB/c con EICRo. Las hCSM inyectadas contribuyen a la

a

recuperacion funcional e histologica de la superficie ocular de los animales tratados
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(Sanchez-Abarca y cols.”””). En este estudio se describieron los cambios anatomo-
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patologicos de la superficie ocular en el modelo murino de EICRo. Por este motivo, este

trabajo se sustenta en el establecimiento, desarrollo y validacién de un modelo murino
de ojo seco que permita definir las alteraciones clinicas, histologicas y anatomo-
patologicas oculares de otras estructuras diana de la EICRo como pueden ser los
parpados y la glandula lagrimal en el que se nos permita analizar la osmolaridad y el
volumen de secrecion de lagrima. Posiblemente, la investigacion de estas alteraciones y
la posibilidad de establecer nuevos tratamientos en glandula lagrimal y parpado no se

han valorado previamente debido a la ausencia de un modelo animal establecido donde

©°©
28



Discusion

se pudiera demostrar la afectacion de estas estructuras por la enfermedad. Por tanto, una
de las originalidades del presente trabajo de tesis ha sido el desarrollo y validacion de
un modelo murino de EICRo con ojo seco, mediante el andlisis de la afectacion de la
glandula lagrimal y de los parpados partiendo de un modelo de EICR murino estandar.
Sin embargo, la evolucion de la EICR sistémica murina es independiente de la EICRo
tratada con diferentes estrategias terapéuticas basadas en el tratamiento local. Por ello se
limita la mejoria en la evolucion ocular a la supervivencia del ratébn y no es posible
observar si la mejoria perdura a largo plazo.

El sindrome de ojo seco es un trastorno autoinmune de la superficie ocular, que
afecta hasta un 35% de la poblacion adulta®**’. Se caracteriza por una inflamacién de
la superficie ocular pero también est4 implicada en gran medida la region palpebral ***.
Ademas, las anormalidades observadas en los parpados contribuyen clinicamente en la
enfermedad de la superficie ocular, a menudo en forma de disfuncion de las glandulas
de Meibomio >, que también es una manifestacion comun de EICR™.

Desde el punto de vista macroscopico, la piel palpebral de los ratones BALB/c a

los que se les generé EICR mostré en la mayoria de los casos distintos grados de

alopecia y eritema periocular acompafiado de irregularidad del borde libre palpebral,
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debido a un proceso de pérdida de sustancia secundario a tlceras y costras de distinta

gravedad. En todos los casos, la primera manifestacion de afectacion ocular en los
ratones fue el blefaroespasmo. Todos los sintomas observados a nivel palpebral son
compatibles con los observados por Pérez y cols en sus nuevos criterios de evaluacion
de la EICRo murina ***.

Desde el punto de vista anatomopatologico en la piel de los parpados de los
ratones con EICRo, se observd una infiltracion linfocitica de tipo inflamatorio en las

distintas capas, dermis y epidermis. Ademas también frecuentemente se detectd la
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presencia de vacuolizacion, satelitosis y apoptosis en estos estratos cutaneos, todo ello
hallazgos caracteristicos de la EICR cutanea.

En cuanto a la afectacion de la conjuntiva palpebral de los ratones que
desarrollaron EICRo se pudo observar en la gran mayoria de los casos, procesos de
queratosis y paraqueratosis con pérdida de células epiteliales, exocitosis de linfocitos y
necrosis en satélite con evidencia de cuerpos apoptoticos en el epitelio conjuntival a
nivel anatomopatologico. Esta apoptosis, se hizo patente mediante la tincion con el
anticuerpo Caspasa 3. Asi mismo, en las muestras conjuntivales examinadas, tal y como
se ha descrito a nivel cutaneo, aparecidé un infiltrado linfocitario difuso inflamatorio.
Todas estas alteraciones son compatibles con la EICR descrita por National Institutes of
Health consensus development project on criteria for clinical trials in chronic graft-
versus-host disease.

