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RESUMEN







Resumen

En el presente estudio se investiga la utilidad de las células madre mesenquimales adultas derivadas de tejido
adiposo (AD-MSC) en modelos de trasplante corneal alogénico de riesgo normal y de alto riesgo en conejos. Se
pretende conseguir una prevencion del rechazo y un aumento de la vida media del injerto mediante las
propiedades inmunosupresoras atribuidas a las AD-MSC, asi como establecer modelos animales mas patecidos a
lo que se encuentra en la practica clinica en humano y por tanto mas relevantes que los descritos hasta el
momento. En contra de lo esperado, en el modelo de riesgo normal, establecido usando dos razas diferentes de
conejo, la aplicacion local de AD-MSC durante la cirugia no aumenté el tiempo de supervivencia del trasplante
sino que lo disminuyd, aumentando la vascularizaciéon del lecho corneal, asi como los signos de inflamacion,
concretados en un aumento del edema y la infiltracion leucocitaria. En el modelo de alto riesgo establecido
mediante un proceso de vascularizacién previa de la cérnea de conejo, la aplicacién sistémica de AD-MSC de
conejo en varios momentos antes, durante y después de la cirugfa también disminuy6 el tiempo de supervivencia
del trasplante, aumentando la vascularizacién y el edema corneal. Estos resultados pueden ser explicados por el
caracter proinflamatorio mostrado por las AD-MSC in vitro. Estas células expresan y secretan de forma
constitutiva varias citoquinas proinflamatorias como IL-6 e IL-8. El efecto de estas citoquinas parece sobrepasar
el de factores inmunosupresores como IDO y NO también secretados por las AD-MSC en este estudio.
Ademas, estas células presentan un fenotipo de célula presentadora de antigeno por la expresion de moléculas
cosefalizadoras como CD40 y CD80. Por dltimo, las AD-MSC expresan citoquinas proangiogénicas como
VEGF-A y TGF-g relacionadas con un aumento de la neovascularizaciéon. Todos estos datos sugieren que las
AD-MSC no serfan adecuadas para su uso en tejidos avasculares e inmunoprivilegiados como la cérnea, ya que

previenen el mantenimiento de la homeostasis del tejido.

Summa

The effect of adipose-derived mesenchymal stem cells (AD-MSC) into rabbit models of normal or high risk
corneal allograft transplantation was investigated. Our aims were to prevent transplant rejection and to increase
the time of graft survival mediated by the described immunosuppressive properties of AD-MSC, and to establish
more similar corneal graft models to the clinical practice in humans, and thus more relevant than the previously
reported rodent models. The normal risk corneal graft model was established by using two different rabbit
strains. In contrast to our expectations, the local administration of AD-MSC during surgery worsen the outcome
of the transplantation, increasing vascularization of the corneal bed and inducing signs of inflammation such as
edema and leukocyte infiltration. This resulted in a shorter graft survival. In the high risk corneal graft model,
immune ocular privilege was undermined by the induction of neovascularization prior to graft surgery. Systemic
administration of rabbit AD-MSC at various time points also led to a shorter survival time. Rabbit AD-MSC
increased vascularization and edema in these corneal grafts. Our results may be explained by the
proinflammatory phenotype shown by AD-MSC in vitro. These cells constitutively express and secrete
proinflammatory cytokines and chemokines such as 1L-6 and IL-8. The effect of those cytokines seems to
overcome that of immunosuppressive factors such as IDO and NO also secreted by MSC in the present graft

model. In addition, these cells present an antigen presenting cell phenotype by the expression of cosignaling

Xi



molecules CD40 and CD80. Moreover, AD-MSC express proangiogenic factors such as VEGF-A and TGF-8
related to neovascularization processes. All these data suggests that AD-MSC may not be appropriate for their
use in avascular and immuneprivileged sites as the cornea, as they prevent the maintenance of the tissue

homeostasis.
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CLAVE DE ABREVIATURAS







AD-MSC: Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo

ALK: queratoplastia lamelar anterior

ALT: alanina aminotransferasa

Ang-1 (angiotensina 1),

APC: Célula presentadora de antigeno

BDNEF: factor neurotroéfico derivado de cerebro

BMI: indice de masa corporal

BM-MSC: Células madre mesenquimales derivadas de médula sea

BSA: albumina sérica bovina

CB-MSC: Células madre mesenquimales detrivadas de cordén umbilical
CCL2: conocido como MCP-1, proteina quimiotictica de monocitos 1
CCL3: conocido como MIP-1a, proteina inflamatoria de macréfagos alfa
CCL4: conocido como MIP-1b, proteina inflamatoria de macréfagos beta
CNTF: Factor neurotréfico ciliar

COX 2: Ciclooxigenasa 2

CTLA4: antigeno de linfocitos T citotéxico 4

DALK: queratoplastia lame anterior profunda

DC: Célula dendritica

DMEK: queratoplastia endotelial de membrana de Descemet

DMEM: medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco

DMSO: dimetilsulféxido

DS(A)EK: queratoplastia endotelial automatizada con pelado de membrana de Descemet
ECM: Matriz extracelular

ELA: esclerosis lateral amiotréfica

FBS: suero fetal bovino

FGF-@: factor de crecimiento fibroblastico beta

GDNEF: factor neurotréfico derivado de glia

GGT: gamma glutamil transpeptidasa

GvHD: Enfermedad de huésped contra hospedador

hAD-MSC: Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humanas
HBSS: solucion salina balanceada de Hanks, Gibco

HGEF: Factor de crecimiento hepatocitario

HLA: Antigeno leucocitario humano

HSC: Células madre hematopoyéticas

IDO: Indoleamina, 2,3- dioxigenasa

IFATS: International Federation of Adipose Therapeutics

IFG-1: factor de crecimiento insulinico tipo 1

IFN-y: Interfer6n Gamma



IL: Interleuquina

IM: intramuscular

iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible

ISCT: International Society for Cellular Therapy

ITS: Insulina-transferrina-selenio

IV: intravenoso

LIF: factor inhibidor de la leucemia

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

MIP: proteina inflamatoria de macréfagos

MMP: metaloproteasas de mattiz

MSC: Células madre mesenquimales

NGF: factor de crecimiento nervioso

NK: Células asesinas naturales

NO: Oxido nitrico

NZW: conejo de raza New Zealand White

OVA: ovoalbiimina

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica
PBS: tampén fosfato salino

PCNA: antigeno nuclear de proliferacién celular
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PD-1: receptor de muerte programada 1

PDGEF (factor de crecimiento derivado de plaquetas),
PD-L1: Ligando del receptor de muerte programada 1
PGE-2: Protaglandina-E2

PI3K/Akt: fosfatidilinositol 3 kinasas/protein kinasa B
PK: queratoplastia penetrante

PLA: lipoaspirado procesado

PLGF: factor de crecimiento placentario

PMNC: células polimorfonucleares

tbAD-MSC: Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo de conejo
RI: indice de rechazo

RPMI: medio de cultivo Roswell Park Memortial Institute
SDF-1: factor detivado del esttoma 1

SVF: fraccién vasculoestromal

TBS: tampén tris salino

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta
Th1: Linfocito T Helper 1

Th17: Linfocito T Helper 17

Th2: Linfocito T Helper 2



TNF-o: Factor de necrosis tumoral alfa

Treg: Linfocitos T reguladores

TSG-6: gen 6 inducible por factor de necrosis tumoral
VEGEF: factor de crecimiento de endotelio vascular
VHC: virus de la hepatitis C

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

WJ-MSC: Células mesenquimales derivadas de gelatina de Wharton
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Introduccién

1.1 Origen y caracterizacion de las MSC

Las células madre mesenquimales (MSC) son un tipo de célula madre adulta descubiertas y aisladas por primera
vez de médula 6sea (Friedenstein y cols., 1974, Friedenstein y cols., 1968, Friedenstein y cols., 1966, Paul y cols.,
1991, Prockop, 1997). Estas células con capacidad de autorenovacion son capaces de diferenciarse a varios linajes

celulares bajo determinadas condiciones (Pittenger y cols., 1999).

El estudio y caracterizacién de las células madre mesenquimales ha sido abordado por numerosos grupos de
investigacién en las ultimas décadas. Aun asi, no se ha encontrado un marcador Gnico y determinante para la
caracterizacién de estas células. Por ello, la International Society for Cellular Therapy (ISCT) establecié en el
2006 unos estandares que determinarian lo que es y lo que no es una MSC (Dominici y cols., 2000). Las

caracteristicas que deberfa de tener una poblacion para ser considerada MSC son las siguientes:

e Adherencia al plastico en condiciones estandares de cultivo

e Expresién de marcadores de membrana (>95%): CD105, CD73 y CD90

e No expresiéon de marcadores (<2%): CD45 (panleucocitario), CD34 (marcador de células madre
hematopoiéticas), CD14 o CD11b (marcadores de monocito/macréfago), CD79a o CD19 (marcadores
de linfocitos B) y HLA-DR (Antigeno Leucocitario Humano, de las siglas en inglés Human Leukocyte
Antigen).

e (Capacidad de diferenciacién a linajes condro-, dsteo- y adipogénico in vitro.

Estos estandares se establecieron a partir de poblaciones derivadas de médula 6sea y tras la manipulacién in
vitro. En los ultimos afios se han aislado MSC de diferentes tejidos como el bazo y el corazén (Hoogduijn y cols.,
2007), el muasculo esquelético (Williams y cols., 1999), la membrana sinovial (De Bari y cols., 2001), la pulpa
dentaria (Gronthos y cols., 2000), el hueso (Kadiyala y cols., 1997), el cordén umbilical (Erices y cols., 2000) o el
tejido adiposo (Zuk y cols., 2002, Zuk y cols., 2001). En teotia se podtian aislar MSC de cualquier tejido
conectivo aunque las mas estudiadas son las que sirven de soporte estromal a la médula 6sea, a las células
endoteliales y a los adipocitos (Bianco y cols., 2001). Los estindares de Dominici se suelen aplicar para la
validacién de MSC de todos estos origenes. Sin embargo, esta diferencia en la procedencia también determina
una variabilidad en el fenotipo de las células, siendo méas o menos capaces para la diferenciacién a determinados
linajes o expresando unos marcadores de supetficie y no otros (Busser y cols., 2015, Im y cols., 2005, Huang y
cols., 2005). Ademas, las diferencias en las condiciones de cultivo (Horwitz, 2009) y el nimero de divisiones
(pases) (Mitchell y cols., 2006) también pueden alterar el fenotipo de estas células. Esto dificulta a veces la

generalizacion de los resultados y la comparacion entre los diferentes estudios.

Esta estandarizaciéon se ha establecido unicamente para células humanas. Sin embargo, en animales de
experimentacion no se ha establecido un criterio minimo para la identificacién de estas células. Aun asi, existen
numerosos estudios que han avanzado en la caracterizaciéon de las MSC en ratones, definiéndolas como positivas
para CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106 y Sca-1, y negativas para Ter-119, CD11b, CD31 y CD45
(Baddoo y cols., 2003, Peister y cols., 2004, Tropel y cols., 2004). Algunos de estos marcadores como Sca-1

13
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varfan segin la cepa de ratén. En cuanto a los conejos, los estudios que tratan de caracterizar las MSC son
escasos y muy tecientes, y han demostrado que estas células son positivas para CD44, CD29, actina muscular

alfa, vimentina y Sox2 (Lee y cols., 2014b, Bakhtina y cols., 2014).

1.2 Propiedades terapéuticas de las MSC

Desde el descubrimiento de estas células y de su potencialidad, numerosos estudios han tratado de aplicatlas en
el tratamiento de diferentes dolencias. En general se han descrito tres mecanismos por los que se producen los
efectos beneficiosos de las MSC: 1) regeneracion directa por diferenciacion o transdiferenciacion, 2) induccién de
regeneracion de las células residentes por la accién de factores paracrinos o endocrinos secretados por las MSC,

y 3) procesos de inmunomodulacién.
1.2.1 Regeneracion directa por diferenciacion o transdiferenciacion

Las MSC derivadas de médula 6sea o de otros origenes como el adiposo son capaces de diferenciarse en células
de varios tejidos de su mismo linaje mesodérmico como el hueso, el cartilago o el tejido adiposo. Asimismo, estas
células han demostrado una capacidad de transdiferenciacién hacia tejidos de diferente linaje como el epitelial
(Spees y cols., 2003, Brzoska y cols., 2005), el miocardico y endotelial (Yue y cols., 2008, Bai y cols., 2010, Okura
y cols., 2010, Zhang y cols., 2011a, Planat-Benard y cols., 2004), el neural (Safford y cols., 2002, Safford y cols.,
2004, Greco y cols., 2007a, Greco y cols., 2007b) el pancreatico (Moriscot y cols., 2005, Chandra y cols., 2009,
Blazquez-Martinez y cols., 2014), el hepatocitario (Schwartz y cols., 2002, Lee y cols., 2004, Hong y cols., 2005,
Seo y cols., 2005, Aurich y cols., 2009) y el queratocitico (Alio del Barrio y cols., 2015, Arnalich-Montiel y cols.,
2008).

Esta caracteristica de las MSC ha llevado a numerosos grupos a plantear estrategias de regeneracion tisular, ya sea
implantando las células directamente en el tejido a reparar y esperando a que el microambiente propicie su
diferenciacion, o bien prediferenciando las células in vitro antes de introducirlas en el organismo. La reparacién
de tejido 6seo y del cartilago es la mas estudiada hasta la fecha por la tendencia natural de las MSC a formar
tejido conectivo (Turgeman y cols., 2001). Aun as{ es necesaria la prediferenciaciéon in vitro o la induccién
mediante su sembrado en estructuras de hidroxiapatita u otro material osteoinductivo (Bruder y cols., 1998a,
Bruder y cols., 1998b). En pacientes se ha demostrado una buena osteointegracion de este tipo de implantes
sembrados con MSC sin detectarse efectos adversos (Quarto y cols., 2001). El éxito en la reparacion del cartilago
ha sido algo mas limitado. Aunque las MSC pueden formar cartilago in vivo (Im y cols., 2001), presentan
problemas para generar tejido que perdure en el tiempo (Wakitani y cols., 2002). De nuevo el uso de estructuras
biodegradables como vehiculo y soporte de las células parece aumentar la eficiencia de la terapia en modelos

animales (Li y cols., 2009).

La terapia regenerativa con MSC ha hecho su incursién en el tratamiento de otros 6rganos tales como corazon,
cerebro, higado, pancreas o cérnea. Las MSC tanto de médula 6sea (Makino y cols., 1999) como derivadas de

tejido adiposo (Okura y cols., 2010) son capaces de diferenciarse a cardiomiocitos funcionales, expresando

14



Introduccién

marcadores de células musculares cardfacas y latiendo sincréonicamente in vitro (Makino y cols., 1999). Estas
células también han demostrado ser capaces de diferenciarse in vivo y promover la reparacién del tejido cardiaco
en ratones (Toma y cols., 2002) y en grandes animales, mejorando su funcionalidad al ser prediferenciadas y
sembradas en estructuras de matriz extracelular (Potapova y cols., 2008). En los estudios clinicos realizados en
los ultimos afios, aunque se ha demostrado la seguridad en el uso de estas células para el tratamiento del fallo
cardiaco, la eficacia en la mejora funcional ha sido limitada (Fuh y cols., 2009). En cuanto al tratamiento de
patologias del sistema nervioso central, pese a los buenos resultados conseguidos en la induccién de un fenotipo
neural en las MSC in vitro (Black y cols., 2001), no parece que esta capacidad sea el origen de su efecto
beneficioso in vivo (Zhao y cols., 2002). La regeneracion directa por via de la diferenciacién parece limitada a
una funcién de célula de Schwann (Akiyama y cols., 2002, Keilhoff y cols., 2006) o de creacién de estructuras
gufa para la regeneracion astrocitatia (Hofstetter y cols., 2002). Las MSC han demostrado su capacidad para
diferenciarse en células similares a hepatocitos una vez implantadas directamente en el parénquima hepatico
(Sato y cols., 2005). Estas células son capaces de producir albumina y de expresar marcadores tipicos de
hepatocitos como las citoqueratinas 18 y la 19 o el AGPR (receptor para la asialoglicoproteina). En el caso de la
reparacién del dafio hepatico, aunque escasos, también hay estudios que demuestran una accién beneficiosa de
las MSC mediante su diferenciacién. Chang y cols., (Chang y cols., 2009) mostraron como las BM-MSC humanas
transfundidas por via portal en un modelo de rata son capaces de mejorar la funcidén hepatica y de disminuir la
tibrosis. También es posible obtener células productoras de insulina a partir de MSC in vitro mediante su cultivo
en medio de diferenciacién pancreatica (Chen y cols., 2004) o junto con extracto pancreitico (Choi y cols., 2005,
Xu y cols.,, 2009b). El microambiente pancreatico diabético en modelos animales parece promover la
diferenciacién de las MSC in vivo cuando son inyectadas localmente, mejorando la glicemia y aumentando el
numero de isletas pancreiticas regeneradas(Dong y cols., 2008, Chang y cols., 2008). Al igual que las células
derivadas de médula 6sea, las derivadas de tejido adiposo (AD-MSC) también son capaces de diferenciarse a
células productoras de insulina y mejorar la glicemia en modelos animales (Chandra y cols., 2009). En cornea,
estudios realizados por nuestro grupo han demostrado que las AD-MSC pueden expresar marcadores de

diferenciacién hacia queratocitos cuando son aplicadas en un bolsillo corneal o en una queratoprétesis (Alio del

Barrio y cols., 2015, Arnalich-Montiel y cols., 2008).

Algunos estudios sistémicos sobre estos efectos se han basado en la aparente capacidad que poseen estas células
para migrar a través del endotelio hacia zonas dafiadas, como se ha descrito en corazén (Barbash y cols., 2003),
cerebro (Chen y cols., 2001, Mahmood y cols., 2003), higado (Arbab y cols., 2004), rifién (Hauger y cols., 2006),
hueso (Horwitz y cols., 2002, Horwitz y cols., 1999) y pulmén (Ortiz y cols., 2003) (Ortiz 2003). Sin embargo, la
tendencia de estas células a quedarse atrapadas en el pulmén (Barbash y cols., 2003) hace que muchos estudios,
sobre todo de regeneracion, las apliquen directamente en el tejido dafiado. Por otro lado, las estrategias
sistémicas estan demostrando que la accion indirecta mediada por factores secretados es realmente la responsable

del efecto terapéutico que estas células tienen en la reparacion del tejido.
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1.2.2 Regeneracion y citoproteccion por factores secretados

La accién moduladora que las MSC tienen sobre la regeneracion de tejidos diferentes al 6seo o al cartilaginoso
8 g >
parece deberse en gran medida a su efecto paractrino o endocrino. En general, las MSC han demostrado secretar

una baterfa muy amplia de factores angiogénicos y citoprotectores tanto in vitro como in vivo.

Las MSC secretan de forma constitutiva factores cardioprotectores o estimulantes de progenitores cardfacos
como PDGF (factor de crecimiento detivado de plaquetas), SDF-1 (factor derivado de células estromal tipo 1),
LIF (factor inhibidor de la leucemia), PLGF (factor de crecimiento placentario) y angiogénicos como HGF
(factor de crecimiento hepatocitario), Ang-1 (angiotensina 1), IFG-1 (factor de crecimiento insulinico tipo 1),
FGF-B (factor de crecimiento fibroblastico beta) y VEGF (factor de crecimiento de endotelio vascular) (Nagaya
y cols., 2005, Duran y cols., 2013, Gallina y cols., 2015). In vivo, estas células son capaces de mejorar la funcién
cardfaca sin diferenciarse aumentando la supervivencia en modelos de infarto de miocardio. En estos modelos se
observé una disminucién de la fibrosis y un aumento de la vascularizacion de la zona dafiada, asi como un
aumento de FGF-8 y VEGF en el tejido (Nagaya y cols., 2005, Duran y cols., 2013). Ademas del trasplante
directo de células, el medio condicionado y los exosomas derivados de MSC han demostrado ser efectivos en el
tratamiento del dafio cardiaco en modelos animales (Lai y cols., 2010), demostrando as{ la funcién paracrina de
estas células. La presencia de factores proangiogénicos en el tejido junto con la capacidad de diferenciacién a
linaje endotelial demostrada por las MSC in vivo (Bai y cols., 2010) han llevado a considerar la
neovascularizacién como uno de los principales mecanismos de acciéon de estas células en los trastornos
cardiovasculares (Gallina y cols., 2015). La inducciéon de la regeneracién a partir de progenitores cardiacos y el
control de la remodelacién tisular serfan los otros dos mecanismos terapéuticos implicados en este tipo de
patologias (Ranganath y cols., 2012). Como apuntamos en el apartado anterior, el uso clinico de estas células en
patologias cardiacas ha demostrado ser seguro, aunque los resultados clinicos han sido muy discretos
disminuyendo levemente el riesgo de mortalidad y de episodios isquémicos recurrentes (Fisher y cols., 2013). En
varios modelos de infarto de miocardio, la aplicacién local de las AD-MSC mejor6 la presion ventricular tras la
didstole y la fraccién de eyeccién ventricular (Miyahara y cols., 2006, Nagaya y cols., 2005). Al igual que ocurre
con los estudios realizados con BM-MSC, el mecanismo mas probable es la secrecién de factores

cardioprotectores que favorecen una remodelacién adecuada del tejido y la vascularizacion.

En el campo de la neurologia también ha cambiado el paradigma, centrandose en el efecto paracrino de las MSC
frente a su posible diferenciacién. Numerosos estudios han demostrado los efectos neuroprotectores de las MSC
mediante mecanismos de neurogénesis, sinaptogénesis y angiogénesis. En el secretoma de estas células se han
detectado factores que favorecen la supervivencia neuronal, la diferenciacion de progenitores neurales y el
crecimiento de neuritas, tales como BDNF (factor neurotréfico derivado de cerebro), GDNF (factor
neurotréfico derivado de glfa), NGF (factor de crecimiento nervioso), HGF, VEGF o IGF-1 (Salgado y cols.,
2015). Las AD-MSC también han demostrado promover el crecimiento de neuritas en neuronas motoras
(Kingham y cols., 2007) y la regeneracién de las células gliares (Razavi y cols., 2013) mediante la secrecién de
factores troficos. El cultivo in vitro de células neuronales con MSC o con medio condicionado ha demostrado

promover su supervivencia frente al dafio neuronal, mediada principalmente por BDNF (Crigler y cols., 2000,
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Wilkins y cols., 2009). In vivo, la migraciéon de MSC administradas sistémicamente a zonas de isquemia cerebral
es controvertida. Aun asi, numerosos estudios han demostrado un efecto positivo en los test de comportamiento
e histolégicos en modelos animales de infarto cerebral tratados con MSC. El tratamiento provoca una
disminucién de la apoptosis y de la zona lesionada y un aumento de la vascularizacién mediada por factores
como FGF-2; IGF-1, BDNF, NGF o SDF-1 entre otros (Dharmasaroja, 2009). Asimismo, el tratamiento con
AD-MSC en modelos animales parece disminuir el tamafio de la lesién y promover la regeneracién neuronal y
axonal a la vez que aumenta la vascularizacién local (Gutierrez-Fernandez y cols., 2015). La administracién de
medio condicionado también ha demostrado un efecto neurogénico en ratas mediado por un aumento de FGF-
2 y NGF en el propio tejido, poniendo de relevancia su actividad paracrina (Teixeira y cols., 2015). Ensayos
clinicos con pacientes de dafio espinal han demostrado una mejorfa notable cuando las MSC son inyectadas
localmente en la zona dafiada en los primeros dias tras la lesion (Yoon y cols., 2007). En el caso del dafio
cerebral, los estudios clinicos estin en las primeras fases y han demostrado ser seguros con unos discretos

efectos beneficiosos asociados a la produccién de factores paracrinos (Joyce y cols., 2010, Lee y cols., 2010).

Las MSC mejoran la supervivencia y regeneracioén de hepatocitos dafiados in vitro y son capaces asi mismo de
promover una regeneracién del parénquima hepatico en modelos animales de dafio (van Poll y cols., 2008,
Zhang y cols., 2012, Li y cols., 2013b, Li y cols., 2013a). Las células administradas de forma sistémica aumentan
la proliferacién e inhiben la apoptosis de los hepatocitos, aumentando en éstos la expresiéon de genes que
intervienen en la replicacién y de marcadores de proliferacién tales como la ciclina D1 o el PCNA (antigeno
nuclear de proliferacion celular) (van Poll y cols., 2008, Wang y cols., 2014). Se ha descrito una disminucién de
los niveles séricos de factores proinflamatorios como IL-1B, TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), IL-6 y IL-
1ra en los animales tratados (van Poll y cols., 2008, Zhang y cols., 2012), asi como una disminucién considerable
de la fibrosis hepatica y la deposicién de colageno I y I1I que parece asociada a la secrecién por parte de las MSC
de IL10, TNF-a y HGF que actuarfan inhibiendo la accion de las células hepaticas estrelladas (Parekkadan y cols.,
2007, Li y cols., 2013b). Este efecto antifibrético también se ha comprobado con el tratamiento con AD-MSC
(Wang y cols., 2009, Wang y cols., 2012). Resultados similares se han conseguido mediante el tratamiento con
medio condicionado de MSC o con exosomas aislados de las mismas (van Poll y cols., 2008, Li y cols., 2013b), lo
que demuestra su actividad paracrina y endocrina también en el tratamiento del dafio hepatico. A pesar de estos
prometedores resultados, los ensayos clinicos aun no han demostrado la efectividad de las células en el
tratamiento enfermedades como la cirrosis hepatica (Mohamadnejad y cols., 2013). En cuanto a las patologias
pancreaticas, las aproximaciones terapéuticas siguen centradas en la diferenciacién y en la inmunosupresioén
como veremos mas adelantes. Aun asi, parece importante la vascularizacion local inducida por las MSC para el
mantenimiento del trasplante de isletas (Figliuzzi y cols., 2009) y su accién paracrina mediante factores como

IGF-1, VEGF y FGF-p para disminuir la glicemia y la apoptosis (Xu y cols., 2009b).

1.2.3 Propiedades inmunomoduladoras de las MSC

Ademas de promover la regeneracién tisular, las MSC han demostrado poseer capacidades inmunomoduladoras

que pueden ser aprovechadas para el desarrollo de nuevas terapias. En el afio 2000 dos grupos definieron a las
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MSC como células inmunoprivilegiadas al sobrevivir durante mas de un afo tras ser inyectadas
intraperitonealmente en una oveja inmunocompetente (Liechty y cols., 2000, Almeida-Porada y cols., 2000).
Inmediatamente después se observaron sus capacidades inmunosupresoras tanto in vitro como en modelos
animales, en los que no solo se salvaban incompatibilidades del MHC (Complejo Mayor de Histocompatibilidad),
sino también interespecificas (Bartholomew y cols., 2002, Di Nicola y cols., 2002, Lee y cols., 2002, Djouad y
cols., 2003). A partir de entonces han sido numerosos los estudios que tratan de elucidar los mecanismos de
accion de estas células y su posible aplicacion clinica. En general, las MSC no expresan moléculas del MHC-11
(Complejo Mayor de Histocompatibilidad de tipo II), ni moléculas cosefializadoras como CD40, CD80 o CD86

(Tse y cols., 2003, Le Blanc y cols., 2003, Prasanna y cols., 2010) por lo que se consideran poco inmunogénicas.

Por otro lado, las MSC se consideran buenas candidatas para el desarrollo de terapias inmunosupresoras.
Numerosos estudios apuntan al IFN-y y al TNF-a como principales actores en la activacién de las capacidades
inmunosupresoras de las MSC. En concreto, el IFN-y presente en un ambiente inflamatorio o secretado por
linfocitos activados serfa capaz de disparar las propiedades inmunosupresoras de las MSC (Krampera y cols.,
2006, Sheng y cols., 2008). El bloqueo de esta via de sefializacién ha demostrado inhibir este efecto
inmunosupresor de las AD-MSC (Polchert y cols., 2008). Por otro lado, el TNF-a también ha demostrado su
implicacién en la activacién de estas capacidades siempre de forma sinérgica con IFN-y (Ren y cols., 2008). En
estos estudios se intuye la necesidad de una fina regulacién entre el ambiente inflamatorio y las MSC para que

éstas ejerzan su efecto.

La respuesta innata es la que acontece en un primer momento tras el dafio o la infeccién y es una respuesta no
especifica mediada por células como los neutréfilos y los macréfagos, las células dendriticas (DC), las células asesinas

naturales (NK, del inglés natural killer), los linfocitos B-1 y los linfocitos Ty3.

Diferentes estudios han demostrado la capacidad de las MSC para actuar en esta fase de la respuesta inmune. En
concreto, estas células son capaces de inhibir la maduracion de las células dendriticas, impidiendo la presentacién de
antigenos (Jiang y cols., 2005, English y cols., 2008) y la secrecién de IL-12 y TNF-a (Aggarwal y cols., 2005, Nauta y
cols., 2006, Chen y cols., 2007, Zhang y cols., 2009), induciendo por tanto un fenotipo tolerogénico, y una respuesta
inmune Th2 antiinflamatoria mediada por la secrecién de IL-10 por parte de las DC (Beyth y cols., 2005, Chen y cols.,
2007). Estas DC inmaduras con un fenotipo tolerogénico pueden a su vez inducir la proliferacién de linfocitos T
reguladores (Treg) (Li y cols., 2008a) e inhibir la proliferacion de linfocitos CD4 y CD8 (Eagar y cols., 2004, Amsen y
cols., 2004, Rutz y cols., 2005, Zhang y cols., 2009). Esta accién inmunosupresora sobre las DC parece estar mediada
por 1L-6 y PGE-2 (Prostaglandina E2) (Jiang y cols., 2005, Djouad y cols., 2007, Spaggiati y cols., 2009) (Fig. 1). Las
MSC también han demostrado inhibir la actividad de las NK hasta cierto punto. Esta inhibicién sélo se produce si las
NK no estan activadas previamente y si ademas las MSC han sido estimuladas con IFN-y (Sotiropoulou y cols., 2000,
Spaggiari y cols., 2008, Crop y cols., 2011). Este efecto inhibidor sobre la citotoxicidad y la liberacién de IFN-y y TNF-
o por parte de las NK se ha relacionado con la secrecion por parte de las MSC de IDO (Indoleamina 2,3 dioxigenasa),
TGF-B1 (factor de crecimiento transformante 31), PGE-2 y HLA-G5 (antigeno leucocitario humano G5) (Poggi y
cols., 2005, Sotiropoulou y cols., 2006, Spaggiari y cols., 2008, Selmani y cols., 2008), (Fig. 2).
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Figura 1. Esquema del efecto inmunosupresor ejercido por las MSC sobre las células dendriticas. Las MSC son capaces de
inhibir la maduracién de las DC e incluso revettit a un estado inmaduro/tolerogénico las que ya han suftido un proceso de
maduracién. A su vez estas DC inmaduras son capaces de inducir una respuesta Th2 y la proliferacion de Treg en vez de la
activacién de Th1 mediante la secrecion de IL-10 en vez de IL-12. Algunos estudios proponen a la IL-6 y a la PGE-2 como
posibles mediadores de esta accién de las MSC. Fuente: De Miguel, Fuentes-Julidn y cols., 2012 (De Miguel y cols., 2012).
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Figura 2. Interaccién entre las MSC y las NK en dos contextos diferentes. A) Cuando las NK no han sido activadas por
estimulos externos, las MSC son capaces de inhibir su citotoxicidad. Algunas moléculas liberadas por las MSC como IDO,
TGF-B, PGE-2 o HLA-G5 han sido propuestas en la literatura como candidatas a producir este efecto. Hstas moléculas
producitfan una disminucién de receptores citotoxicos en las NK y bloquearfan su capacidad de reconocer a las células diana
y de secretar IFN-y y TNF-a B) cuando las NK han sido activadas previamente, su interaccién provoca la lisis de las MSC a
través del reconocimiento propio de numerosos receptores y contrareceptores. Fuente: De Miguel, Fuentes-Julian y cols.,

2012 (De Miguel y cols., 2012).
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El sistema inmune adaptativo es un sistema especifico de defensa que se pone en funcionamiento de forma
tardfa porque requiere del reconocimiento especifico de antigenos y ademds es capaz de generar memoria
inmunolégica. Necesita de la maduracién de células del sistema innato que presentan los antigenos a las células

del sistema adaptativo para comenzar la respuesta especifica. Las células implicadas son los linfocitos B y T.

Las MSC son capaces de inhibir la migracién, la proliferacién y la produccién de anticuerpos por parte de los
linfocitos B (Augello y cols., 2005, Corcione y cols., 2006, Rafei y cols., 2008, Asari y cols., 2009). Se ha sugerido
que esta capacidad podria estar supeditada a una activacién previa de las MSC (Corcione y cols., 2006). Sin
embargo, las MSC no han demostrado ser capaces de inhibir las propiedades de los linfocitos B de célula
presentadora de antigeno (APC) al no alterar la expresion de las moléculas cosefializadoras ni del MHC. La via de
PD-1 (receptor de muerte programada 1) parece estar implicada en la inhibicién de la proliferaciéon (Augello y
cols., 2005), mientras que la inhibicién de Blimp-1 o el bloqueo de la via de STAT3 inhibirfa la funcién de célula
plasmatica (Comoli y cols., 2008, Rafei y cols., 2008, Asari y cols., 2009), (Fig. 3).

Migracion
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Linfocito B naive j )

X

MSC activada map -1 Célula plasmatica
Produccion de Anticuerpos

CXCR4 y CXC R5

Moléculas? /
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Figura 3. Efecto inmunosupresor de las MSC sobre los linfocitos B. Las MSC son capaces de inhibir la migracion, la proliferacion
y la diferenciacion a célula productora de anticuerpos de los linfocitos B. Aunque atn se desconocen las moléculas implicadas en
este efecto, parece que el procesamiento de CCL2 por patte de las metaloprotesasa de las MSC y su interaccién con CCR2 de los
linfocitos B, bloquearfa la via de Blimp-1 necesaria para la transformacion en célula plasmatica. Fuente: De Miguel, Fuentes-Julian y
cols., 2012 (De Miguel y cols., 2012).
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Respecto de la inmunidad adquirida mediada por linfocitos T, la intervencién sobre esta respuesta inmune es una
de las estrategias mas interesantes en el tratamiento de patologias relacionadas con la inflamacion, la
autoinmunidad y el rechazo. Las MSC son capaces de inhibir la liberacion de IFN-y y la citotoxicidad de los
linfocitos T (Bartholomew y cols., 2002, Di Nicola y cols., 2002, Krampera y cols., 2003, Meisel y cols., 2004,
Angoulvant y cols., 2004, Sheng y cols., 2008). Se ha sugerido que las MSC atraerfan a los linfocitos mediante
factores quimiotacticos (Sato y cols., 2007, Ren y cols., 2009, Ren y cols., 2008) y éstos liberarfan una pequefia
cantidad de IFN-y inicial que desencadenarfa el efecto inmunosupresor de las MSC (Krampera y cols., 2006,
Sheng y cols., 2008). Algunas de las moléculas que se han relacionado con esta accién inmunosupresora de las
MSC son TGF-$ (Groh y cols., 2005, Ryan y cols., 2007, English y cols., 2007) HGF e IL10 (Di Nicola y cols.,
2002, Djouad y cols., 2005), PGE-2 (Yanez y cols., 2010) IL-6 (Xu y cols., 2009a) y Galectinas 1 y 3 (Sioud y
cols., 2010, 2011). Los estudios se han centrado en los dos mecanismos que parecen predominar: Por un lado el
metabolismo del triptéfano y el acimulo local de metabolitos parece promover esta inhibicién de la respuesta
inmune (Munn y cols., 2007). Esta via estarfa mediada por la secreciéon de IDO por parte de las MSC (Krampera
y cols., 2006, English y cols., 2007, Ren y cols., 2009). Por otro lado, la produccién de éxido nitrico (NO) se ha
relacionado estrechamente con un arresto de los linfocitos T en un estado de anergia, es decir de inactividad
funcional (Ren y cols., 2009, Ren y cols., 2008, Schurgers y cols., 2010). Esta accién estaria mediada por la
inhibicién de la fosforilacién de STATS en las células T (Sato y cols., 2007), (Fig. 4).

Por dltimo, las MSC pueden inducir la proliferacién de linfocitos Treg que controlen la respuesta inmune tanto
in vitro como in vivo (Maccatio y cols., 2005, Selmani y cols., 2008, English y cols., 2009). Este efecto, que puede
ser directo o mediado por la accién de las MSC sobre APC, parece estar relacionado con la expresion de
moléculas como PGE-2, HLA-5, TGF-1 o IDO (Baratelli y cols., 2005, Selmani y cols., 2008, English y cols.,
2009, Ge y cols., 2010), (Fig. 4).

En resumen, las MSC pueden ejercer su poder inmunosuptresor disminuyendo la respuesta innata y generando un
ambiente tolerogénico al inhibir la maduracién de las DC, o bien pueden actuar de forma directa sobre los
linfocitos T y B, evitando la respuesta citotoxica y la mediada por anticuerpos. Para ello es necesario una
interaccién previa entre las MSC y el ambiente inflamatorio que patece ser el activador de sus propiedades

inmunosupresoras.