A pesar de que apenas existe bibliografia que describa las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de la conjuntiva en pacientes o modelos animales de

EICR, en el modelo murino de ojo seco que hemos desarrollado pudimos constatar un

a

aumento de células inflamatorias en la conjuntiva tarsal. En pacientes sometidos a un

trasplante alogénico Rojas y cols. pusieron de manifiesto que en la conjuntiva se pueden
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detectar a nivel epitelial células CD3+ y CD14+. En el estroma, hay una mayor

proporcion de LT (CD3+, CD4+, CD8+) y células CD14+ con expresion de VLA-4 y
LFA-1. En los pacientes trasplantados que mostraron sintomas de ojo seco, se
incrementé el porcentaje de células CD14+ en epitelio y estroma®*, desvinculando por
completo a las células NK de este proceso. Por tanto, la presencia de células CD3 y
CDI14 y el aumento de citocinas proinflamatorias™ serian responsables del proceso de
queratinizacion tipico que aparece en la conjuntiva tarsal de pacientes con EICRo tras

un trasplante alogénico.
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Aronni y cols.”* también demostraron en su trabajo que en pacientes con EICRo
existe una importante disminucion de la densidad de células caliciformes que esta
directamente correlacionada con una disminucion en el resultado del test de Schirmer.

En nuestro trabajo, mediante la técnica PAS-Azul Alcian, observamos que la
secrecidon mucosa por parte de las células caliciformes en los ratones con EICRo se
encuentra deplecionada siendo practicamente nula en alguna de las muestras procesadas
transcurridos 38 dias del trasplante y generacion de EICRo. La disminucion en la
densidad de células caliciformes se confirmé mediante técnicas de citologia de
impresion conjuntival. Las células epiteliales que aparecen en nuestras muestras de
conjuntiva murina de ratones con EICRo son poligonales y de gran tamafio con limites
poco definidos y con una mayor separacion, dejando grandes espacios intercelulares
entre ellas y su porcentaje estd claramente reducido. En ninguna de nuestras muestras
hemos objetivado procesos de fibrosis conjuntival.

En cuanto a la afectacion de la glandula lagrimal, la glandula de los ratones a los
que previamente se habia generado una EICRo se objetivo histologicamente de forma
constante bajo microscopia Optica la presencia de una dilatacion de los conductos

secretores, estasis de su contenido y fibrosis periductal acompafiada de infiltracion
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linfocitaria localizada. Estos hallazgos coinciden con los descritos en los trabajos de

Ogawa y cols.”* donde detallan la afectacion de la glandula lagrimal humana. Ademés
de todos los procesos descritos anteriormente, decriben que el infiltrado inflamatorio
cronico de las zonas periductales se localiza principalmente alrededor de los conductos
de tamafio medio y que también existe, aunque en menor medida en los acinos. Este

260

infiltrado, segun Ogawa y cols.””", estd compuesto principalmente por LT CD4+ y

CD8+. Al igual que en los estudios humanos, también encontraron macréfagos CD68+,
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mientras que la presencia de LB CD20+ fue insignificante. Estos LT activados ejercen
multiples funciones:
- Un efecto citotoxico sobre las células del parénquima induciendo su apoptosis.
- Un efecto estimulante sobre los fibroblastos incrementando su proliferacion y
la produccion de matriz extracelular conduciendo a una fibrosis progresiva del

261

tejido implicado™ . Esta aseveracion se demostré mediante un modelo murino

por Yaguchi y cols®®.

Hassan y cols. también trabajaron sobre un modelo murino de EICR vy

observaron cambios en la glandula lagrimal similares descritos por Ogawa y

Yaguchi y todos ellos fueron coincidentes con nuestros resultados.

El analisis de la glandula lagrimal de nuestro modelo murino de EICR (C57BL/6
en BALB/c) mostrd un infiltrado inflamatorio y linfocitario T de origen alogénico.
Hemos podido determinar mediante citometria de flujo que el epitelio acinar esta

infiltrado mayoritariamente por linfocitos CD8". Estas células T desempefian un papel

muy importante en la activacion y posterior regulacion de la respuesta inmune. El

a

infiltrado inflamatorio se asocia con una disminucioén del volumen en la produccion de

lagrima y un consiguiente aumento de la osmolaridad que reproduce la xeroftalmia
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ocular tipica derivada de ojo seco por EICR humano. La pelicula lagrimal posee

diversas funciones, entre ellas, actia como agente lubricante de la superficie ocular y
también juega un papel fundamental en la defensa frente a la invasion de cuerpos
extrinsecos. Una disminucion de la cantidad o calidad de la lagrima puede provocar la
aparicion de defectos epiteliales, y conducir a queratitis recurrentes molestas,
infecciones corneales e incluso, en los casos mds extremos a perforaciones