Las AD-MSC poseen capacidades inmunomoduladoras similares a las de las MSC derivadas de médula 6sea, en
las que clasicamente se han estudiado estas propiedades. Asi, estas células derivadas de tejido adiposo son
capaces de inhibir la proliferaciéon de linfocitos T activados (Yoo y cols., 2009) y la diferenciacién de las DC
(Ivanova-Todorova y cols., 2009). Estas DC inmaduras son a su vez incapaces de estimular a los linfocitos T
nativos (Najar y cols., 2010, Shi y cols., 2011) disminuyendo su secrecion de IL-2 e IFN-y (Eagar y cols., 2004).
Este efecto parece estar mediado, al igual que en las BM-MSC por la via de Notch (Shi y cols., 2011). La PGE-2
es una de las moléculas candidatas a ser la responsable de las propiedades inmunomoduladoras en estas células

(Yanez y cols., 2010, Najar y cols., 2010).
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Figura 4. Efecto inmunosupresor de las MSC sobre los linfocitos T. Las MSC con capaces de inhibir la
proliferacién y la citotoxicidad de los linfocitos T. Para ello, parece necesario que las MSC estén previamente
estimuladas con cierta cantidad de moléculas proinflamatorias como TNF-« e IFN-y que pueden estar presentes
en el ambiente inflamatorio inicial o ser secretados por los propios linfocitos T. Se ha descrito la secrecién de
moléculas quimiotacticas como CXCL9, CXCL10 y CXCL11 por parte de las MSC y se piensa que sirven para
atraer a los linfocitos T hacia su radio de accidén. La acciéon de las MSC sobre los linfocitos T parece estar
mediada fundamentalmente por dos moléculas, la IDO y la NO, siendo la primera encontrada de forma mads
habitual en la bibliografia referente a células humanas y la segunda en la referente a células murinas. Otras
moléculas como TGF-3, HGF, IL-10, PGE-2, IL-6, MMP-2 y 9 o las Galectinas 1 y 3 han sido descritas como
posibles mediadoras de este efecto. Fuente: De Miguel, Fuentes-Julian y cols., 2012 (De Miguel y cols., 2012).

1.2.4 Avances in vivo y aplicaciones clinicas

Los estudios sobre el uso de las MSC en inmunoterapia se han disparado en la ultima década. Los trabajos van
encaminados al tratamiento de enfermedades autoinmunes e inflamatorias y a prevenir el rechazo en trasplantes.
Un modelo experimental de encefalomielitis autoinmune demostré por primera vez que las MSC podian
disminuir la inflamacién y la desmielinizacion in vivo produciendo el arresto del ciclo celular de linfocitos T
(Zappia y cols., 2005). Posteriormente se han establecido modelos animales de otras enfermedades relacionadas
con la respuesta inmune como la artritis (Gonzalez y cols., 2009, Liu y cols., 2010b), la diabetes (Urban y cols.,

2008, Fiorina y cols., 2009), la colitis (Gonzalez-Rey y cols., 2009, Hayashi y cols., 2008), el lupus (Gu y cols.,
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2010) o la pancreatitis (Jung y cols., 2011), en las que se ha probado el tratamiento con MSC. La administracién
generalmente sistémica de las células ha dado como resultado una disminucién de la respuesta Thl y Th17,
responsables de la inflamacién y la respuesta autoinmune respectivamente, y un viraje hacia una respuesta de tipo
Th2, que inhibe la respuesta citotéxica. En varios de estos trabajos se ha observado un descenso de los niveles de
citoquinas proinflamatorias como TNF-«, IFN-y, IL-18 , IL-6 o IL17 tras el tratamiento con las células y un
aumento de citoquinas con caracter inmunosupresor como 1L-4 e IL-10 confirmando este viraje. Ademas, el
tratamiento con MSC provoca un aumento del nimero de linfocitos Treg (Zhang y cols., 2011b, Zhou y cols.,

2011) que desencadena la supresion de la respuesta inmune.

Al igual que ocurre con las BM-MSC, estudios in vivo corroboran la utilidad de las AD-MSC en la prevencién de
enfermedades inflamatotias y autoinmunes como la artritis inducida por colageno en un modelo de ratén, en el
que la administracion sistémica de estas células demostré disminuir la respuesta inflamatoria en las articulaciones
aumentando la concentracién de IL-10 en las mismas y disminuyendo la de citoquinas proinflamatorias TNF-o,
IFN-y, IL-18 , IL-6, IL-12, MIP-2, RANTES e IL-17. Ademas, los animales tratados presentaron un mayor
numero de Treg en los nédulos linfaticos. Resultados similares se obtuvieron en un modelo de colitis y el efecto
se atribuyé a la disminucién en el tejido de las mismas citoquinas proinflamatorias anteriormente descritas y al

aumento de IL-10 y de Treg (Gonzalez-Rey y cols., 2009).

Algunos ensayos clinicos en enfermedades autoinmunes han arrojado datos preliminares sobre la eficacia y
seguridad del tratamiento con MSC. En enfermedad de Crohn refractaria, la mitad de los individuos sometidos a
tratamiento experimentaron una mejoria, mientras que la otra mitad empeoré al ser tratados sistémicamente con
BM-MSC autélogas (Duijvestein y cols., 2010). En un estudio posterior en el que se usaron células alogénicas de
forma sistémica en varias dosis, se hallé una disminucién del indice de enfermedad y una mejoria clinica en la
mayoria de los individuos (Forbes y cols., 2014). En el caso del lupus, los resultados son mas palpables ya que se
ha demostrado una mejorfa mantenida a medio plazo en la enfermedad renal asociada (Liang y cols., 2010). Un
ensayo clinico abierto con pacientes de esclerosis multiple y esclerosis lateral amiotréfica (ELA) también ha
demostrado la seguridad del tratamiento sistémico e intratecal con MSC, obteniéndose una leve mejoria en los
pacientes de esclerosis multiple y un mantenimiento de la estabilidad en los pacientes de ELA (Karussis y cols.,
2010). En los dos dltimos afios varios ensayos clinicos sobre esclerosis multiple, diabetes tipo 1, artritis
reumatoide, anemia apldsica y cirrosis han concluido sin que se hayan publicado los resultados, mientras que
otros estan en marcha o en fase de reclutamiento. Estos dltimos incluyen estudios sobre las patologias anteriores
y otras como hepatitis, neuromielitis 6ptica, enfermedad de Crohn, sindrome de Sjégren, lupus, fallo respiratorio,
hipertensién renal y shock séptico  (www.clinicaltrials.gov palabras clave: Mesenchymal stem cells,

immunosuppression, autoimmune, inflammation).

Respecto del tema que nos ocupa, en modelos de trasplante, los resultados son controvertidos. Una de las
primeras experiencias en trasplante de piel en babuinos demostrd que la administraciéon de MSC de donante
aumentaba la supervivencia del injerto del propio donante y de terceros, inhibiendo la proliferacién linfocitaria
(Bartholomew y cols., 2002) sin embargo otros estudios han obtenido resultados contradictorios (Sbano y cols.,

2008, Han y cols., 2010). Resultados similares se obtuvieron con AD-MSC en un modelo de trasplante de piel, en
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el que el aumento de Treg e 1L-10 y la disminucién de IL-17 fueron relacionados con el aumento de la
supervivencia del trasplante (Larocca y cols., 2013). En modelos de trasplante de isletas pancreaticas, la
administracion de BM-MSC singénicas mantuvo la normoglicemia a largo plazo (Ding y cols., 2009). Las AD-
MSC también son capaces de mejorar la aceptacion del trasplante de isletas pancreaticas en modelos de diabetes
cuando son administradas conjuntamente con el tejido trasplantado (Ohmura y cols., 2010, Veriter y cols., 2014).
Los animales son capaces de regular la glicemia en las primeras semanas aunque el efecto no perdura en el
tiempo. El aumento de la vasculatura de la zona de implantacién de las isletas hace pensar en la angiogénesis
como uno de los posibles mecanismos de accién en estos modelos. La supervivencia en trasplante de corazén y
rifién aumenta cuando las MSC del donante son administradas antes del trasplante, por lo que se piensa que el
mecanismo de proteccion frente al rechazo implica la induccién de tolerancia (Casiraghi y cols., 2008, Ge y cols.,
2010). En un estudio de trasplante de pata trasera en rata, la administracion de AD-MSC sistémica de las células
aument6 la supervivencia del trasplante (Jeong y cols., 2014). En el caso de trasplante de higado en modelo de
rata, los resultados a 7 dfas indican un menor rechazo del trasplante y una funcionalidad hepitica mejor
mantenida en los animales tratados con estas células (Wan y cols., 2008). Todos estos estudios demuestran que

las MSC derivadas de médula 6sea y de tejido adiposo poseen propiedades inmunoreguladoras similares.

En humanos, pese a existir una cierta cantidad de ensayos clinicos activos, en fase de reclutamiento o incluso 3
de ellos concluidos (www.clinicaltrials.gov palabras clave: mesenchymal stem cells, transplantation), son escasos
los resultados publicados. Unicamente estudios en trasplante de rifién en los que se trata al receptor con una
combinacién de BM-MSC autdlogas y terapia inmunosupresora clasica, han demostrado la seguridad del uso de
las células en este contexto y un cierto aumento de la supervivencia del trasplante (Perico y cols., 2011, Tan y
cols., 2012, Reinders y cols., 2013). La administracién de células antes del trasplante parece obtener mejores
resultados (Perico y cols., 2013). En estos estudios, el nimero de pacientes es tan pequefio (en dos de ellos solo
incluyen 2 y 6 pacientes), el seguimiento tan corto (1 alo como maximo) y los resultados tan limitados que no se

pueden obtener conclusiones fiables.

Por su parte, los ensayos clinicos que tratan de aplicar las propiedades inmunomoduladoras de las MSC derivadas
de tejido adiposo son muy escasos y limitados en su efectividad. La coinfusién de AD-MSC y HSC en pacientes
de trasplante de rifién, han demostrado ser seguros y reducir levemente los episodios de rechazo, pero no han
obtenido resultados significativos en la supervivencia a medio plazo (Vanikar y cols., 2014). El tratamiento
sistémico y repetido con AD-MSC autblogas parece ser seguro en su uso compasivo en pacientes con
enfermedades autoinmunes. Asi, pacientes de enfermedad autoinmune profunda del oido, esclerosis multiple,
poliomielitis, dermatitis atopica y artritis reumatoide mejoraron las puntuaciones de los respectivos test de nivel
de enfermedad en el corto plazo tras el tratamiento (Ra y cols., 2011). Actualmente hay mas de 70 ensayos
clinicos en curso o en fase de reclutamiento para evaluar el tratamiento en artritis reumatoide y osteoartritis,
esclerosis mdaltiple, ELA, fibrosis pulmonar, anemia aplasica y enfermedad de Crohn (www.clinicaltrials.gov

palabras clave: mesenchymal stem cells, adipose).

Uno de los escenarios terapéuticos mas explorados hasta la fecha es el de la enfermedad del huésped contra

hospedador (GvHD). Esta enfermedad se desarrolla en los trasplantes de médula 6sea, es decir, de células madre
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hematopoiéticas (HSC) cuando los linfocitos T del donante atacan a las células del hospedador dando lugar a
patologias de piel, higado, sistema digestivo, etc, que pueden llevar a la muerte del paciente. En modelos
animales, el uso tanto de BM-MSC como de AD-MSC ha demostrado prevenir la enfermedad o mejorarla en
algunos casos (Yanez y cols., 2006, Polchert y cols., 2008, Li y cols., 2008b), mientras que en otros no se
obtuvieron resultados positivos (Prigozhina y cols., 2008). En clinica, Le Blanc y cols., realizaron este tipo de
estudios por primera vez en 2004 en un nifio de 9 aflos con un estadio muy avanzado de la enfermedad. El
paciente mejord notablemente tras 2 infusiones de células (Le Blanc y cols., 2004). Otros estudios con bajo
numero de pacientes han obtenido buenos resultados en escenarios similares (Ringden y cols., 2006, Prasad y
cols., 2011) llegando incluso a un 70% de remisién (Le Blanc y cols., 2008). La eficiencia del tratamiento parece
ser independiente de la compatibilidad de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) entre donante de MSC y
receptor. También se ha visto una mayor eficacia en pacientes pediatricos que en adultos (Le Blanc y cols., 2008,
Sato y cols., 2010, Prasad y cols., 2011). Pese a estos resultados prometedores, el unico estudio aleatorio y abierto
del que se poseen resultados hasta la fecha no obtuvo diferencias significativas entre el grupo control y el tratado
con células, aunque si mejoré la enfermedad en higado y sistema digestivo (ver en

http://investor.ositis.com/releasedetai.cfm?ReleaseID=407404) .

En resumen, el uso de MSC para el tratamiento de patologfas relacionadas con enfermedades autoinmunes o
inflamatorias y con el trasplante de tejidos y organos se encuentra en fases preliminares de investigacién. Se
necesitan aun muchos estudios en modelos animales y ensayos clinicos multicéntricos, abiertos y aleatorios para
poder determinar el efecto terapéuticos de estas células, asi como el mejor momento, dosis y via de

administracién para cada patologia.

1.3. Anatomia, estructura y funcién de la cérnea

La cérnea junto con la esclera conforma el componente externo del globo ocular. La resistencia de las fibras de
colageno entretejidas que la forman protegen el resto de componentes internos del ojo. La cérnea permite la
incidencia de los rayos de luz mientras que la opacidad de la esclera permite la formacién de la imagen en la
retina, como si se tratara de una camara oscura. La estructura de la cornea le confiere su funcionalidad, y ésta
depende de la transparencia, la suavidad de la superficie, el contorno, y el indice de refracciéon. Estas
caracteristicas la dotan de dos tercios del poder refractivo del ojo. La cérnea esta bafiada en su parte anterior por
la lagrima y en su parte posterior por el humor acuoso. La zona de transicién entre la cornea y la esclera se
denomina limbo corneal y es una zona altamente vascularizada donde residen progenitores corneales. La cornea
es un tejido altamente inervado pero uno de los pocos avasculares que se encuentran en el cuerpo. Sin embargo,
en situaciones patolégicas, los vasos del limbo pueden penetrar en el estroma corneal afectando a la

transparencia (Nishida, 2011).
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Figura 5. A) Estructura anatémica del globo ocular. B) esquema histolégico de las capas de la cérnea. Fuente:

National Eye Institute (NIH) y (Fernandez y cols., 2008).
Las capas que componen la cérnea son (Fig. 5):

Epitelio. La capa mas externa de la cornea estd formada por un epitelio escamoso, estratificado no queratinizado.
Sélo las células basales proliferan y se diferencian para regenerar el epitelio. Estas células basales estin ancladas a

una Membrana basal compuesta principalmente de colagenos tipo IV y laminina.

Membrana de Bowman. Esta limina acelular estd formada por coldgenos tipo I y III secretados por los
queratocitos del estroma. Hsta estructura no parece indispensable para la funcién corneal ya que no posee

capacidad de renovacién tras el dafio y algunos animales carecen de ella.

Estroma. Esta capa constituye un 90% del grosor de la cérnea, proporcionando estabilidad estructural y
transparencia gracias a la conformacién de las fibras de coldgeno. Su componente celular estd formado por
queratocitos quiescentes y alargados que se encuentran embebidos en el componente acelular formado por la
matriz extracelular (ECM) formada por colageno, sobre todo de tipo I y con una menor proporcién de tipos VI,

111, V y proteoglicanos de tipo queratin sulfato, condroitin sulfato y dermatan sulfato.

Membrana de Descemet. Esta membrana acelular producida por las células endoteliales estd formada por
colagenos tipo 1V y VIII, laminina y fibrina. No tiene capacidad regenerativa tras el dafio y es la encargada de
evitar que el humor acuoso penetre en el estroma y genere un proceso edematoso. Constituye la membrana basal

del endotelio y ayuda a fijarlo al estroma.

Endotelio. Las células endoteliales corneales son muy activas metabdlicamente, tienen forma hexagonal y se
distribuyen en una monocapa en forma de mosaico. Su principal funcién es regular la hidratacioén del estroma a
través de un sistema de intercambio de iones que permite el paso de agua del estroma al humor acuoso. El

endotelio corneal no posee capacidad de regeneracién en el humano.
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1.4 Aproximaciones terapéuticas en trastornos corneales

Las diferentes patologias corneales pueden afectar inicamente a una de sus capas o de forma conjunta a toda su
estructura. Estas patologias pueden incluir quemaduras o dafios por traumatismo, enfermedades autoinmunes o
congénitas como la aniridia que afecten a los progenitores limbales, infecciones, y patologias iatrogénicas por
cirugfa ocular o por un uso prolongado de lentes de contacto. La tnica capa con una buena capacidad de
regeneracion en caso de dafio, siempre que el limbo esté sano, es el epitelio. En el caso del estroma, si se produce
un daflo pequefio los queratocitos pueden solventarlo, pero si el daflo es mayor estas células se transdiferencian a
tibroblastos y generan una matriz extracelular no organizada opaca. El endotelio corneal, como ya se ha
comentado, no es replicativo, por lo que tras el dafio las células remanentes migran hacia la zona afectada y se
hipertrofian para intentar cubrir el defecto. Si no se consigue superar este dafio, se produce un edema corneal y

se pierde la transparencia.

La terapia ideal para las patologias corneales pasatia por reemplazar o tratar unicamente la capa o capas afectadas.
A pesar de los avances en el campo de las queratoproétesis, y del trasplante de tejido limbal y lamelar (De Miguel y
cols., 2010), el trasplante completo de coérnea o queratoplastia penetrante (PK) es el tratamiento estandar elegido

en la mayorfa de los casos en la clinica.
1.4.1 El trasplante corneal

El trasplante corneal es el tipo de trasplante de tejido sélido mas comun en humanos y lleva realizandose de
forma exitosa mas de 100 aflos (Chong y cols., 2008). Cada afio el nimero de intervenciones aumenta. En 2014
se realizaron 76.431 trasplantes de cérnea s6lo en Estados Unidos, 38.919 de los cuales fueron completos (PK)
(America, 2015). Las queratoplastias lamelares, ya sean anteriores (ALK y DALK) o endoteliales (DMEK y
DS(A)EK), en las que solo se reemplaza una o dos capas de la cornea, estan ganando importancia en los dltimos
aflos. Sin embargo, en patologias estructurales o edematosas se hace necesario reemplazar la totalidad de la
cérnea. Tanto es asi, que mas de la mitad de los trasplantes realizados anualmente siguen siendo completos, 55%

en 2014 en EEUU y mas de un 70% en los dltimos 15 afios en Australia (America, 2015, Williams, 2015).

La cérnea es un tejido inmunoprivilegiado por varias razones, entre ellas la falta de vasos sanguineos y
linfaticos(Niederkorn, 2003), el bajo porcentaje de APC residentes (Hamrah y cols., 2007) y la produccién en la
camara anterior de moléculas inmunosupresoras como TGF-8, el antagonista de IL-1r o Ligando Fas (Kennedy y
cols., 1995, Stuart y cols.,, 1997). Esta batrera puede verse comprometida por procesos inflamatorios
postquirargicos y por la neovascularizacion (Cursiefen y cols., 2004a, Cursiefen y cols., 2002, Chong y cols.,
2008). Debido al inmunoprivilegio de la cornea, este tipo de trasplante no suele tener en cuenta la compatibilidad
de HLA, ni es tratado con inmunosupresion sistémica, solo se aplican corticoesteroides de forma topica para el
manejo de la inflamacién y de los episodios de rechazo (Kharod-Dholakia y cols., 2015). Asi, la probabilidad de

supervivencia del trasplante en el primer afio es mayor del 90%.