21,263
corneales™ "
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Clinicamente, se ha observado que la gravedad del ojo seco se correlaciona con
el grado de cambios fibrdticos, lo cual indica que la acumulacion excesiva de matriz
extracelular tipica de este proceso contribuye a la disfunciéon exocrina de la glandula.
Sin embargo, también se ha objetivado que la accion inflamatoria cronica debido a la
existencia de esta infiltracion linfocitaria permanente conduce a una atrofia glandular, lo
cual se traduce también en una hipofuncion de la glandula®'. En este sentido, a dia +21
postrasplante pudimos verificar que los ratones BALB/c que recibieron MO vy
esplenocitos procedentes de ratones donantes C57BL6 y que desarrollaron EICRo
presentaron un aumento de la osmolaridad ocular y una significativa reduccién del
volumen de lagrima en comparacion con los ratones BALB/c que solo fueron
trasplantados con MO.

Por todo lo descrito, en nuestro modelo de murino de EICR encontramos
criterios suficientes para el diagnostico de EICRo y todo ello se justifica mediante la
correlacion que existe entre este fendmeno y los hallazgos histologicos de la glandula
lagrimal de pacientes no afectados por EICR los cuales muestran una arquitectura
homogénea en su composicion. Esta, se encuentra rodeada por un tejido conectivo laxo

y adiposo, siendo excepcional el hallazgo de fibrosis y de infiltracion celular de
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etiologia inflamatoria.

5.2. Administracion subconjuntival de las hCSM

La administracion de hCSM mediante una inyeccion subconjuntival constituye
una via de administracion celular segura, sencilla, y poco invasiva que evita el epitelio
conjuntival no generando complicaciones clinicas posteriores. Existe un gran interés en

la busqueda y consolidacion de nuevas vias de administracion que consigan un
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incremento de las concentraciones intraoculares y que prolonguen el tiempo de
actuacion con respecto a la via de administracion topica.

Numerosos farmacos antiinflamatorios, inmunomoduladores como tacrélimus o
ciclosporina, suero autologo con distintos factores de crecimiento, entre otros, se
administran por via tdpica oftalmica para el tratamiento del ojo seco. Esta via facilita la
absorcion de estos tratamientos aunque la duracion de su efecto es limitada. La
administracion subconjuntival de hCSM requiere para su aplicacion clinica de una
sedacion ocular local para llevar a cabo la inyeccion de las hCSM resuspendidas en un
pequeiio volumen de suero fisiologico, lo que sin duda puede limitar su generalizacion.
Inicialmente, y con el fin de simplificar el procedimiento y facilitar su posterior
traslacion a la clinica testamos en nuestro el modelo murino de EICRo la administracion
topica de las hCSM. Sin embargo, no obtuvimos los mismos resultados tanto a nivel
palpebral como lagrimal.

La movilizacion de las hCSM se lleva a cabo debido a diferentes vias de

seflalizacion inducidas por necrosis, inflamacion y otros procesos. El microambiente

a

local asi como la quimiotaxis inducida influyen en la capacidad de migracion y

diferenciacion de las hCSM ! 224,
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Como se ha comentado anteriormente, la relacion entre las CSM injertadas a

largo plazo en los tejidos dafiados y sus efectos terapéuticos no los hemos podido
establecer definitivamente debido a que la supervivencia del raton con EICR es
limitada. De hecho, el posible efecto terapéutico de las hCSM administradas por via
subconjuntival es inverso al deterioro sistémico del animal. No obstante, hemos
conseguido monitorizar la presencia de hCSM transducidas mediante técnicas de
bioluminiscencia durante al menos 5 semanas tras su administracion subconjuntival en