Sin embargo, hay diversos factores que influyen de forma negativa en los resultados clinicos de este tipo de

trasplante: primero, dependiendo del estado prequirdrgico de la cérnea este porcentaje de supervivencia
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disminuye mas o menos con el tiempo. Asi la probabilidad de supervivencia de un trasplante de bajo riesgo,
como por ejemplo en patologias estructurales como el queratocono, es del 84% a los 9 aflos. Sin embargo para
un trasplante de alto riesgo, como el indicado en la queratopatia bullosa o en un rechazo de trasplante previo, la
probabilidad de supervivencia a los 9 afios disminuye por debajo del 40% (Williams, 2015) (Fig. 6). En general,
las causas de este alto riesgo en estas patologias es el estado altamente vascularizado y de inflamacién de la

cornea previo a la cirugfa, que suponen una ruptura de la barrera que hacfa de la coérnea un tejido

inmunoprivilegiado.
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Figura 6. Probabilidad de supervivencia del trasplante segin la indicacién para la cirugfa. La causa que provoca
la necesidad del trasplante es la que determina el estado previo de la cérnea. En patologias que cursan con
inflamaciéon severa y neovascularizacién como en el caso de ulceracién, infeccion o rechazo previo, la
probabilidad de supervivencia del trasplante disminuye. Fuente: The Australian Corneal Graft Registry, 2015
Report (Williams, 2015).

Por otro lado, en cuanto a las donaciones, ademas de ser escasas (menos de 130.000 cérneas donadas en EEUU
en 2014), factores como la edad avanzada de los donantes (cerca del 85% de donaciones son de individuos entre
40 y 80 afios), hace que mas del 25% del tejido donado no pueda ser usado en la clinica. En concreto, la edad del
donante supone un factor de riesgo a la hora establecer la probabilidad de rechazo pese a que el tejido si sea apto

para la cirugfa (Williams, 2015, America, 2015).

El rechazo inmunolégico es la primera causa de fallo del trasplante. Como en otro tipo de trasplantes, la propia
citugfa provoca un aumento de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y factores proangiogénicos que
propician la llegada de células presentadoras de antigenos a la zona limbal. Estas células pueden migrar por

gradiente quimiotactico y gracias a moléculas de adhesion hasta zonas centrales de la cérnea, captar antigenos y
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migrar de nuevo a los 6rganos linfoides secundarios para disparar la respuesta inmune. Esta via indirecta es la
principal responsable del rechazo, aunque la presentacion directa de antigenos por las células del donante
también es posible (Chong y cols., 2008). En la cérnea los episodios de rechazo pueden ser reversibles si se
manejan adecuadamente. Sin embargo, el riesgo de padecerlo no disminuye con el paso del tiempo. Cuando las
APC activan los linfocitos T, la respuesta citotoxica afecta principalmente al endotelio corneal. Cuando la
destruccién es muy acusada o cuando acontecen varios episodios de rechazo, esta capa fundamental para el
funcionamiento de la cérnea se puede ver tan dafiada que no sea posible la recuperacion. Entonces el proceso de

rechazo no sera reversible (Claerhout y cols., 2008, Kumar y cols., 2014).

Por todo ello, es necesario encontrar nuevas estrategias para mejorar los resultados a largo plazo de este tipo de
terapia. La inmunosupresion sistémica no ha demostrado ser efectiva en la prevencién del rechazo (Abudou y
cols., 2015) por lo que la bisqueda de soluciones estd encaminandose hacia las nuevas terapias, como la terapia

celular.

1.4.2 Terapia celular en la cérnea

La terapia celular en la superficie ocular ha sido histéricamente una terapia de tipo regenerativo. Progenitores del
propio tejido corneal o células de origen extraocular han sido cultivadas in vitro y trasplantadas in vivo para tratar

de solucionar defectos en las diferentes capas corneales.

Epitelio. Los progenitores epiteliales residen en la zona limbal (Schermer y cols., 1986, Cotsarelis y cols., 1989) y
son los encargados de regenerar el epitelio en condiciones normales du(Dua y cols., 2003). Sin embargo, cuando
existe una patologia que cursa con una deficiencia de células madre limbales, es necesario reponer el epitelio con
células exégenas. El trasplante de células madre limbales (Pellegrini y cols., 1997, Schwab, 1999, Shimazaki y
cols., 2002), o de células epiteliales de la mucosa oral sembradas sobre membrana amnidtica (Nakamura y cols.,
2004) o polimeros artificiales (Nishida y cols., 2004) han demostrado una eficiente regeneracién epitelial. Por
otro lado, algunos estudios han conseguido diferenciar MSC de médula 6sea y tejido adiposo a células que
expresan marcadores de epitelio corneal como las citoqueratinas 3 y 12 (Katikireddy y cols., 2014, Nieto-Miguel y
cols., 2013). En modelos animales, las BM-MSC cultivadas con células limbales o estromales, o en medio
condicionado, y sembradas sobre matrices de fibrina o membrana amniética, han demostrado ser eficaces en la
restauracién del epitelio corneal (Gu y cols., 2009, Jiang y cols., 2010). Parece que estas células promueven la

renovacion induciendo la proliferacién de células de la propia cornea en vez de diferenciarse.

Estroma. En el limbo corneal también residen células con capacidad de diferenciacion a queratocitos, las células
madre del estroma corneal (Du y cols., 2005, Funderburgh y cols., 2005). In vivo, estas células han demostrado
no provocar rechazo y ser capaces de recuperar la organizacién de la ECM estromal y la transparencia corneal
(Du y cols., 2009). En cuanto a las células de origen extraocular, nuestro grupo demostré hace unos afios que las

AD-MSC son capaces de integrarse en el estroma corneal sin producir rechazo y generar queratocitos al ser
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depositadas en un bolsillo corneal (Arnalich-Montiel y cols., 2008). Las BM-MSC y las UC-MSC también han
demostrado su capacidad para expresar marcadores de tipo queratin sulfato del estroma corneal como el
queratocan o el lumican al ser cultivadas con medio condicionado de queratocitos (Liu y cols., 2010a, Park y
cols., 2012). Cuando estas células sin prediferenciar son introducidas de forma intraestromal, son capaces de
producir queratocan y lumican demostrando cierta capacidad de diferenciacion y de reorganizar la ECM estromal

mejorando la actividad de los queratocitos remanentes.

Endotelio. El endotelio, pese a no ser replicativo in vivo, ha demostrado poseer la capacidad de proliferacion in
vitro (Pistsov y cols., 1988, Engelmann y cols., 1989, Peh y cols., 2015). Varios estudios han determinado que
existen células endoteliales con fenotipo progenitor y que son mas abundantes en la zona periférica de la cérnea
(Whikehart y cols., 2005, Mimura y cols., 2005, Konomi y cols., 2005). Las células del endotelio corneal han sido
cultivadas y sembradas con éxito sobre cérnea humana (Engelmann y cols., 1999, Mimura y cols., 2004, Amano y
cols., 2005) y sobre laminas de colageno (Levis y cols., 2012), mostrando una buena funcionalidad in vitro y una
buena integracién in vivo en animales de experimentacién. En cuanto a la terapia con MSC, estas células han
demostrado tener la capacidad de diferenciarse a células similares a las del endotelio corneal con resultados
limitados pero esperanzadores (Joyce y cols., 2012) . Ademas, la secrecién de factores paracrinos por parte de las
MSC parece ser interesante a la hora de mejorar la expansién de células endoteliales corneales (Nakahara y cols.,

2013).

Como en el resto de tejidos, en la cornea parece interesante el abordaje terapéutico con MSC desde la perspectiva
del efecto paracrino. La administracion de medio condicionado de MSC o la aplicacion conjuntival de las mismas
(sin migracion hacia la cérnea) mejoran la inflamacién e inducen la recuperacién en modelos de dafio corneal en
ratas (Oh y cols., 2008, Yao y cols., 2012). En estos modelos, la expresion local de proteinas proinflamatorias
como TNF-«, MIP-1a, IFN-y, IL-2, y angiogénicas como VEGF disminuyeron significativamente, mientras que
factores antiinflamatorios como IL-10 o TGF-8 aumentaron, mediando la disminucién de la infiltracion

inflamatoria.

A la luz de los descubrimientos sobre las propiedades inmunomoduladoras de las MSC, varios grupos estan
actualmente investigando su posible uso como terapia inmunosupresora. Sin embatgo, la aplicacién tépica de
BM-MSC en un modelo de xenotrasplante corneal de cerdo a rata no fue eficaz en le prevencién del rechazo (Oh
y cols., 2009). Por otro lado, estudios posteriores de aplicacion sistémica de BM-MSC en modelos de trasplante
alogénico de cornea en rata y raton si han demostrado efectividad en el tiempo de supervivencia del trasplante
(Jia y cols., 2012, Oh y cols., 2012, Omoto y cols., 2014). Este efecto se ha atribuido a un aumento de linfocitos
Treg (Treacy y cols., 2014) y de factores antiinflamatorios, en concreto el TSG-6 (gen 6 inducible por factor de
necrosis tumoral), que mediarfan una disminucién de las APC tanto en cérnea como en nédulos linfaticos (Oh y
cols., 2012, Lee y cols., 2014a). Los linfocitos T de las ratas tratadas demostraron una disminucién de la secrecion
de IFN-y e IL-2 en cultivo, lo que hace suponer una disminucién en la respuesta de tipo Thl (Jia y cols., 2012,

Omoto y cols., 2014).
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Sin embargo, segin nuestro punto de vista, estos modelos animales no son adecuados para estudiar la
fisiopatologfa del rechazo corneal ya que el tamafio y la anatomia del ojo de la rata y del ratén no permiten
realizar una cirugfa similar a la que se realiza en la clinica humana, ni establecer un modelo diferenciado de riesgo
normal y alto de rechazo de trasplante. Por otro lado, todos los estudios utilizan células derivadas de médula ésea
sin investigar la posible utilidad de células de otros origenes mas adecuados como el adiposo. Estas células son de
especial interés, porque el tejido adiposo es la fuente mas rica de células madre mesenquimales con una
recuperacion de células 500 veces mayor que la obtenida de la misma cantidad de médula 6sea (Lindroos y cols.,

2011).
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Obijetivos

Establecer un modelo animal de rechazo corneal de bajo riesgo mas parecido a los pacientes que los

utilizados actualmente.

Establecer un modelo animal de rechazo corneal de alto riesgo similar al que se encuentra en la practica

clinica.

Estudiar el posible efecto de la administracion de AD-MSC en la supervivencia del trasplante en ambos

modelos de trasplante corneal.

Dilucidar los mecanismos moleculares implicados en la inmunomodulaciéon de las AD-MSC en los

contextos de trasplante corneal de bajo y alto riesgo.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Obtencién, aislamiento y cultivo de las AD-MSC

3.1.1 Medios de cultivo

Medio de cultivo de MSC (Medio completo): DMEM con Glutamax (2mM), pituvato (110 mg/L) y glucosa
(4,5 g/L) (Gibco-Life technologies) + FBS (Suero bovino fetal, 10%, Gibco) + Penicilina/estreptomicina (1%,
Sigma-Aldrich).

Medio de cultivo de MSC PO0: Igual al Medio completo + Amfotericina b 0,5% (Sigma-Aldrich).

Medio de cultivo de PBMC: RPMI (Gibco) + FBS 5% (Gibco) + Penicilina/estreptomicina (1%, Sigma-
Aldrich).

Medios de diferenciacion desctitos por Zuk y cols., 2001 (Zuk y cols., 2001)
e Medio de diferenciacion condrogénica: DMEM + ITS (Insulina-transferrina-selenio, 5ug/ml, Sigma-
Aldrich, 5ug/ml) + dexametasona (0,1 pM, Merck) + acido ascorbico 2-fosfato (50 pg/ml, Fluka).
e Medio de diferenciacion osteogénica: DMEM + 10% FBS + dexametasona (0,1uM, Metck) + acido
ascorbico 2-fosfato (50 pug/ml, Fluka).
¢ Medio de diferenciaciéon adipogénica: DMEM + 10% FBS + isobutilmetilxantina (500 pM, Sigma-
Aldrich) + dexametasona (1 uM, Sigma-Aldrich) + indometacina (1 uM, Sigma-Aldrich).

3.1.2 Aislamiento de las AD-MSC

Todas las donaciones fueron realizadas por un cirujano plastico bajo consentimiento informado de acuerdo con
la normativa vigente (Declaracién de Helsinki: World Medical Association Declaration of Helsinki, 2000, y las
modificaciones de la 59 WMA General Assembly) y Ley Organica de proteccién de datos (BOE), y fueron
aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario La Paz (HULP).
Simultineamente se realizaron analisis serolégicos para descartar infeccion por VIH (Virus de la
Inmunodeficiencia Humana), VHC (Virus de la Hepatitis C) y sfifilis, siguiendo las directivas del BOE para la

utilizacion de células y tejidos humanos con fines experimentales (BOE n.126 de 27 de mayo de 2000).

Se obtuvo tejido adiposo subcutianeo (lipoaspirado) de donantes sanas que se sometieron a liposuccion electiva.
Se utilizaron 7 donantes, todas de sexo femenino, con edades comprendidas entre 32 y 50 aflos (media 43) y con
indices de masa corporal (BMI) entre 19,57 y 28.35 (media de 26,3), indicativo de sobrepeso pero no de obesidad
(Tabla 1). Todas las donantes estaban sanas y no recibfan medicacién, salvo una de las pacientes que recibia

fluoxetina y otra con antecedente de cancer de mama.
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M 28,35
M 47 28,12
M 41 25,39
M 32 19,57
M 44 27,24
M 50 27,68
M 47 28,08

Tabla 1. Relacién de donantes de tejido adiposo y sus correspondientes datos de sexo, edad e indice de masa
corporal. Todas las donantes fueron mujeres de entre 32 y 50 afios con sobrepeso pero sin obesidad (BMI<30).
Las identidades se corresponden con un cédigo alfanumérico para proteger los datos personales de las pacientes

como lo exige la Ley de proteccion de datos.

Todos los animales utilizados en el estudio se obtuvieron de las granjas cunicolas Granja San Bernardo (Tulebras,
Navarra) y Granja Riera (L’ametlla del vallés, Barcelona) y fueron estabulados en el animalario del Servicio de
Cirugfa Experimental del (HULP). Los protocolos fueron aprobados por el Comité Ftico de Experimentacién
Animal (CEBA) de dicho hospital.

Se ha elegido como modelo animal el conejo (Orictolagus cuniculus) por ser la especie mas utilizada en

investigacién oftalmolégica ya que su ojo se asemeja en tamafio y funcionalidad al de la especie humana.

Conejos donantes

En el caso del tejido adiposo de conejo, se realizé lipectomia retroperitoneal a 3 conejos New Zealand White
(INZW): NZ3, NZ6 y NZ7. Se extrajo tejido adiposo de conejos que fueron previamente usados como donantes
de cérneas en experimentos de nuestro propio grupo para poner a punto la técnica quirdrgica, por lo que no
presentaban patologias ni estaban siendo sometidos a tratamiento alguno. De esta manera redujimos el nimero

de animales necesarios para la experimentacién.

Técnica quirurgica:

1. Los conejos fueron sedados con una mezcla de medetomidina/ketamina (0,15 mg/kg y 10 mg/kg) administrada por
via intramuscular (IM).

2. Tras esperar 15 minutos, se introdujo un catéter intravenoso de 23G por la vena marginal auricular y los conejos
fueron inducidos por esta via con propofol (5mg/kg en bolo). Inmediatamente después se aplic por la misma via una
sobredosificacién de pentobarbital sodico (Doletal). De esta manera los animales fueron eutanasiados sin sufrimiento).

3. Se procedi6 a rasurar la zona del abdomen desde el xifoides hasta el ombligo y se realizé un lavado quirtirgico de la

zona, aplicando etanol al 70% y povidona yodada de forma alternativa, repitiéndose esta operacién 3 veces.
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4.  Se realiz6 una incisién por la linea media del abdomen con un bisturf del 20 y se extrajo de forma aséptica la grasa
retropetitoneal de los conejos. Esta grasa fue lavada 2 veces con suero salino fisiolégico y mantenida a 4°C en el

mismo suero hasta su procesado.

La obtencioén de la SVF (fraccion vasculoestromal) se realizé6 modificando el protocolo ya establecido por Zuk y

cols., 2001 (Zuk y cols., 2001) de la siguiente manera:

1. El tejido graso del lipoaspirado obtenido de cada donante se repattié en tubos de centrifuga de 50 ml a
raz6n de 30 ml por tubo, se lavé con 20 ml de PBS centrifugando a 400g 10 minutos a 20°C.

2. La grasa remanente en la fase superior fue traspasada a un nuevo tubo y se digirié6 con 25 ml de
colagenasa tipo I (Gibco) al 0,09% m/v en PBS, incubando a 37°C 40 minutos en agitacion.

3. La colagenasa se inhibié con 2ml de FBS y se centrifugé a 300g 10 minutos a 20°C, aislando de esta
manera la SVF.

4. Se eliminaron los eritrocitos de la SVF mediante la adiciéon de un tampén de lisis (160 mM NH4Cl + 10
mM KHCO; + 0,1 mM EDTA-K en agua destilada) en proporcién 1:1 con la SVF. Se incubé la
muestra 15 minutos a temperatura ambiente y se lavé con PBS en una proporcion 5:1 centrifugando a
300g 10 minutos a 4°C.

5. La poblacién de células contenida en el pellet se sembré en placas de cultivo de 10 cm de diametro
(Corning) a una densidad de 3x10* células/cm?, en medio completo de cultivo de MSC y fueron
cultivadas a 37°C y en una atmésfera de 5% CO2y 95% Oo.

6. Transcurridas 24 horas, el cultivo fue lavado con PBS para eliminar las células no adheridas. La
poblacién remanente, denominada lipoaspirado procesado (PLA) se mantuvo en cultivo en las mismas
condiciones anteriormente descritas y realizando cambios de medio 3 veces por semana hasta la sub-
confluencia (90%). En este momento las células fueron criopreservadas en medio completo con 10% de

DMSO conservandose en nitrogeno liquido hasta su utilizacion para los experimentos.

El aislamiento de la SVF de conejos y el procesado de las células derivadas de su tejido adiposo se realizd

siguiendo el protocolo descrito para el tejido humano con pequefias modificaciones:
1. El tejido adiposo de conejo fue cortado en pequefios trozos de unos 2 mm? con ayuda de unas tijeras en

una placa de Petri de 10 cm con 5 ml de PBS.