el OD del ratén con EICRo produciendo una significativa disminucion del porcentaje de
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infiltracion linfoide glandular en el ojo tratado en comparacion con el OI no tratado.
Durante ese periodo de tiempo, nos resulta muy complicado discernir si el efecto
beneficioso de las hCSM se debe a su capacidad de integracion en el tejido murino
dafiado o bien a un efecto paracrino después de su migracion al tejido afectado por la
EICRo independientemente de su persistencia en el tejido (Fig. 54). La capacidad
reparadora de CSM depende directamente del grado de inflamacién del microambiente.
Dado que las CSM estan ampliamente distribuidas en casi todos los tejidos y tienen una
clara actividad inmunosupresora en un contexto inflamatorio, parece logico cuestionarse
(por qué las CSM de los tejidos residentes endogenos no contribuyen a remediar los
trastornos inmunolégicos e inflamatorios en la misma medida que las CSM
administradas exégenamente?

- Una posibilidad es que las propiedades inmunomoduladoras de las CSM se
adquieran durante el cultivo in vitro.

- Otra posibilidad es que sea un efecto dependiente de la cantidad de CSM
presentes (dosis celular). Concretamente, administramos 2x10° CSM resuspendidas en
20 pl de suero fisiologico por via subconjuntival en el ojo derecho del raton con EICRo.
Esta concentracion celular puede ser considerada como una alta dosis, teniendo en
cuenta la propension de las CSM a acumularse en las zonas de tejido dafiado.

En cualquier caso, la falta de marcadores especificos que permitan analizar las
CSM in vivo ralentiza el esclarecimiento de como las CSM responden a las diferentes
condiciones inflamatorias. Sin embargo, llegar a comprender la capacidad
inmunomoduladora de las CSM, tanto enddgenas como exodgenas, puede ser de gran
ayuda para poder mejorar el uso terapéutico de las CSM. También, resultaria de gran
interés desentranar el distinto papel que juegan las hCSM en las diferentes etapas de la

enfermedad.
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MODELO DE REGENERACION TISULAR MEDIADA POR CSM
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Fig. 54. Modelo de regeneracion tisular mediada por CSM. Adaptado de Wang Y et al Nature
Immunology. 15(11): 1009-1016. 2014.
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5.3. Efecto terapéutico de la administracion subconjuntival de hCSM

en un modelo de EICRo

Con el fin de facilitar la evaluacion de nuevas estrategias terapéuticas que
puedan aminorar la sintomatologia e incrementar la calidad de vida de los pacientes con
EICRo en el presente trabajo de tesis doctoral nos propusimos desarrollar y validar un
modelo murino de ojo seco que presente afectacion a nivel palpebral y glandular y que
permita evaluar de forma multiparamétrica los cambios macroscopicos, histologicos y
funcionales de la EICRo generada. Comprender la inmunopatogenia de la enfermedad
asi como la inflamacion derivada de la misma es un requisito previo para poder llevar a
cabo una intervencion terapéutica especifica y eficaz. La administracion de hCSM por
via subconjuntival en el tratamiento de la EICRo puede favorecer la persistencia a largo
plazo y prolongar su accidon regeneradora, antiinflamatoria y regenerativa en la
superficie ocular. Esta estrategia puede convertirse en una alternativa para el tratamiento
de la EICRo dado que se favorece su capacidad de migracion hacia la glandula lagrimal.
Las hCSM inyectadas por via subconjuntival contribuyen a la recuperacion funcional e
histologica de la superficie ocular de los animales con EICRo tratados™.

Las alteraciones clinicas, histologicas y anatomopatologicas oculares de los
parpados y la glandula lagrimal y la investigacion de la osmolaridad y el volumen de
secrecion de lagrima en ratones a los que se ha generado EICRo puede contribuir a
establecer nuevos tratamientos que no se han valorado previamente debido a la ausencia
de un modelo animal establecido donde se pudiera demostrar la afectacion de estas
estructuras por la enfermedad. Esta aproximacion, sin embargo, no constituye un
modelo perfecto debido a que la EICRo tratada con diferentes estrategias terapéuticas
evoluciona de modo secundario a la EICR sistémica generada y la mejoria ocular esta

limitada por la supervivencia del ratéon y no es posible constatar si esta mejoria perdura
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a largo plazo dado que el posible efecto terapéutico de las hCSM administradas por via
subconjuntival es inverso al deterioro sistémico del animal. Por este motivo, todas las
medidas de osmolaridad y volumen de lagrima se hicieron a dia +21 postrasplante. Es
decir, las hCSM se administraron por via subconjuntival trascurridos 10 dias del
trasplante y generacion de la EICRo.