2. Una vez lavada y extraida la grasa, la digestion se realiz6 con colagenasa I al 0,2%
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3.2 Induccion de diferenciaciéon condro, osteo y adipogénica en las MSC

3.2.1 Induccién de diferenciacion a linaje condrogénico

Para la induccién de las AD-MSC hacia linaje condrogénico se utilizé un método de siembra conocido como

“micromass culture technique” descrito por Denker y cols., 1995 (Denker y cols., 1995):

1. Se sembr6 una gota de 10 pl de medio completo con 8x106 AD-MSC/ml en un pocillo de placas de 24.
Cinco horas después el medio se sustituy6 por el medio de diferenciacion condrogénico.

El cultivo se mantuvo durante 4 semanas cambiando el medio 3 veces por semana.

N

Para confirmar la diferenciacion se realizé una tincién con azul alcian en medio acido, que demuestra la

produccién de proteoglicanos sulfato caracteristicos del cartilago (Lev y cols., 1964) (Lev y Spicer, 1964).

3.2.2 Induccion de diferenciacion a linaje osteogénico

Para la induccién de las AD-MSC hacia linaje osteogénico se utilizé un método descrito por Zuk y cols., 2001

(Zuk y cols., 2001):

1. Las AD-MSC fueron sembradas en medio completo a una densidad de 2x10* células/cm? durante 24
horas.

2. El medio se sustituyé por uno de diferenciacién osteogénica.

3. Se mantuvo el cultivo durante 2 semanas cambiando el medio 3 veces por semana.

4. La diferenciaciéon osteogénica fue confirmada por la detecciéon de actividad fosfatasa alcalina usando

Img/ml de Fast-Red-TR (Sigma-Aldrich) y 0,04% de Naftol AS-MX fosfato (Sigma-Aldrich).

3.2.3 Induccion de diferenciacion a linaje adipogénico

Para la induccién de las AD-MSC hacia linaje osteogénico se utilizo el siguiente método descrito por Zuk y cols.,

2001 (Zuk y cols., 2001).

1. Se sembraron las AD-MSC a una densidad de 3x10? células/cm? en medio completo.

2. Transcurridas 24 horas, el medio fue cambiado por medio de diferenciacién adipogénica.

3. Una concentracién total de 10 pM de insulina (Actrapid) fue afiadida al cultivo durante 24 horas cada 3
difas. Los cultivos se mantuvieron durante 2 semanas.

4. La diferenciaciéon adipogénica fue confirmada por la presencia de vacuolas lipidicas intracelulares

reveladas mediante la tincién con Oil Red O.
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3.3 Estimulacién inmunolégica de las hAD-MSC

En algunos experimentos del presente estudio se traté de comparar la accién de hAD-MSC nativas frente a la
accion de las mismas células estimuladas con TNF-a e IFN-y (Invitrogen). Ambos compuestos han demostrado
aumentar las capacidades inmunosupresoras en las MSC (Sheng y cols., 2008, Ren y cols., 2008, Ren y cols.,
2009). Para ello, las células en cultivo fueron estimuladas durante 4h con 20 ng/ml de cada factor. El uso de estas

células se comentara mas adelante en cada uno de los experimentos.

3.4. Induccion de arresto del ciclo celular en las MSC

Se indujo un arresto del ciclo celular en las MSC mediante el tratamiento con mitomicina C, que inhibe la sintesis
de DNA. De esta forma inactivamos la replicacién celular en las MSC para mantener los cocultivos con PBMC 7

dias sin necesidad de pasarlos y para mantener la ratio de sembrado, de la siguiente manera:

1. Las MSC en pase 3 fueron cultivadas en medio completo con 10ug/ml de mitomicina C (Sigma-Aldrich)
durante 4 horas.
2. Posteriormente se lavaron 1 vez con PBS y 2 veces con medio de cultivo completo.

3. Se cultivaron durante 24 horas mas y se congelaron en medio completo + 10% de DMSO.

3.5 Aislamiento de PBMC (células mononucleares de sangre periférica)

depleccionadas de monocitos

Las PBMC fueron aisladas de buffy coat (capa leucocitaria) de donantes sanos cedidos amablemente por el grupo
de Tumorinmunologia del Dr. Lépez Collazo del IdiPAZ y provenientes del servicio de donaciones de la Cruz

Roja. El procedimiento fue el siguiente:

1. La muestra fue diluida 1:1 en PBS

2. Se repartieron 15 ml de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) a varios tubos de centrifuga de 50 ml.

3. Suavemente y deslizindose por la pared se afladieron 35 ml de la muestra diluida sobre el Ficoll de cada
tubo de forma que se quedé en fase por encima y sin mezclarse.

4. Los tubos fueron centrifugados a 400g 40 minutos a 20°C sin frenado.

5. Las células mononucleares que quedan en la interfase Ficoll-PBS fueron recogidas con una pipeta
Pasteur y transferidas a un nuevo tubo de 50 ml.

6. Las muestras se lavaron con PBS centrifugando a 300g 10 minutos a 20°C.

7. El pellet se resuspendi6é de nuevo en 50 ml de PBS y se centrifugé a 200g 15 minutos a 20°C para
eliminar las plaquetas.

8. Las células se cultivaron en medio de PBMC y se dej6 1 h. en cultivo para permitir a los monocitos adherirse.

9. Se recogieron las PBMC que quedan en suspension y que ya estan depleccionadas de monocitos y se

sembraron en medio de cultivo de PBMC para la realizacién de los diferentes experimentos.
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3.6 Determinacion del porcentaje de linfocitos T en las PBMC

Las PBMC obtenidas fueron sometidas a citometria de flujo para determinar el porcentaje de células CD3
positivas (linfocitos T) y ajustar de esta manera el ratio a la hora de sembrar en los cocultivos con MSC. Se siguié

el protocolo de citometria que se describira mas adelante.

3.7 Tincion de las PBMC con CESE 100 : 4 \
- “ |
Las células fueron tefiidas con CFSE (catboxyfluotescein diacetate, <
succinimidyl ester) para la determinacién de la proliferacién celular. :_2 # - "‘ | ‘
Para ello se usé el CellTrace CFSE Cell Proliferation kit (Molecular E A ' ‘
Probes). El CFSE se introduce por difusion pasiva dentro de la 204 A v _ I\
célula y es incoloro y no fluorescente hasta que las esterasas o : ‘ /H
10 L 10 10¢

intracelulares rompen los grupos acetato, dando lugar al compuesto
CellTrace™ CFSE

fluorescente carboxyfluorescein succinimidyl ester. El grupo
Fluorescence

succinimidyl ester reacciona con las aminas intracelulares formando
Figura 7. Grafica obtenida por

citometria de flujo para el CFSE, tras
que la célula se divide va repartiendo estos conjugados a las células ~ sucesivas divisiones celulares (picos).
El pico de la derecha representa a una
poblacién tnica que no ha sufrido
proliferacién (Fig.7): division celular. Fuente: Catalogo del
proveedor.

conjugados fluorescentes que son retenidos por las células. A medida

hijas y por diferencia de intensidades se puede medir el porcentaje de

1. Las PBMC depleccionadas de monocitos se centrifugaron a 200g durante 10 minutos a 20°C.

2. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron las células en PBS + 0,1% BSA (albumina sérica bovina)
a una concentracion final de 106 células/ml.

3. Seafiadi6 CFSE a una concentracién final de 1uM, incubandose 10 minutos a 37°C

4. Para inhibir la reaccién se afiadieron 5 volimenes de medio de cultivo de PBMC a 4°C, incubiandose en

hielo 5 minutos.

Se centrifugaron a 200g durante 10 minutos a 20°C.

Se dejaron las células en 1ml de FBS a 37°C durante 30 minutos para que se recuperasen.

Se lavaron las células 3 veces con medio de cultivo de PBMC centrifugando de la misma manera.

© Noow

Se resuspendieron las células en medio de cultivo a la concentracién adecuada para la realizacion de cada

experimento.
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3.8 Estimulacion de las PBMC

Para la estimulacién de las células T contenidas en las PBMC se usé el kit de activacion linfocitaria Dynabeads
Human T-activator CD3/CD28 (Gibco). Este kit consta de bolitas magnéticas conjugadas con anticuerpos anti
CD3 y anti CD28 que mimetizan la accion activadora que realizan las células dendriticas sobre los linfocitos T in
vivo. Se utilizan 2 pl de bolitas por cada 8x10* células que queramos activar y se prepararon de la siguiente

manera:

1. Se calcul6 el nimero de células T que se usarfan en los experimentos y los microlitros necesarios de
bolitas magnéticas para activar los grupos correspondientes.

2. Se mezclé vigorosamente el contenido del vial con las bolitas durante 30 segundos

3. Se transfirié la cantidad calculada anteriormente a un tubo eppendorf de 1,5ml

4. Se lavaron las bolitas. Para ello se afiadié 1 ml de tampén (PBS + 0,1% BSA) y se mezclé vigorosamente
durante 5 minutos.

5. Se colocé el tubo sobre un iman durante 2 minutos para concentrar las bolitas y se eliminé el
sobrenadante sin separar el tubo del iman.

6. Las bolitas se resuspendieron en medio de cultivo de PBMC (en la misma cantidad recogida

originalmente del vial).

Una vez establecidos los cocultivos como se indica en el siguiente apartado, se afiadieron las bolitas a los grupos

correspondientes.

3.9 Protocolo de cocultivo

Se realizaron cocultivos de MSC con PBMC a diferentes ratios durante 7 dias.

Se establecieron 6 grupos experimentales:

Control negativo: PBMC sin estimulacion de linfocitos T

Control positivo: PBMC con estimulacion de linfocitos T

No estimulado (NS): MSC sin estimular + linfocitos sin estimular

MSC estimuladas (S-MSC): MSC estimuladas + linfocitos no estimulados
PBMC estimuladas (S-PBMC): MSC sin estimular + linfocitos T estimulados

Doble estimulado (DS): MSC estimuladas + linfocitos estimulados

Se establecieron asi mismo 3 ratios de cultivo MSC:linfocitos T (1:1; 1:10; 1:100). Todos los experimentos se

realizaron por triplicado.

45



Materiales y métodos [

El protocolo de cocultivo fue el siguiente:

1. Se sembraron MSC en Pase 4 mitomicinadas en placas de 96 pocillos (2x10* células/pocillo) en medio
de cultivo de MSC. Se estimularon las MSC en los grupos correspondientes durante 4 horas como se
indica en el punto 3.3, tras las cuales se lavaron los pocillos con PBS y se realiz6 un cambio de medio.

2. A continuacion, sobre los cultivos de MSC se sembraron las PBMC correspondientes para alcanzar los
diferentes ratios de sembrado de MSC:linfocitos T (teniendo en cuenta los datos obtenidos en el 3.6)

3. Por dltimo, se estimularon las células T de los cultivos correspondientes con las bolitas magnéticas como
se ha indicado anteriormente.

4. Todas las células fueron cultivadas a partir de este momento con medio de cultivo de PBMC durante 7

dias.

3.10 Determinacién del porcentaje de proliferacién de linfocitos T

El porcentaje de PBMC proliferantes se determiné por citomettia de flujo para CFSE y CD3. Las PBMC crecen
en suspension mientras que las MSC son células adherentes. Por tanto, para recuperar las PBMC se pipeted
suavemente el sobrenadante unas 20-30 veces para resuspender las PBMC sin levantar las MSC y se llevaron a
un tubo de centrifuga de 1,5 ml. A continuacion se realizé un marcaje con anti CD3 con el protocolo detallado
en el siguiente punto. Este marcaje nos permitié estudiar por citometria tnicamente la proliferacién de las células
CD3 positivas, es decir de las linfocitos T. El control negativo del cocultivo o en su defecto células tefiidas con
CFESE sin proliferar fueron usadas para establecer el pico control de CEFSE. El porcentaje de proliferacién de las

células T se establecié como la suma de picos diferentes en intensidad del pico del control negativo.

3.11 Citometria de flujo

3.11.1 Caracterizacion de supetficie de las células madre mesenquimales

derivadas de tejido adiposo

Las células del lipoaspirado procesado fueron llevadas a pase 3-4 y caracterizadas para los marcadores de
superficie CD34, CD45, CD90 y CD105 por citometria de flujo. Las células humanas fueron ademas
caracterizadas para CD14 y las de conejo para CD44. Asimismo, se determiné la expresion de las moléculas
coestimuladoras CD40, CD80 CD&86 y de las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) de
tipo 1 y 11, HLA-ABC y HLA-DR respectivamente. En el caso de las células humanas, se comparo la expresion
de estos marcadores antes y después de la estimulaciéon con TNF-a e IFN-y. Una relacién de los anticuerpos

utilizados puede encontrarse en la Tabla 2.
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Anticuerpos

Proteina detectada Conjugado Diluciéon Uso Proveedor

APC 1:20 FC Immunostep
APC 1:20 FC Immunostep
PE 1:20 FC BD Biosciences
CD40 PE 1:20 FC Abcam
CD44 NO 1:20 FC /THQ AbD Serotec

FITC 1:20 FC BD Biosciences
NO 1:10 THQ Antigenix America
FITC 1:20 FC Biolegend

APC 1:50 FC BD Bioscience
PE 120 FC Abeam

FITC 1:20 FC Chemicon

PE 1:50 FC BD Biosciences
PetCP / FITC  1:20 FC Miltenyi / immunostep
_ PE 1:20 FC R&D systems
FITC 1:20 FC immunostep

PE 1:20 FC immunostep

APC 1:20 FC immunostep
Biotina 1:100 THQ Vector Labs

Tabla 2. Relaciéon de anticuerpos utilizados a lo largo de todo el estudio. Se indica si el anticuerpo esta

conjugado y con qué fluoréforo, la concentracién de uso, el tipo de protocolo en el que se ha usado y la casa

comercial.
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Procedimiento de inmunomarcaje:

1. Las células cultivadas fueron lavadas con PBS y levantadas por raspado sobre placa frfa. Se centrifugaron
a 600g 8 minutos a 4°C y el sobrenadante se deseché.

2. Se realizé la incubacién con los anticuerpos primarios diluidos en PBS a 4°C durante 30 minutos y en
oscuridad. Como control negativo se usaron isotipos de las inmunoglobulinas conjugados con los
mismos fluoréforos.

3. Tras la incubacion, se lavaron con 1 ml de PBS, y se centrifugaron las células a 600g 8 minutos a 4°C.

4. Las células fueron analizadas en un citémetro de flujo (Becton Dickinson FACSCalibur™ cytometer

analysers) mediante el uso del programa CellQuest™.

3.11.2 Citometria de flujo de Indoleamina 2 3-dioxigenasa (IDO)

La determinacién del porcentaje de células positivas para IDO se realizé de la misma manera, afladiendo una

permeabilizacién previa a la incubacion con el anticuerpo primario. Este procedimiento consistié en:

1. Se afiadié 1 ml de FACS lysing solution (BD biosciences) a concentracién 1:10 en agua destilada y se
incub6 10 minutos a temperatura ambiente.

2. Posteriormente se centrifugd 9 minutos a 650g y 4°C, y se retiré el sobrenadante.

3. Selavé con 1 ml de PBS y se volvi6 a centrifugar y a retirar el sobrenadante.

4. Seincubé con el anticuerpo anti IDO y se procedié como se ha descrito en el punto anterior.

3.11.3 Deteccién de la produccién de Oxido Nitrico (NO)

Para la deteccién de o6xido nitrico (NO) se utilizé el kit DAF-FM diacetato (4-amino-5metilamino-2',7'-
difluorescein diacetato) (Molecular Probes). Este kit basa su accién en el compuesto DAF-FM diacetato. Este
compuesto atraviesa la membrana celular por difusién pasiva y una vez en el interior de la célula es deacetilado
por esterasas convirtiéndose simplemente en DAF-FM. El nuevo compuesto tiene una baja fluorescencia que
aumenta 160 veces al reaccionar con el NO y formar un benzotriazol. De esta manera, pequefias cantidades de
NO intracelular pueden ser visibilizadas por microscopia de fluorescencia o bien cuantificadas por citometria de

flyjo.

1. Las células fueron levantadas por raspado en PBS sobre placa fria, centrifugadas a 600g 5 minutos a 4°C
y eliminado el sobrenadante.

2. Las células humanas fueron incubadas con 5uM de DAF-FM diacetato durante 30 minutos a 4°C. En el
caso de las células de conejo, la incubacién con el compuesto fue a una concentraciéon de 10uM y
durante 60 minutos.

3. Una vez eliminado el DAF-FM diacetato mediante lavado con PBS y centrifugado a 600g durante 5
minutos, las células se incubaron 30 minutos adicionales en PBS a 4°C y se volvieron a lavar por

centrifugacion.
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4. Finalmente las células se resuspendieron en 200 pl PBS para ser analizadas por citometria de flujo. Este

compuesto se excita a 495 nm y emite a 515 nm por lo que puede detectarse en el mismo canal que el

FITC.

3.12 Deteccion de citoquinas producidas por las AD-MSC

Para la detecciéon de citoquinas se utilizé el sobrenadante de 16 horas de cultivo de hAD-MSC en Pase 3
estimuladas (4h) y sin estimular. Para ello se usé el Kit Cytometric Bead Array (CBA) para citoquinas
inflamatorias humanas (BD Biosciences). Este test es capaz de detectar en una misma muestra las
concentraciones de 6 citoquinas diferentes: 1L-13, IL-6, 1L-8, IL-10, 1L-12p70 y TNFa. Consta de seis
poblaciones de bolitas que emiten fluorescencia a diferentes intensidades. Cada poblacién esta recubierta con
anticuerpos especificos para una de estas seis citoquinas. Las bolitas, los anticuerpos conjugados con ficoeritrina
(PE) y las proteinas de la muestra se incuban juntas para dar lugar a unos complejos sandwich que pueden ser
analizados en un citémetro de flujo gracias al programa BD CBA Analysis Software o FCAP Array™ Software
(Figs. 8y 9).
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Figura 8. A) Principio del test CBA: bolitas conjugadas con anticuerpos son incubadas junto con la muestra y
los anticuerpos detectores conjugados con PE. B) Ejemplo de las diferentes intensidades de fluorescencia que

emiten las diferentes bolitas analizadas por citometria de flujo. Fuente: Catalogo del proveedor.
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1. Las diferentes poblaciones de bolitas vienen por separado, por lo que se realizé una mezcla original con
4ul de cada tipo de bolita por muestra y se mezclé vigorosamente.

2. Se prepararon tantos tubos como muestras de sobrenadante y se afiadieron 50 ul de cada una en su tubo
correspondiente.

3. Se repartieron 24 pl de la mezcla de bolitas y 15 pl de PE a cada tubo y se incubé durante 3h a RT
(temperatura ambiente) en oscuridad.

4. Se realizé un lavado directamente en el tubo con 500 ul de buffer de lavado (presente en el kit) a 200g
durante 5 minutos.

5. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron las muestras en tampo6n de lavado para ser analizadas en
el citémetro.