A dia +21 postrasplante en los ratones a los que se habia generado EICRo y no
fueron tratados con hCSM se observo un aumento de la osmolaridad y una significativa
disminucion del volumen de lagrima. Sin embargo, en los ratones a los que se inyecto
por via subconjuntival 2x10° hCSM el dia 10 postrasplante, se observo desde un punto
de vista anatomopatologico, una discreta disminucion de la fibrosis y del infiltrado
inflamatorio periductal en la glandula lagrimal a la vez que se recuperaron los valores
control tanto de osmolaridad como de volumen de lagrima. La evolucién de la EICR
sistémica animal nos impididé verificar ninguna mejoria en los valores de ambas
variables a partir del dia +21 postrasplante aunque si pudimos comprobar la presencia

de células humanas tanto en la gldndula como en el parpado mediante técnicas de

a

inmunohistoquimica y bioluminiscencia hasta 5 semanas después de su administracion.
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5.3.1. CSM y regeneracion

El registro de ensayos clinicos del Instituto Nacional de Salud de Estados

Unidos (http://www.clinicaltrials.gov) revela que estdn activos un gran niimero de

ensayos basados en la administracion de CSM en todo el mundo. Muchos estudios han

demostrado que el tratamiento con CSM mejora la condicién clinica de los pacientes
. 264 o] 265 228

que sufren enfermedades cardiovasculares™”, enfermedades hepaticas™, EICR™™ y

266,26 . I ;.
%7 Muchos estudios preclinicos y clinicos han

otras enfermedades inmunes
proporcionado evidencia de la eficacia de los tratamientos basados en la administracion
de CSM. En la mayoria de los casos, sin embargo, el porcentaje de hCSM que injertan
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en el tejido u 6rgano diana es escaso y su persistencia es transitoria, lo que indica que
debe haber otros mecanismos por los que las hCSM ejercen su efecto terapéutico”**>.

Mediante inmunohistoquimica fuimos capaces de verificar la presencia de
hCSM en glandula lagrimal y parpado empleando el doble marcaje GFP+ y mitocondria
humana+ transcurridos 10 y 30 dias de su administracion subconjuntival. Por tanto, la
administracion subconjuntival de hCSM posibilita su presencia a largo plazo en la
superficie ocular y favorece su migracion a la glandula lagrimal y al parpado.

Si la via de administracion de las hCSM transducidas es intravenosa se detectan
fundamentalmente a nivel pulmonar y esta sefial se hace indetectable por
bioluminiscencia transcurridas 2 semanas’>*,

Empleando técnicas de citometria de flujo comprobamos una disminucion del
porcentaje de infiltracion linfoide glandular por linfocitos T alogénicos
CD3+/CD45+/H2D"+ en el ojo derecho de los ratones BALB/c con EICRo tratados con
la inyeccion subconjuntival de hMSC (0.43+0.21) en comparacion con el ojo izquierdo
no tratado (1.86+0.93) transcurridas 4 semanas de su administracion. La persistencia en

el tejido es clave para que las hCSM puedan contribuir a la reparaciéon del mismo.

Ademas, las hCSM en respuesta a mediadores inflamatorios, las hCSM pueden producir
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grandes cantidades de factores inmunorreguladores, factores de movilizacion celular y

factores de crecimiento que facilitan asi la reparacion de tejidos danados por células

stem residentes del propio drgano o tejido”’>.

5.3.2. Inflamacion y CSM

Cuando se produce un dafio tisular, se genera inflamacion que provoca la
movilizacion de las CSM. En respuesta a las citocinas inflamatorias generadas, las CSM
colaboran en la generacion de un microambiente adecuado mediante la produccion de
factores inmunorreguladores que modulan la progresion de la inflamacion. Las CSM
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también producen grandes cantidades de factores de crecimiento, que posteriormente
estimulan las células endoteliales, fibroblastos y, lo mds importante, las células
progenitoras de tejido in situ. La accidn concertada de todos estos factores y la
presencia de las CSM células facilita la reparacion de tejidos a través de la
angiogénesis, la remodelacion de la matriz extracelular y la diferenciacion de las células
progenitoras de tejido>”.

Entre los factores liberados por las CSM se incluyen la interleucina-6 (IL-6),
TGF-p, la prostaglandina E2, HGF, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento
insulinico (IGF), factor derivado de células del estroma 1 (SDF-1), la enzima triptéfano-
catabdlico (IDO) y el 6xido nitrico (NO)*’**”7. En conjunto, estos factores secretados
pueden inhibir las respuestas inflamatorias, la promocioén de actividades endoteliales y

fibroblastos, y facilitar la proliferacion y diferenciacion de células progenitoras en los

tejidos de la zona afectada.

a

Las propiedades inmunomoduladoras confieren a las CSM un gran potencial

para el tratamiento de los distintos procesos inflamatorios. No obstante los mecanismos
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exactos a través de los cuales las CSM median la inmunomodulacion no estan del todo

determinados. Ademas, dependiendo del tipo y de la intensidad del estimulo
inflamatorio se confiere a la CSM la capacidad de suprimir la respuesta inmune en
algunos casos, o de mejorarla en otros®’’.

Parece evidente ademas que para ejercer su accidon inmunomoduladora, las CSM
precisan activarse por una combinacion de citocinas inflamatorias, como el interferon-y

(IFN-y) en presencia de uno (o mas) citoquina (s), incluyendo TNF, IL-1o 0 IL-1B'”.
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La capacidad inmunomoduladora de las CSM depende de los mediadores
inflamatorios presentes en su microambiente y de sus concentraciones. De hecho,
diferentes estados de inflamacion pueden dar lugar a diferentes respuestas al tratamiento
con CSM. Cuando la EICR se trata con CSM, el efecto beneficioso tiene lugar una vez
que el proceso inflamatorio estd ya en marcha, mientras que el tratamiento celular es
mucho menos efectivo cuando las CSM se infunden junto a los progenitores

278,279 .
8279 por este motivo, la

hematopoyéticos antes de que la inflamacion comience
inyeccion subconjuntival de hCSM en nuestro modelo se realizd una vez que que
aparecen los primeros sintomas EICR sistémico y ocular, lo que ocurre
aproximadamente 10 dias tras el trasplante murino de MO y generacion de EICR. Del
mismo modo, los efectos terapéuticos de las CSM en la encefalomielitis autoinmune
experimental disminuyen cuando se administran las células durante remision de la

280-282
enfermedad .

INMUNOMODULACION MEDIADA POR CSM
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Proteccion de ™
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Anti-inflamatoriag

Fig. 55. Potencial inmunomodulador de las CSM. Adaptado de D ’souza y cols. BMC
Medicine .13:186. 2015.
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Por lo tanto, la condiciéon inflamatoria es clave para la obtencion del efecto
inmunosupresor de las CSM. Los cambios de estado inflamatorios durante el curso de
una respuesta inmune, se ven afectados por el tiempo y los activadores del sistema
inmunologico entre otros factores. Las CSM pueden alterar la balanza entre la
inflamacion y la inmunosupresion de modo que las CSM pueden tanto promover una
respuesta inmune como inhibirla en funcion de la dindmica de la inflamacion y en
funcion del grado de activacion del sistema inmune, los tipos de citocinas inflamatorias
presentes y los efectos de los inmunosupresores. La capacidad inmunomoduladora de
las CSM en respuesta a las distintas fluctuaciones de los niveles de inflamacién depende
en gran medida de las concentraciones de IFN-y y TNF para evaluar la concentracion de
citoquinas que regulan la funcién inmunosupresora suscitada por las CSM***(Fig.
55).