Ademas el kit viene provisto de un control que siempre se ha de usar antes de procesar las muestras para calibrar

la plantilla (Fig. 9):

A. Negative Control B. Standards 80 pg/ml
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Figura 9. Ejemplo de datos obtenidos con el citémetro para control negativo y muestras estindar de

concentracion conocida (80pg/ml) de cada citoquina. Fuente: Catilogo del proveedor

3.13 Reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Para determinar la expresién por parte de las MSC de ciertas moléculas inmunomuduladoras se utiliz6 la técnica
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello se aislé primero el RNA de las MSC y luego se

retrotranscribié a cDNA, que se usé como patrén para la reaccion de PCR.

3.13.1 Aislamiento de RNA

1. Se despegaron 10¢ células de cada placa de cultivo mediante tripsina-EDTA como se ha descrito
anteriormente para el pase o bien por raspado sobre placa fria. Se recogieron en un tubo que se
centrifugé a 300g y se eliminé el sobrenadante.

2. El lisado de células se realiz6 mediante la adicién de RNA Bee (Amsbio), usando 1 ml por cada 109

células y pipeteando para conseguir la lisis de las mismas.
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3. Para la separacién se afiadieron 200 ul de cloroformo por cada ml de RNA Bee utilizado y se agit6
vigorosamente para homogeneizar, dejando reposar durante 5 minutos en hielo. Transcurrido el tiempo
de reposo, se centrifugaron las muestras a 12000g durante 15 minutos a 4°C.

4. Se recogi6 la fase acuosa superior donde quedé retenido el RNA y se transfirié a un tubo limpio, al cual
se afladieron 500 pl de isopropanol para precipitar el acido nucleico. La muestra se dejo reposar durante
10 minutos a RT y se centrifugd a 12000g durante 5 minutos a 4°C.

5. El pellet se lavé con 1 ml de etanol al 75% por cada ml de RNA Bee usado, agitando para despegar el
pellet del tubo y se centrifugd a 11000g 5 minutos a 4°C.

6. Se elimind el sobrenadante y la muestra se dejé reposar para evaporar todo el etanol durante 15 minutos
con el tubo boca abajo sobre un papel de filtro y 5 minutos mas a 56°C. E1 RNA aislado se solubiliz6 en
agua DEPC (agua tratada con dietil pirocarbonato para eliminar las RNAsas).

7. La concentracién y pureza de la muestra de RNA se determiné con un espectrofotémetro (NanoDrop).

Alternativamente también se usé el kit de aislamiento de RNA, NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel)

siguiendo las instrucciones del proveedor.

3.13.2 Reaccioén de la retrotranscriptasa inversa

El RNA se transcribi6 a ¢cDNA mediante el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). Se hizo una mezcla de 10 ul por reaccién con la transcriptasa inversa (50U/reaccién), los dNTPs
(deoxinucledtidos trifosfato, 4mM concentracion final), los oligonucleétidos (hexameros al azar), el inhibidor de
RNAsas y el tampén de reaccion. A todo ello se afiadié la misma cantidad de RNA (10 pl) hasta un maximo de 5
pg por reaccion. Siguiendo las instrucciones del proveedor se sometié a las muestras a los siguientes cambios de

temperatura mediante un termociclador: 25°C — 10 minutos; 37°C — 120 minutos; 85 °C — 10 minutos; 4°C -- o,

La concentracién y pureza de la muestra de RNA se determiné con un espectrofotémetro (NanoDrop) y se

almaceno a -80°C hasta su uso.

3.13.3 Reaccién en cadena de la polimerasa

Para llevar a cabo la PCR se usé el kit Suprem NZYtaq DNA polymerase (Nzytech). Cada reaccién se llevé a
cabo en un volumen final de 20 pl y con las concentraciones recomendadas por el proveedor, ligeramente
modificadas: MgClz (2,5 mM), dNTPs (0,5 mM), Oligonucleétidos (0,8 pM), Buffer de reaccion 10x, Muestra de
cDNA (1 pg), Polimerasa (2,5 U/reaccién), Agua libre de nucleasas (hasta 20 ul). Se realizé un primer proceso de
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C, anillamiento
y extension a 72°C (consultar tiempos y temperatura de anillamientos en Tabla 3). Por ultimo se realiz6 un ciclo

de extension final de 10 minutos a 72°C.

El disefio de los oligonucledtidos se realizé tomando como patrén las correspondientes secuencias de referencia

para el mRNA humano del Gene Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genebank/). Para el disefio de oligonucleétidos,
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el analisis de autoanillamiento y anillamiento cruzado, y para el analisis de complementariedad de las secuencias

con la base de datos de mRNA se usaron los siguientes programas:

e Primer3 (Whitehead Institute for Biomedical Research — http://primer3.ut.ce/ )
e  Primer Blast (NIH - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast )

Oligonucleétidos Ciclos Referencia
ii;}é?;%ﬁii(égii%Téﬁgfé; 500 62°C 1 35 NM_000576.2
F 5' GCAAATCGACACCTATTAATGG 3' BTV cooc b . (Kwon y cols.,

R 5' AATATTCAGCTGGAACACTTTG 3' 485 2002)
OO we 1 xSk
PICCOOUIOIIOMOSISS i se ¢ 3y e
O S L I U O
DTSy e v x0T
Eigﬂiﬁfggﬁgfgggg; 3 502 59°C 1 35 NM_002188.2
Ei?g&?ﬂ?giégﬁ(é%iﬁi 499  59°C 1’ 35 NM_002190.2
[OOMOMCITIOICCNST S we 2 s s
iiﬁ:ﬁggﬁgﬁ%ﬁgﬁf&%ﬁij 504 60°C 2 35 NM_001012631.1
G we % e
emeTeCTIeTeey W owc © 3 e
ii'ﬁgﬁiigﬁi%ﬁiﬁ%%é . 325 61°C T 35 NM_002984.3
iiggggiigiiﬁgggi%ﬁ;f; 498  60°C 2 35 NM_000963.3
IFN-y Eigﬁ?ﬁg‘g@gﬁfgfgﬁfﬁfgg; 31 60°C T 35 NM_000619.2
B i ccaccomaaaicy, w0 ac v s Sioes
F 5' CCCACATCTCCTGCTAATGT 3' s cC 1 . (Saito y cols.,

R 5' GCTGAGTGTCTGAACTCCAT 3' 1993)
k5 GCAGTAGCTOCOCTOATAGA S 109 9C T 35 @roycols, 2007

Tabla 3. Relacién de oligonucleétidos utilizados en las PCR, temperaturas y tiempos de anillamiento. Bp: pates

de bases; T* temperatura de anillamiento; T°: tiempo de extensioén
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El producto de la PCR se separé por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se visualizé en un transiluminador.
Para comprobar el tamafio de los productos de reaccidén se utilizé6 un marcador de peso molecular. La
determinacién semicuantitativa se realiz6 por densitometria usando el programa Image ] (imagej.nih.gov/ij/

(Schneider y cols., 2012).

3.14 Grupos experimentales

3.14.1 Trasplante de riesgo normal

Como receptores se utilizaron 36 conejos NZW, machos de 3 kg de peso y méas de 3 meses de edad. Como
donantes se utilizaron 18 conejos Black Fox, machos de 2,5 kg y mas de 3 meses de edad. Todos los conejos
receptores fueron sometidos a un trasplante corneal completo o queratoplastia penetrante (PK) en el ojo
izquierdo, en el que sustituyd la parte central de la coérnea receptora por la correspondiente cérnea donante.
Inmediatamente después se les inyecté6 MSC o vehiculo de forma intraestromal alrededor del injerto. Se

dividieron los conejos en 4 grupos (n=9) dependiendo del tipo de agente inyectado:

e Control. Se administraron 300 ul de HBSS (solucién salina balanceada de Hanks, Gibco).
e  hAD-MSC. Se administraron 2x10°¢ AD-MSC humanas en 300 pl de HBSS.

e  hAD-MSC estimuladas. Se administraron 2x10¢ hAD-MSC humanas estimuladas en 300 ul de
HBSS.

e rbAD-MSC. Se les administraron 2x10¢ AD-MSC de conejo en 300 pl de HBSS.

Anestesia. Todos los animales fueron anestesiados mediante el siguiente protocolo para las cirugias y para la

retirada de puntos:

1. Los conejos fueron sedados con una mezcla de medetomidina/ketamina (0,15mg/kg y 10mg/kg)
administrada por via intramuscular (IM).

2. 'Tras esperar 10 minutos, se administraron 5mg/kg de tramadol y 1mg/kg de midazolam IM.

3. Se introdujo un catéter intravenoso de 23G por la vena marginal auricular para la administraciéon de
suero salino fisiolégico intravenoso a dosis de mantenimiento (10 ml/kg/h) durante toda la cirugfa.
También se aplico calor mediante una manta de agua y oxigeno al 75% a libre disposicién mediante una
maquina anestésica (Primus, Driger). De esta forma se mantuvo la temperatura e hidratacién de los
animales durante el procedimiento, asi como una correcta oxigenacion.

4. Para la mayoria de los conejos esta pauta fue suficiente para mantener el plano anestésico. En algunos
casos los conejos fueron inducidos con propofol (5mg/kg en bolo) e intubados intratraquealmente para

mantener el plano anestésico con Isoflurano inhalatorio al 1,2-2%.
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Procedimiento quirirgico: Queratoplastia penetrante
1. Un botén corneal del conejo donante fue extraido con ayuda de un Punch Barron (Altomed) de 7mm de
didmetro y conservado en suero salino fisiolégico.
2. El lecho en la cérnea del receptor se realizé6 con ayuda de un trépano de vacio Hessburg-Barron
(Altomed) de 6,5 mm de didmetro.
3. La queratoplastia se llevé a cabo colocando el botén corneal donante encajado sobre el lecho corneal del

receptor. Para la union se realizaron 16 puntos discontinuos con sutura de nylon de 10/0 (Alcon).

El tratamiento postoperatorio fue el siguiente: Tramadol 5 mg/kg/12h + Colitio 0,6% gentamicina 1-2

gotas/12h, durante 14 dias.
Los puntos fueron retirados bajo anestesia a los 14 dias con ayuda de unas pinzas y una aguja de 23G.

Preparacion de las células para el trasplante in vivo

Las AD-MSC tanto de conejo como humanas en pase 3 fueron trispsinizadas. Un pequefio porcentaje de células
se tifieron con Azul Tripan para determinar su viabilidad y el resto se incubd con una solucién fluorescente de
dialquilcarbocianina (Vybrant CM-Dil, Molecular Probes) a 1:200 en PBS durante 15 minutos a 37°C. La
dialquilcarbocianina tifie las membranas intracitoplasmaticas (las de los organulos) en rojo fluorescente, de
manera que al recuperar el tejido inoculado, las células puedan ser observadas por microscopia de fluorescencia
sobre los cortes. Las células fueron posteriormente lavadas 3 veces con PBS mediante centrifugaciéon a 300g a 4

°C 5 minutos para eliminar los restos de colorante, y resuspendidas en HBSS para su inoculacion.

3.14.2 Trasplante de alto riesgo

Como receptores se utilizaron 16 conejos NZW, machos de 3 kg de peso y mds de 3 meses de edad. Como

donantes se utilizaron 8 conejos NZW, machos de 2,5 kg y mds de 3 meses de edad.

Todos los conejos receptores fueron sometidos a una prevascularizacion corneal del ojo izquierdo 2 semanas antes del
trasplante: Se indujo una prevascularizaciéon corneal mediante la aplicacion de una doble sutura continua y concéntrica
con seda virgen azul 8/0 (Ethicon). La sutura se mantuvo durante 14 dias, hasta que al menos 3 cuartos del petimetro de
la cérnea presenté neovasculatura. Posteriormente, estos conejos fueron sometidos a una queratoplastia penetrante en el
0jo izquierdo mediante el mismo protocolo anestésico, quirurgico, postquirdrgico y de retirada de puntos descrito para el
trasplante de riesgo normal. Las células también fueron preparadas de la misma forma. Se realizaron 4 inyecciones
intravenosas de MSC o vehiculo a través de la vena marginal auricular a lo largo del estudio. Estas administraciones se
realizaron en los dias -7, 0, 3 y 14-15, siendo el dia O el dia del trasplante y el 14-15 el de la retirada de puntos (Fig. 10). Se

dividieron los conejos en 2 grupos dependiendo del tipo de agente inyectado:

e Control. Se administré 1ml de HBSS.
o tbAD-MSC. Se administraron 2x106 tbAD-MSC en 1ml de HBSS.
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Figura 10. Linea temporal de los experimentos de alto riesgo

3.14.3 Evaluacion clinica

La evolucién clinica fue realizada por varios Médicos Residentes del servicio de oftalmologfa del Hospital Universitario
Ramén y Cajal con ayuda de una lampara de hendidura portatil. Estos observadores ciegos determinaron el Indice de
Rechazo (RI) de los trasplantes 2-3 veces por semana durante el tiempo de seguimiento de los casos (8 semanas o hasta el
rechazo). El RI se establecié atendiendo a 3 criterios que fueron evaluados del 0-4 basados en publicaciones previas (Shi y
cols., 2000), (Tabla 4). Se estableci6 como momento del rechazo un RI mayor o igual a 6 obtenido sumando las

puntuaciones de los tres ctiterios, o cuando la opacidad super6 los 3 puntos.

Cornea transparente

Opacidad ligera

. . Opacidad pero con imagen clara de estructuras de camara anterior
Transparencia/Opacidad 3 P &

Opacidad avanzada con imagen no clara de estructuras de cimara anterior

Coérnea opaca sin imagen de estructuras de camara antetior

Sin edema estromal o epitelial
Ligero engrosamiento estromal
Edema estromal difuso

Edema estromal difuso con edema microquistico epitelial

Queratopatfa bullosa

Sin vascularizacion
Vascularizacion en un cuadrante

.., Vascularizacion en dos cuadrantes
Neovascularizacion

Vascularizacion en tres cuadrantes

0
1
2
3
4
0
1
2
3
4
0
1
2
3
4

Vascularizacion en cuatro cuadrantes

Tabla 4. La puntuacion de las diferentes variables que componen el indice de rechazo (RI) se realizé siguiendo

las indicaciones de la presente tabla derivadas de las publicadas por Shi y cols., 2006 (Shi y cols., 2000).
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3.15 Estudio histopatolégico de las cérneas

Ademas de la valoracién clinica de las corneas in vivo, se realizé una valoracion histopatolégica del edema, la
neovascularizacion y la infiltracién corneal. También se determiné la presencia de las AD-MSC inyectadas. Para
ello los conejos fueron sacrificados como se ha indicado en el apartado 3.1.2.2. Se extrajeron las corneas de todos
los conejos, y los pulmones en el caso de los animales inoculados intravenosamente. El edema corneal se
determiné midiendo el grosor de la cérnea en su zona mas ancha con ayuda del programa de procesamiento de
imagen Image] (U.S. National Institute of Health, Behtesda, Maryland, USA). Asi mismo se valord
cualitativamente la presencia de neovasos en las preparaciones histolégicas. El estudio histologico de la

infiltracién se realizé por medio de técnicas de inmunohistoquimica descritas mas abajo.

Inclusién en parafina. El tejido fue fijado en 10% de formol durante 24 horas y embebido en parafina
mediante la deshidratacién en etanol a creciente concentracion (70°,80°,96°,100°x2, 5 minutos en cada solucion),

xileno (x2) y parafina (x2). El tejido se mantuvo en cada solucién durante 1 hora.

Tincion con Hematoxilina Eosina. Los bloques de parafina se cortaron con un microtomo (Leica) en
preparaciones de 3 um de grosor. Se hidrataron las preparaciones mediante el pase por xileno (10 minutos) y
alcoholes decrecientes (100°x2, 96°, 80°, 70°, 5 minutos en cada solucién). Se tifieron las muestras con
Hematoxilina de Harris durante 20 segundos, se lavaron con agua corriente y se tifieron con eosina 1 minuto
para después ser deshidratadas de forma inversa al primer paso. Se montaron las preparaciones con DPX y se

examinaron al microscopio 6ptico.

3.16 Estudio inmunohistoquimico de la infiltracién leucocitaria de la cérnea

Para determinar el nivel de infiltracién inflamatoria de las cérneas se realizé una tincién inmunohistoquimica con

un anticuerpo antipanleucocitario que tifie todas las células del linaje linfoide.

1. Los cortes de 3 um de tejido desparafinado e hidratado fueron incubados con una solucién de H20O»
(0,3% en TBS, tris buffer salino) durante 15 minutos para bloquear la peroxidasa endégena.

2. Se hicieron 3 lavados de 5 minutos con TBS.

3. Las muestras fueron incubadas con una solucién de bloqueo consistente en TBS + 10% de suero de
caballo (Gibco) + 1% BSA (Sigma) durante 1,5 horas a RT.

4. Seguidamente se incubaron los cortes con el anticuerpo primario anti conejo CD45 (Antigenix America,
Tabla 1) hecho en ratén y diluido 1:10 en TBS + 1% BSA durante 1 hora a RT.

5. Se hicieron 3 lavados de 5 minutos con TBS.

6. Se incubaron las muestras con un anticuerpo secundario anti ratén biotinilado (Vector Labs) hecho en
caballo y diluido 1:100 en TBS + 1%BSA durante 1 hora.

7. Se hicieron 3 lavados de 5 minutos con TBS.

8. Se incubaron las muestras con el complejo avidina-peroxidasa para lo que se usé el kit ABC (Vector
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Labs) media hora a RT.
9. Se hizo 1 lavado de 5 minutos con TBS y otro de 10 minutos con Ttis-clorhidrico 0,05M a pH 7,6.
10.  Se revel6 mediante la aplicaciéon de diaminobencidina (Invitrogen) durante 15 minutos a RT con o sin
CoCl; como intensificador.

11. Las muestras fueron deshidratadas y montadas con DPX.

Se realiz6 un recuento de células teflidas positivamente en 3 campos al azar con el objetivo de 40x.

3.17 Leucograma

En el grupo experimental de alto riesgo se realizaron determinaciones periddicas del Leucograma. Para ello se
extrajo sangre de la vena marginal de la oreja una vez por semana y se determinaron los porcentajes de
leucocitos, linfocitos, neutréfilos y monocitos. Para la determinacion de los porcentajes y el recuento celular, se
enviaron las muestras de sangre a DLV Laboratorio Veterinario (Diag-Labor-Vet, Espafia SLU) donde usaron un
sistema Sysmex XT 2000 de Roche. El recuento leucocitario se realizé mediante observaciéon bajo el microscopio

optico.

Se establecié un rango de normalidad de dichos pardmetros para nuestra poblacién de conejos, ya que las
condiciones de estrés derivadas de la estabulacion pueden alterar los parametros normales. Para ello se utilizaron
los datos de los anilisis realizados el dia 14 antes del trasplante, justo antes de realizar la prevascularizacién y por
tanto con los conejos completamente sanos. El rango de normalidad se establecié con la media + 2 desviaciones

tipicas.