Las células Treg producen citoquinas inmunosupresoras como TGF-f que a
menudo se detectan en entornos inflamatorios, en el que se cree que ejerce un papel de

contrapunto>*®. Curiosamente, las CSM expresan receptores 1 y II de TGF-p, que
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a

podrian modular diferenciacion y las capacidades regenerativas de estas células

Sin embargo, cuando se estimula a las CSM con TGF-f1 o TGF-B2 junto con IFN-y y
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r . 289 . :
TNF, éstas son menos inmunosupresoras™ . La capacidad inmunosupresora de las CSM

290 .oy o .
07", cuya accion suele ser sinérgica a la de

puede ser inhibida por la adicion de IL-1
TGF-p**'. Estos datos revelan la otra cara de la moneda: citoquinas que normalmente
ejercen un efecto inmunosupresor pueden convertirse en potenciadores de la respuesta
inmune a través de sus efectos ejercidos sobre las CSM. Varios grupos han puesto de

292

manifiesto que las CSM pueden inducir la generacion de células Treg™”. Los efectos

que NO y IDO producidos por las CSM en las generacion de células Treg generacion
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merece una investigacion adicional, especialmente en el contexto de otros factores

importantes en un ambiente inflamatorio (Fig. 56).

Efecto pro-inflamatorio Efecto anti-inflamatorio
de las CSM de las CSM

&Células Treg
?

L1
o IL-17

Células T TNF
lectoras ) e o INF-y

Citoquinas
Pro-inflamatorias

O
TGF-| Células T
00 B efectoras

Dexametasona

Ciclosporina A %m ?
T

Inflamacion ——>

Fig. 56. Esquema del efecto pro-inflamatorio y anti-inflamatorio de las CSM. Adaptado de Wang Y y
cols. Nature Immunology. 15(11): 1009-1016. 2014

5.3.3. Correlacion entre la actividad inflamatoria y la eficacia de la terapia
con hCSM

Actualmente las CSM se emplean en el tratamiento de diversas enfermedades.
Su administracion se fundamenta en las investigaciones previas que se llevan a cabo en
modelos animales y ensayos clinicos. El efecto de las CSM en la mayoria de los casos
se debe a su potente capacidad inmunorreguladora. Resulta evidente que es necesaria
una estimulacion inflamatoria adecuada para obtener el efecto inmunosupresor de las
CSM. Por tanto, la monitorizacion del estado inflamatorio de los pacientes en el

momento en que se infunden las CSM puede contribuir a la optimizacion de las terapias
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basadas en CSM, y se debe trabajar en el desarrollo de biomarcadores que den cuenta
del estado inflamatorio.

Para el uso terapéutico de las CSM es importante conocer el origen de los tejidos
a partir de los cuales se extraen las CSM, su origen aut6logo o alogénico. Los pases que
se hacen al cultivo y el tiempo O6ptimo de cultivo antes de la administracion de las CSM.
También resultan trascendentes los parametros de seleccion del paciente, los datos
clinicos, las cuestiones éticas y las regulaciones administrativas.

Pero ademas de lo anterior, las condiciones inflamatorias determinan el destino
biologico de las CSM. La falta de uniformidad en la respuesta a una terapia con CSM se
debe en parte a la variabilidad en la inflamacién, ya que se necesita una minima
inflamacion para permitir la inmunosupresion ejercida por las CSM. La respuesta
fisiologica a una lesion en un tejido se puede dividir en tres fases: inflamatoria,
reparadora y remodeladora (Fig. 57). Durante este proceso, el estado inflamatorio
(definido como los tipos y concentraciones de citocinas y células del sistema inmune

presentes) cambia considerablemente: la influencia proinflamatoria es dominante

a

durante la fase de inflamacion y disminuye en las fases reparadora y remodeladora. Sélo

en presencia de una inflamacion firme resulta eficaz un tratamiento con CSM. Por lo
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tanto, seria posible optimizar la eficacia de la terapia con CSM mediante la evaluacion

del estado inflamatorio de los pacientes para determinar el momento idoneo para la
administracion celular’”. Ademas, es posible que un pre-tratamiento o pre-estimulacion
de las CSM con las citocinas inflamatorias apropiadas antes de la administracion in vivo

278,293 .
78293 1 0s cambios en la

pueda mejorar la eficacia de los tratamientos basados en CSM
intensidad de la inflamacion alteran sustancialmente los efectos de la

inmunomodulacion mediada por las CSM, que se traduce en una correlacion variable
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entre el grado de la intensidad de la inflamacion y la eficacia del tratamiento ejercido
por las CSM.

Sin duda, la identificacién de marcadores especificos de CSM, la investigacion
sobre las CSM residente en los tejidos sin duda traerd una nueva vision sobre el papel
de estas células en las diversas situaciones fisiopatologicas. Ademads, puede que sea
posible explotar la plasticidad de la funcién inmunorreguladora de las CSM para adaptar
los tratamientos clinicos a unas condiciones inflamatorias especificas. Esto permitira
que los protocolos clinicos basados en CSM pudieran optimizarse para lograr la
modulacion apropiada en funcion de las respuestas inflamatorias en las diferentes etapas
de la progresion de una enfermedad.

Etapas de evolucion de una herida --- "veldeinflamacion
—— FEficacia de CSN

FASE 1 FASE 2 FASE 3
Inflamacion Reparacion Remodelado

Eficacia del tratamiento con CSM

---------
-------

Intensidad de la inflamacion

=]
=
7
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Fig. 57. Estado inflamatorio y la eficacia de la terapia con CSM. Adaptado de Wang Y et al. Nature
Immunology. 15(11): 1009-1016. 2014.
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De acuerdo con los objetivos e hipotesis planteados en este Trabajo de Tesis
Doctoral y como consecuencia de los resultados obtenidos y de su posterior discusion,

hemos llegado a las siguientes conclusiones:

Primera: El modelo murino de EICRo desarrollado y validado en el presente
estudio reproduce la xeroftalmia ocular observada en los pacientes con EICRo,
confirmando la idoneidad de este modelo experimental para el estudio de la
fisiopatologia del sindrome de ojo seco que puede permitir la evaluacion de nuevas
estrategias terapéuticas y que se asienta en los siguientes hallazgos fundamentales:

1. A. En los ratones a los que se generd la EICRo, se ha podido verificar
cambios fisiopatologicos de la enfermedad tanto a nivel palpebral
como glandular, objetivandose una infiltracion linfocitaria de la
glandula lagrimal de linfocitos CD3+/CD45+/H2Db+ de origen
alogénico.

2. B. Se han evaluado las modificaciones de parametros clinicos
objetivables de la enfermedad, observandose una disminucion del
volumen de lagrima asi como un aumento de osmolaridad de la

misma en los ratones donde se genero la EICRo.

Segunda: En los ratones con EICRo a los que se les administro6 hCSM por via
subconjuntival se ha comprobado mediante técnicas de bioluminiscencia su

permanencia durante un periodo de al menos 5 semanas después de su administracion.

Tercera: Mediante técnicas de inmunohistoquimica y empleando un doble

marcaje con GFP y mitocondria humana se ha podido verificar la presencia de hCSM
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transducidas en glandula lagrimal y parpado transcurridas 4 semanas de su

administracion por via subconjuntival.

Cuarta: En los ratones tratados con hCSM por via subconjuntival transcurridos
10 dias de la generacion de la EICRo, se ha observado, mediante técnicas de citometria
de flujo, una significativa disminucion del porcentaje de infiltracion linfoide alogénica

(CD3"/CD45"/H2D"") en la glandula lagrimal.

Quinta: Los animales con EICRo tratados con hCSM por via subconjuntival
transcurridos 10 dias de la generacion de la EICRo, recuperan los valores de volumen
de lagrima y de osmolaridad de los grupos controles sanos. Debido a la desfavorable
evolucion natural de la enfermedad sistémica, no se ha podido constatar una
significativa mejoria de estos parametros clinicos en fases mas avanzadas de la

enfermedad.

Sexta y ultima: El tratamiento de la EICRo con hMSC administradas por via
subconjuntival podria ser una estrategia terapéutica efectiva debido a las propiedades
reparadoras, anti-inflamatorias e inmunomoduladoras de las hMSC que se han

objetivado en ratones a los que previamente se les ha generado la enfermedad.
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