3.18 Estadistica

Para la comparacién entre la supervivencia del trasplante de los diferentes grupos se utilizé6 un método no
paramétrico, el de Kaplan-Meier y el test de Chi-cuadrado. Para comparar el Rl entre grupos se utilizé el método
de Mann-Whitney para comparar 2 variables y el de Kruskal-Wallis para comparar variables multiples. El test de t
de Student se utilizé para realizar las comparativas entre grupos para el grosor corneal, el infiltrado leucocitario y
los leucogramas. También se utilizd este test para la comparacion entre los diferentes grupos en las citometrias,
las PCR, en la determinacién de la secrecion de citoquinas y en los cocultivos. Los estudios de bioestadistica se

realizaron con ayuda del Servicio de Bioestadistica del Hospital Universitario La Paz.
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4.1 Caracterizacion de marcadores de superficie y multipotencia de las AD-MSC

Como se define en los estandares de la International Society for Cellular Therapy (ISCT) (Dominici y cols.,
2000), tanto las AD-MSC de origen humano como cunicola mostraron una fuerte adhesion al plastico de cultivo
y un aspecto tipico fibroblastico en los diferentes pases. Ademas, las hAD-MSC mostraron capacidad de

diferenciacién a linajes osteo, condro y adipogénico (Fig. 11).

Figura 11. Las AD-MSC mostraron adhesién al plastico de cultivo, forma ahusada y poder de diferenciacion. A)
Imagen de contraste de fase de hAD-MSC en cultivo. B) Tincién con Fast Red para la Fosfatasa Alcalina
indicativo de diferenciacién osteogénica. C) Tincién con azul alcian indicativa de diferenciacién condrogénica.

D) Tincién con Oil Red indicativa de diferenciacién adipogénica.

Las principales moléculas de superficie que determinan el fenotipo mesenquimal fueron analizas por citometria
de flujo. Las hAD-MSC fueron positivas para los marcadores CD90 (98,7% = 0,9) y CD105 (97,5% £ 1,6) y
negativas para CD45 (1,0% £ 0,5) y CD14 (2,7 % * 3,6). El porcentaje de células positivas para CD34 fue de un
74, 7% £ 15,0 de acuerdo con la variabilidad que estas células expresan para este marcador dependiendo del pase

y las condiciones de cultivo (Mitchell y cols., 2006, Bourin y cols., 2013) (Fig. 12).

Asimismo, las tbAD-MSC mostraron ser negativas para CD45 (0,2% % 0,06), CD90 (0,6% = 0,2) y CD105 (0,58
%= 0,56) y variabilidad en la expresién de CD44 (45,4 %= 21,2), de acuerdo con los estudios publicados hasta el
momento (Bakhtina y cols., 2014, Lee y cols., 2014b). La expresién de CD34 fue variable (47,8% =+ 3,6) como

ocurre en las de humano (Fig. 12).
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Figura 12. Caracterizacién de superficie de las AD-MSC por citometria de flujo. En la fila supetior se observa la
caracterizaciéon de las hAD-MSC y en la inferior a la de las tbAD-MSC. Se muestra un experimento

representativo de 4 experimentos independientes.
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4.2 Efecto del tratamiento con AD-MSC en trasplantes de riesgo normal

4.2.1 Resultado clinico del trasplante y seguimiento

En nuestro primer diseflo experimental usamos conejos de 2 razas diferentes para mimetizar las condiciones del
trasplante en la clinica humana, en la que no se tienen en cuenta compatibilidades de HLA. Denominamos a

estos trasplantes de riesgo normal ya que los conejos receptores no tenfan ninguna patologia previa.

En la figura 13 se puede ver la curva de supervivencia del trasplante de los diferentes grupos experimentales.
Cinco de los 9 trasplantes del grupo control superaron las 8 semanas del petiodo de seguimiento sin ser
rechazados con una supervivencia del 55%. La media de tiempo que permanecieron los injertos sin ser
rechazados fue de 44,9 £6,5 dias, siendo la mediana y la moda 60 dias, que en nuestro modelo experimental
equivale a no rechazar. Los injertos de los animales que recibieron tratamiento intraestromal con hAD-MSC,
tanto estimuladas como sin estimular, no consiguieron sobrevivir las 8 semanas de seguimiento. En el grupo de
hAD-MSC sin estimular el tiempo medio de supervivencia fue de 29,3 * 4,8 siendo su mediana de 26 dias,
mientras que en los grupos que fueron tratados con hAD-MSC activadas el tiempo medio de supervivencia fue
de 21,8 £ 3,3 dias, siendo su mediana de 19. A pesar de encontrar una tendencia de las células estimuladas a
empeorar el resultado del trasplante, no se encontraron diferencias significativas entre los 2 grupos tratados con
células humanas. Sin embargo si podemos afirmar que estos grupos empeoraron significativamente el resultado

del trasplante cuando los comparamos con los resultados del grupo control sin tratar (p=0,05).

Se establecié un cuarto grupo experimental en el que se tratd a los conejos con células AD-MSC de conejo
NZW, de la misma raza que el receptor, para minimizar los posibles problemas inmunoldgicos derivados del
xenotrasplante que pudieran estar afectando a los resultados. Sorprendentemente, tampoco en este grupo
experimental hubo supervivencia del trasplante a 8 semanas (Fig. 13). El tiempo medio de rechazo fue de 26,5 *
4,5 dias con una mediana de 22. Esta medida no mostré diferencias significativas con el tiempo de rechazo de los
grupos tratados con AD-MSC humanas, pero si fue significativamente menor que el tiempo de los controles.
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Figura 13. Curva de Kaplan-Maier de supervivencia del injerto en trasplante de tiesgo normal. La grafica muestra la

probabilidad de supervivencia del injerto en los diferentes grupos con respecto a los dias postrasplante.
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En la Figura 14 podemos ver el indice de rechazo de los diferentes grupos a lo largo del tiempo. En estas graficas
se aprecia el nimero de animales con los puntos de rechazo que tienen en cada momento. En la primera semana
todos los grupos experimentan un aumento en el RI causado por la cirugfa. Asimismo se aprecia un ligero
empeoramiento alrededor del dia 14 debido a la retirada de los puntos, sin embargo este hecho no es
determinante en el resultado dltimo del trasplante. Al realizar el estudio estadistico, se encontré que el dia 11 de
seguimiento manifestaba un caracter predictivo con respecto al rechazo o no a las 8 semanas. De manera que los

animales cuyo Rl era igual a O en dfa 11 postrasplante, no rechazaron el injerto.
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Figura 14. Se muestra el numero de trasplantes de cada grupo que posee un RI determinado con respecto al
tiempo. La escala de la izquierda indica el numero de trasplantes, mientras que la escala de colores de la derecha
representa el valor del RI. El acumulado en cada barra corresponde al numero de trasplantes supervivientes en

cada momento. RI: indice de rechazo.

En la Figura 15 aparecen las imagenes representativas de los diferentes grupos en las que se aprecian las
diferencias clinicas de opacidad, edema y vascularizaciéon corneales. En la primera semana tras la cirugia,
todos los grupos mostraron la misma progresion debido al dafio quirurgico, sin embargo a partir del dia 7 se
aprecia una tendencia a la opacificacion, al edema y a la neovascularizacion en los grupos tratados con células con

respecto al control.
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Figura 15. Progresién clinica de las corneas trasplantadas. A-D Imagen representativa de cada grupo. A) Control. B)
hAD-MSC. C) hAD-MSC estimuladas. D) tbAD-MSC. E) cornea no rechazada a 60 dias de un conejo del grupo control.
F) cérnea aun sin rechazar de un conejo tratado con tbAD-MSC. G-I) Representacion grafica de la evolucion de los

parametros que componen el RI alo largo del tiempo: G) opacidad, H) edema, I) neovascularizacion.

4.2.2 Estudio anatomopatolégico

Se estudio la presencia de las células inyectadas en el estroma corneal de los conejos receptores. Se encontraron células en
todos los animales tratados. Esto demuestra que las células, independientemente de su otigen o tratamiento in vitro,
sobrevivieron hasta el momento del sactificio del animal. El iempo méaximo de supervivencia en cada grupo fue de 55 dias en el
grupo al que se le administraron hAD-MSC sin estimular, 47 en el de hAD-MSC estimuladas y 52 en el caso de tratamiento
con células de conejo. Las AD-MSC se hallaron alrededor del anillo corneal receptor en los lugares de inoculacion. Estas células
tefiidas con CM-DII se dispusieron de forma estratificada en el estroma corneal y no migraron (Fig. 16).
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Figura 16. Las AD-MSC teniidas con CM-Dil permanecen en el estroma hasta el momento del rechazo. A)

hAD-MSC. B) hAD-MSC estimuladas. C) tbAD-MSC.

Todos los grupos tratados con células mostraron un grosor corneal significativamente mayor que el grupo
control, en el que los animales que no rechazaron mostraron un grosor normal (Fig. 17). En la inspeccién de las
preparaciones histologicas se detecté una mayor infiltracion inflamatoria en los grupos tratados con hAD-MSC
que en los tratados con células de conejo y los controles no tratados. Esta infiltracion estaba principalmente
compuesta por células mononucleares y eosindfilos. La tincién con el anticuerpo panleucocitario CD45 y el
recuento de células positivas demostré que efectivamente la respuesta inflamatoria era significativamente mayor
en los conejos tratados con células humanas que en el resto de grupos (Fig.17). Por ultimo se investigd la
presencia de neovasos en las corneas receptoras, ya que es un factor de riesgo para el rechazo. Los grupos que
demostraron una mayor presencia de formacién de nueva vasculatura fueron los tratados, hallindose menos
vasculatura en el grupo control en el que los conejos no mostraron apenas presencia de neovasos en las corneas

con injertos no rechazados (Fig.17).
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Figura 17. El grosor corneal y la infiltraciéon inflamatoria fue mayor en los grupos tratados con células. A-D:
Tincién con hematoxilina y eosina de cortes de histologicos de las cérneas, A) Control, B) hAD-MSC, C) hAD-
MSC estimuladas, D) rbAD-MSC. E) Cuantificacién del grosor corneal debido al edema. F) Nivel de infiltracion
inflamatoria mostrado como nimero de células CD45+. G) Imagen representativa de una tincién negativa para
CD45 en una cérnea del grupo control. H) Imagen representativa de una tincién positiva para CD45 marcadas

en marron (flechas), en una cérnea tratada con AD-MSC. Epi: epitelio; Str: estroma; End: endotelio: (* p< 0,05).
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4.3 Caracterizacion inmunofenotipica de las hAD-MSC

Ante los sorprendentes resultados de la experimentacion in vivo y el empeoramiento sufrido en los grupos
tratados con células, sobre todo en los que las MSC fueron de origen humano, se realizaron una serie de

experimentos para determinar el fenotipo inmunomodulador de dichas células.

4.3.1 Presencia de moléculas coestimuladoras y del complejo mayor de

histocompatibilidad II

Segun la literatura, las MSC tienen capacidad inmunoreguladora gracias, entre otras cosas, a la baja presencia de
moléculas coestimuladoras en su superficie (Menard y cols., 2013). Estas moléculas son necesarias para que
algunas células del sistema inmune como las células presentadoras de antigeno (APC) activen los linfocitos T. En

particular, se estudi6 la presencia de las moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y CD86.

Se estudi6 la presencia de moléculas cosefializadoras en las células de conejo mostraindose éstas negativas para

CD86 y positivas en cantidad variable para CD40 (44,4% * 13,8) y CD80 (64,1% =* 25,3) (Fig. 18).
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Figura 18. Expresion en las rbAD-MSC de moléculas coseflalizadoras. Se muestra un experimento

representativo de 4 independientes

Asi mismo, las hAD-MSC resultaron ser positivas para CD40 y CD80 en un 92,5% * 8,9 y 955% * 3,6
respectivamente, mientras que fueron totalmente negativas para CD86. Tras la estimulaciéon con IFN-y y TNF-a,
se produjo un ligero aumento en el porcentaje de células que expresan CD40 (99,0 = 0,2) (Fig. 189). Este
aumento resulté mas significativo al tener en cuenta la intensidad media de fluorescencia entre las células sin
estimular y las estimuladas (5,9 * 1,6 veces mayor, p=0,1), lo que significa que la estimulacién aumenta la

cantidad de moléculas CD40 expresadas por célula (Fig. 19E).

Se analiz6 la presencia de las moléculas de superficie HLA-ABC y HLA-DR (moléculas del MHC tipo I y II
respectivamente). Se ha visto que las MSC tienen una expresion baja de moléculas del MHC II. En nuestro caso,
las células humanas demostraron un porcentaje bajo de HLA-DR (2,4% % 2,8) que no se vio incrementado
cuando las células fueron estimuladas. Como era de esperar, las células presentaron positividad para las moléculas
del MHC de tipo I, HLA-ABC (75% * 18,4), mostrando un mayor porcentaje de células positivas cuando fueron
estimuladas (86,3 + 13,3) (Fig. 19) y una mayor intensidad de sefial (1,4 * 0,03 veces mayor) (Fig. 19E).
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Figura 19. La citometria de flujo mostré que las hAD-MSC expresaron moléculas cosefializadoras CD40 y
CD80 y del MHC de tipo 1. A) Marcaje en hAD-MSC (el control de Isotipo esta representado por la curva gris
rellena). B) Marcaje en hAD-MSC estimuladas (el control de Isotipo estd representado por la curva gris rellena).
C) comparacion entre las células humanas estimuladas (linea negra) y sin estimular (linea gris). Se muestra un
experimento representativo de 4 independientes. D) Porcentaje de células positivas para cada marcador. E)
Comparativa de la intensidad media de fluorescencia para las células estimuladas sin estimular. Las células sin

estimular estan normalizadas a 1. (*p=0,1).

4.3.2 Expresion de genes relacionados con la inmunomodulacion

Se realiz6 una primera aproximacion para determinar la expresién por parte de las hAD-MSC estimuladas y sin
estimular de genes que codifican para citoquinas de interés. Para ello se analizé la expresion de mRNA en las
células de 4 donantes, en los que se pudo demostrar que las hAD-MSC codifican para citoquinas
proinflamatorias como 1L-18, IL-6, 1L-8, IL-1283, IL-18 1L-32, CCL2 y CCL3, proangiogénicas como VEGF-A,
TGF-B1 y TGF-$2, y antiinflamatorias como COX2. Sin embargo no se encontrd una expresion de genes para
citoquinas antiinflamatorias como IL-4 o I1.-10. Cuando las células fueron estimuladas, los niveles de mRNA de
IL-18, IL-8, 1118, 1132, CCL2, CCL3 y CCL4 aumentaron siendo significativos para IL-8 y CCL3 (p=0,05). Esto

demuestra que las hAD-MSC pueden expresar de forma constitutiva un genotipo proinflamatorio que puede ser
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ain mas acusado cuando las células estin expuestas a factores como IFN-y y TNF-a en un ambiente

inflamatorio (Fig. 20).
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Figura 20. Las hAD-MSC expresan de forma constitutiva mRNA para citoquinas proinflamatorias que
aumentan al ser estimuladas con IFN-y y TNF-a. A) bandas indicativas de la presencia del producto de la PCR

para los diferentes genes estudiados. B) Representacion grafica de la expresion de mRNA para los diferentes
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genes de interés. Comparativa de la expresion en células estimuladas y sin estimular. (*p=0,05).

4.3.3 Produccion de moléculas inmunomoduladoras

Ademis de la primera aproximacién de la expresion de mRNA, se determiné la produccién de citoquinas en el
sobrenadante de cultivos de hAD-MSC. Tanto en el cultivo normal como en el de células estimuladas se
detectaron niveles altos de las citoquinas IL-6 e IL-8. La estimulacién con IFN-y y TNF-a aumenté la
produccién de estas citoquinas proinflamatorias. La produccién de ambas fue muy variable de unos donantes a
otros. Ambos cultivos fueron negativos para el resto de citoquinas estudiadas, tanto para las proinflamatorias
(TNFa, IL-18 e IL-12) como para la antiinflamatoria IL-10 (Fig. 21). Ademas se estudi6 la produccién por parte
de las AD-MSC de moléculas relacionadas con la inmunomodulacién. Numerosos estudios han relacionado la
secrecion por parte de las MSC de moléculas como idolamina 2 3-dioxigenasa (IDO) y éxido nitrico (NO) con
sus propiedades inmunosupresoras En nuestro estudio, tanto las hAD-MSC como las tbAD-MSC mostraron
una produccién constitutiva de ambas moléculas. La citometria de flujo demostré que un 77,02% * 3,2 de la
poblacién de rbAD-MSC expresa IDO, mientras que en las células humanas la produccién fue de un 79,4% =+
14,3. Esta positividad se vio aumentada significativamente al estimular las células con IFN-y y TNF-a hasta llegar
aun 93,6% * 3,9 de células positivas (p=0,05) (Fig. 21). En cuanto al NO, las células humanas mostraron una
alta produccién con un 96,3% * 3,9 de células productoras y un 96,1% * 4.8 tras las estimulacién. Las células de

conejo mostraron una positividad del 97% * 3,5 para la producciéon de NO (Fig. 21).
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Figura 21. Produccién de moléculas inmunoreguladoras en las AD-MSC. A-D: citomettia de flujo para IDO y NO,
se muestra un expetimento representativo de 4 independientes. A) hAD-MSC (control de isotipo representado por la
curva gris rellena). B) hAD-MSC estimuladas (control de isotipo representado por la curva gris rellena). C)
Comparativa entre las hAD-MSC estimuladas (linea negra) y sin estimular (linea gris). D) tbAD-MSC (control de
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isotipo representado por la curva gris rellena). E) representacion grafica del porcentaje de células positivas para IDO y

NO. F) Produccién de citoquinas en el sobrenadante de cultivo de hAD-MSC. (*p=0,05)
4.4. Efecto de las hAD-MSC sobre la proliferacién de linfocitos T

Para demostrar que las hAD-MSC del presente estudio son capaces de estimular la proliferaciéon de linfocitos T,
se realizaron cocultivos con ratios MSC:linfocitos T de 1:1, 1:10 y 1:100. Los monocultivos de linfocitos T sin
activar (control negativo) murieron durante el tiempo de seguimiento del expetimento como era de esperat,
mientras que el control positivo de linfocitos T activados con anti CD3/CD28 mostraron una proliferacién del
37,1% (£ 1,3). Las MSC demostraron su capacidad para mantener el cultivo y la proliferaciéon de linfocitos T
cuando fueron cocultivadas con éstos, aumentando esta capacidad a medida que aument? el ratio de cultivo pero
sin llegar en ningiin momento al porcentaje de proliferacion del control positivo. La estimulacién de las MSC con
IFN-y y TNF-a no provocé diferencias significativas con respecto a los cocultivos con células no estimuladas ni
con el control positivo debido a las altas desviaciones estindar. Sélo los cultivos con un ratio 1:10 mostraron una
proliferacién significativamente mas baja que el control positivo. Los cocultivos con linfocitos T estimulados con
anti CD3/CD28 mostraron una proliferacién significativamente mayor que el control positivo en el caso de
ratios 1:1, siendo esta proliferacién solo ligeramente mayor en el caso de ratios 1:10 e igual al control positivo en
el caso de ratios 1:100. Por ultimo, en los cocultivos en los que ambas poblaciones celulares fueron estimuladas,
la proliferacién fue muy similar a la presentada por el control positivo. De nuevo, la proliferacion en los cultivos

de ratio 1:10 fue significativamente menor a la del control positivo (Fig. 22).
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Figura 22. Porcentaje de linfocitos T proliferantes al ser cocultivados con las hAD-MSC. NS: grupo sin
estimular; S-MSC: grupo con las MSC estimuladas; S-Tcells: grupo con las estimuladas; DS: grupo con ambas

poblaciones estimuladas. (*p=0,05)
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4.5. Efecto de las tbAD-MSC en trasplante corneal de alto riesgo

Ante los resultados inesperados en el modelo de trasplante corneal de riesgo normal se plante6 la
posibilidad de usar un abordaje sistémico para el tratamiento de patologias de alto riesgo. Los buenos
resultados en los controles de riesgo normal podrian estar enmascarando el efecto de las AD-MSC. Por
otro lado, el trasplante corneal de riesgo normal en humanos tiene una tasa de éxito del 80% a 5 afios, por
lo que es en caso de alto riesgo (rechazo previo o cérneas muy vascularizadas) donde el posible uso de la
terapia celular inmunomoduladora serfa aplicable. Por otro lado, en el modelo anterior la inyecciéon
intraestromal parecié contribuir al dafio quirdrgico. Por dltimo, el ambiente local extremadamente
inflamatorio podria estar produciendo alteraciones en las propiedades inmunomoduladoras de las AD-
MSC al ser inoculadas en el mismo lugar del dafio. Por todo ello, la inoculacién de las AD-MSC se realizé
esta vez por via intravenosa. Las células que demostraron generar una menor inflamacién en el modelo
anterior fueron las de conejo, por lo que para esta serie de experimentos unicamente se utilizaron las

rbAD-MSC.

El modelo de alto riesgo consistié en la generacién de neovasculatura corneal previa al trasplante,
mimetizando de esta manera las condiciones que se dan en algunos casos de alto riesgo de rechazo en
trasplante de cérnea en humanos. La neovascularizacién se realiz6 mediante la sutura de la cérnea en
su zona periférica. Al cabo de 2 semanas, al menos 3 cuartos de la misma presentaban vasos de nueva

formacién (Fig. 23).

4.5.1 Resultado clinico del trasplante y seguimiento

En el grupo control, sélo 3 de 8 injertos superaron el periodo de seguimiento de 8 semanas, con una
supervivencia del 37.5%, significativamente menor que en el modelo de riesgo normal. Sin embargo en el
grupo tratado ningun injerto llegd sin ser rechazado a las 8 semanas, con un tiempo de supervivencia

medio de 19,6 * 2,8 dias y una mediana de 17 dias (Fig. 23).

En la Fig. 23 se puede analizar la evolucién del RI en los 2 grupos de estudio. Al igual que en el modelo
anterior, la técnica quirtrgica afecté a ambos grupos por igual no existiendo diferencias significativas en
los RI en la primera semana. Ademas, las inyecciones intravenosas de células no supusieron un aumento
del dafio en ningun caso. Sin embargo, la retirada de puntos s{ supuso un empeoramiento similar en
ambos grupos. A lo largo del tiempo de seguimiento, tanto la opacidad como el edema y la
vascularizacion fueron mayores en los animales tratados con células que en los animales control (Fig.

23G)
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Figura 23. Supervivencia y evoluciéon clinica de los grupos. A) Imagen representativa del proceso de
prevascularizacion a dia 0 (dfa de la cirugfa). B) Imagen representativa de un conejo del grupo control a 60 dias
sin rechazar. C) Imagen representativa de una cérnea rechazada del grupo tratado. D) Curva de Kaplan-Meier
que indica la probabilidad de supervivencia del trasplante con respecto al tiempo. E y F) Indices de rechazo
segin el tiempo en los diferentes grupos. G-I) Evolucion de los parametros clinicos con respecto al tiempo: G)

neovascularizacién, H) opacidad, I) edema.
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4.5.2 Estudio anatomopatolégico

El grosor corneal y por tanto el edema, fue estadisticamente inferior en las cérneas control que en las tratadas.
Sin embargo, la infiltracion inflamatoria determinada por el contaje de células positivas para CD45 no demostrd
diferencias estadisticamente significativas entre los 2 grupos, pese a presentar una tendencia a la mayor
infiltracién de las corneas tratadas. La neovascularizacién, aunque presente en ambos grupos, fue menor en el
grupo control (Fig. 24). As{ mismo, se estudié la presencia de tbAD-MSC en el grupo tratado y no se hallaron
células en ninguna de las 8 corneas estudiadas. Sin embargo si se encontraron células en los pulmones de los
conejos tratados. Hstas células tuvieron una supervivencia minima igual al nimero maximo de dias que se

mantuvo el injerto mds longevo (36 dias) (Fig. 24).

150
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Grosor corneal (pm)
NUmero de células CD45+

50um 50um

Figura 24. El grosor corneal y la infiltracion inflamatoria fueron mayores en los grupos tratados con células. A-
B: Tincién con hematoxilina y eosina de cortes de histolégicos de las cérneas, A) Control, B) tbAD-MSC. C)
cuantificacién del grosor corneal debido al edema. D) Nivel de infiltracion inflamatoria mostrado como células
CD45+. E) Imagen representativa de una tincién para CD45 en una cérnea del grupo control. F) Imagen
representativa de una tincién para CD45 en una cérnea tratada con AD-MSC. Células positivas marcadas en
negro (flechas). G-H) Presencia de rb-AD-MSC atrapadas en pulmén. En la imagen se aprecian MSC que fueron
marcadas con CM-Dil en rojo previa a la inyeccién y que quedan atrapadas en el pulmén y mantienen hasta el
momento del rechazo. El resto de las células del pulmén del conejo se ha marcado en azul con DAPIL. Epi:

epitelio; Str: estroma; End: endotelio. (* p= 0,05)

4.5.3 Estudio del leucograma

Para determinar el efecto de la inoculacién intravenosa de las MSC sobre la movilizacién de células del sistema
inmune a sangre periférica, se realizé un recuento leucocitario de forma semanal en ambos grupos. Ni los leucocitos
totales, ni las poblaciones estudiadas (neutréfilos, monocitos y linfocitos), fueron hallados fuera de los limites de
normalidad en ninguno de los animales a lo largo del periodo de seguimiento, por lo que la inyeccién intravenosa de

las células no parece afectar de forma sistémica a la concentracion de leucocitos en sangre (Fig. 25).
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Figura 25. Leucograma de los conejos tratados con inyeccién intravenosa de tbhAD-MSC frente a los no
tratados. Las lineas punteadas horizontales representan los limites de normalidad, establecidos para nuestros
animales como la media = 2 desviaciones estandar de las medidas de los animales sanos. No se encontraron

diferencias significativas.
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5. DISCUSION
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En las ultimas décadas, diferentes estudios han puesto de manifiesto la utilidad de las MSC no solo en el campo
de la medicina regenerativa, si no en el de la inmunoregulacién. El uso de estas células ha sido estudiado en
inflamacion, en autoinmunidad y en trasplante como ya se indic6 en la introduccion. La cérnea es un tejido ideal
para estudiar el efecto local que tienen estas células en trasplante, ya que es de facil acceso y es considerado un

tejido inmunoprivilegiado por lo que no es necesaria la inmunoterapia sistémica.

En estudios previos del grupo se demostré que las hAD-MSC introducidas en un bolsillo del estroma corneal de
conejo en un ambiente no inflamatorio son capaces de integrarse y diferenciarse a queratocitos sin producir
rechazo (Arnalich-Montiel y cols., 2008). Siguiendo este planteamiento, en el presente trabajo se ha estudiado el

efecto de AD-MSC xenogénicas y alogénicas en alotrasplante completo de cérnea en conejos.

5.1. Caracterizacion de las AD-MSC

El tejido adiposo se ha establecido como una de las fuentes mejor consideradas para la obtencién de MSC por su
facilidad de obtencién y su alto rendimiento. Desde el descubrimiento de estas células en el tejido adiposo
(Hollenberg y cols., 1969), muchos han sido los estudios que han tratado de caracterizar las propiedades
multipotentes y terapéuticas de esta poblaciéon heterogénea (Zuk y cols., 2002). También han sido varios los
estudios que han tratado de caracterizar citolégicamente estas células, destacando el trabajo de la International
Federation of Adipose Therapeutics (IFATS) que trata de sentar las bases para unos futuros estaindares (Bourin y
cols., 2013). La principal diferencia con las BM-MSC radica en la expresién de marcadores, y se ha consensuado

que el inmunofenotipo para las AD-MSC humanas una vez cultivadas deberia ser el siguiente:

e Principales marcadores positivos estables (>80% de la poblacion): CD13, CD29, CD44, CD73, CD90 y
CD105.

e Principales marcadores positivos inestables (% variable de la poblacién positiva segin condiciones de
cultivo y pase) : CD34

e Principales marcadores negativos estables (<2%): CD31, CD45, CD235a

e Otros marcadores positivos: CD10, CD26, CD36, CD49d, CD49¢

e Otros marcadores negativos o de baja expresién: CD3, CD11b, CD49f, CD106, PODXL

Se recomienda el uso de al menos 2 marcadores positivos y 2 negativos (Bourin y cols., 2013). Ademas las células
han de ser adherentes al plastico de cultivo y poseer capacidad de diferenciaciéon osteo, condro y adipogénica in

vitro como las derivadas de médula dsea.

Para validar nuestro protocolo de aislamiento y por tanto las muestras que usarfamos en el resto del estudio, se
llevo a cabo la caracterizacion de las AD-MSC. Se caracterizaron muestras de 5 pacientes que se ajustaron a los
estandares seflalados siendo adherentes y derivables a los 3 linajes descritos (Fig. 11). Ademas, las células fueron
positivas para CD105 y CD90 en mas de un 97% y negativas para CD45 y CD14, mostrando una positividad
intermedia para CD34 (74,7 £ 15,04) (Fig. 12).
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Como ya se ha comentado, la expresion de CD34 depende de las condiciones de cultivo y del nimero de
duplicaciones de la poblacién a partir del cultivo de la SVF, siendo positivo en las primeras duplicaciones y
disminuyendo su expresion hasta desaparecer en pases avanzados (Mitchell y cols., 2006, Maumus y cols., 2011,
Yoshimura y cols., 2006). Ademas, las MSC en el tejido adiposo in vivo y en la SVF son positivas para este
marcador (Maumus y cols., 2011, Traktuev y cols., 2008). Un estudio reciente ha relacionado la expresion de
CD34 en las AD-MSC con un estado multipotente mas primitivo (Suga y cols., 2009). En ese estudio la
poblacién cultivada de AD-MSC-CD34+ present6 un tiempo de duplicaciéon y una tendencia a la diferenciacion
menot, y una mayor capacidad de formacién de colonias cuando se compard con la poblacion de AD-MSC
CD34-. Por todo ello, el alto porcentaje de células D34+ en nuestra poblacién puede estar indicando un fenotipo

multipotente mas parecido al que se encuentra en condiciones fisiologicas.

En cuanto a las MSC de conejo, solo algunos estudios muy recientes han comenzado a caracterizarlas. Estas
células son negativas para la mayorfa de marcadores mesenquimales cldsicos como CD105 o CD90 (Fig. 12) y los
unicos marcadores altamente expresados y comunes a las células humanas descritos hasta el momento son
vimentina, actina muscular lisa alfa y CD44 (Lee y cols., 2014b, Bakhtina y cols., 2014). Las AD-MSC también
expresan este ultimo marcador, por lo que decidimos incluitlo en el estudio obteniendo positividad, aunque
variable, para los diferentes conejos (454 = 21,2) (Fig. 12). La capacidad de adherencia al plastico y la
morfologia ahusada similar a la de las hAD-MSC, junto con el marcaje para CD44 y CD34 nos indican la

naturaleza mesenquimal y pluripotente de estas células.

5.2 Propiedades inmunogénicas y proinflamatorias de las AD-MSC en

la co6rnea

Las hAD-MSC utilizadas en el presente estudio expresan de forma constitutiva varias moléculas que se han
relacionado directamente con su poder inmunosupresor in vitro e in vivo, como son: IDO (Krampera y cols.,
2006, English y cols., 2007, Munn y cols., 2007, Spaggiari y cols., 2008, Ren y cols., 2009, Ge y cols., 2010), NO
(Sato y cols., 2007, Ren y cols., 2009, Ren y cols., 2008, Schurgers y cols., 2010) , IL-6 (Jiang y cols., 2005,
Djouad y cols., 2007, Xu y cols., 2009a), TGF- (Ryan y cols., 2007, English y cols., 2007) y COX2 (Spaggiari y
cols., 2009, Spaggiari y cols., 2008, Yanez y cols., 2010). Algunas de ellas como IDO, IL-6 0 COX2 aumentan su
expresion al ser estimuladas con IFN-y y TNF-«, de acuerdo con (Hemeda y cols., 2010). Asimismo,
demostramos por primera vez que las AD-MSC de conejo producen de forma constitutiva tanto IDO como
NO, al igual que sus homélogas humanas. Sin embargo, y en contra de lo esperado, la expresiéon de estas
moléculas no ha resultado ser efectiva en la prevenciéon del rechazo en el trasplante corneal. La aplicacion
periquirdrgica y local de las AD-MSC tanto de origen humano como cunicola en los estudios de bajo riesgo
provocd de hecho un aumento en el rechazo del injerto. En un primer momento se podria pensar que este
resultado negativo podria deberse al uso de células xenogénicas pero, salvo en la mayor infiltracién
experimentada por las corneas tratadas con células humanas frente a las de conejo, los signos de rechazo y las

curvas de supervivencia en ambos casos fueron similares (Fig. 13-15). Por tanto, el aumento del rechazo esta
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directamente relacionado con el comportamiento de las AD-MSC y de su relacion con un tejido que es

constitutivamente inmunoptivilegiado, independientemente de su origen inter/intraespecifico.

La posterior caracterizacion de las hAD-MSC nos dio una pista de las diferentes formas en las que estas células y
las moléculas que expresan provocan la ruptura de las caracteristicas inmunoprivilegiadas inherentes a la cornea y

que la diferencian de otros tipos de tejido. En resumen encontramos las siguientes particularidades:

e Aumento de la neovascularizacién

e Expresiéon de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad y de moléculas cosefializadoras
e Expresion y produccion de citoquinas proinflamatorias

e Incapacidad de inducir tolerancia

e Estimulacion de Linfocitos T

5.2.1 Aumento de la neovascularizacion

La aparicién de neovasos sanguineos y linfaticos es una consecuencia normal del proceso quirargico incluso en
trasplantes corneales de bajo riesgo (Maguire y cols., 1994, Dana y cols., 1995, Cursiefen y cols., 2002). Este
proceso es reversible y los vasos suelen desaparecer a medida que el proceso inflamatorio disminuye, como se ha
podido observar en algunos animales de los grupos control tanto de bajo como de alto riesgo de rechazo del
presente estudio (Fig. 15 y 23). Sin embargo, en la mayoria de los animales tratados, la neovascularizacién
persiste y supone un factor de riesgo para la supervivencia del trasplante. Esta es una de las causas de ruptura de
la barrera inmunolégica corneal, tanto aferente (llegada de células del sistema inmune) como eferente (salida de

células presentadoras de antigeno hacia el tejido linfoide).

Varios estudios han sefialado al VEGF-A como uno de los principales responsables del aumento de la
hemangiogénesis en la cornea (Cursiefen y cols., 2004a, Cursiefen y cols., 2004b, Dohlman y cols., 2015). En
estos trabajos, el uso de un inhibidor de VEGF-A y de animales mutantes que expresan sélo una isoforma de las
tres que tiene este factor de crecimiento, disminuyé considerablemente la formacién de neovasos sanguineos y
aumenté significativamente la supervivencia del trasplante corneal. Ademads, el VEGF-A es capaz de reclutar
macréfagos que liberan a su vez VEGF-C y D que median la linfangiogénesis (Cursiefen y cols., 2004b). Por otro
lado, la IL.-8 es una de las moléculas mas importantes en la quimiotaxis de células endoteliales y en la produccion
de neovasos. Esta citoquina presenta una actividad altamente proangiogénica cuando es inoculada en la cérnea
(Koch y cols., 1992, Strieter y cols., 1995, Arenberg y cols., 1997, Brat y cols., 2005). El uso de anticuerpos
contra VEGF e IL-8 en la cornea inhiben completamente la angiogénesis inducida por TNF-a (Yoshida y cols.,
1997) lo que refuerza la implicacién de estas moléculas en el proceso. Las hAD-MSC utilizadas en este estudio
expresan de forma constitutiva tanto VEGF-A como 1L-8 (Figs. 20 y 21), asi como otras citoquinas
proangiogénicas como TGFB1 y 2. Esto podria explicar en parte porqué los animales tratados con células

presentaron una mayor tendencia a la neovascularizacioén, con 3 6 4 cuadrantes afectados en el 25% de los casos.
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Esta cualidad proangiogénica de las MSC ya ha sido aprovechada con anterioridad en el tratamiento de
enfermedades relacionadas con la falta de flujo sanguineo. Asf, las MSC tanto de médula ésea (Tang y cols., 2004,
Matsumoto y cols., 2005) como de tejido adiposo (Nakagami y cols., 2005, Nie y cols., 2011, Rigol y cols., 2014,
Chen y cols., 2015, Park y cols., 2015) han demostrado un alto poder angiogénico y beneficioso en el tratamiento
del infarto agudo de miocardio, de la isquemia y de traumatismos cutineos en ensayos preclinicos. En estos
estudios, la aplicacién local de MSC aument6 la vasculatura y el flujo sanguineo de la zona, correlacionada con un

aumento en la producciéon de VEGF y de otros factores proangiogénicos como HGF, TGF-8 o FGF.

Ademas, se ha relacionado la estimulacién de AD-MSC con TNF-a con un aumento en la secrecion de factores
proangiogénicos como VEGFE, IL-6, IL-8, TGF-8 o HGF (Wang y cols., 2006, Zubkova y cols., 2015). En el
presente estudio, la estimulacién con TNF-a e IFN-y aumentd considerablemente la produccién de 1L-6 e IL-8 a
nivel traduccional (Fig. 21). Los resultados ligeramente peores de los grupos tratados con células estimuladas

pueden estar relacionados con este aumento de la proangiogénesis mediada por el incremento en la secrecién de

IL-8 (Fig. 26).
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Figura 26. Neovascularizacién producida por las MSC. Los factores proangiogénicos VEGF-A, TGF-8 e 1L-8
expresados por las MSC darfan lugar al aumento de neovascularizacién corneal encontrada en los animales

tratados.
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5.2.2 Expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad y de

moléculas cosenalizadoras

Todas las células del organismo expresan moléculas del MHC de tipo I que presentan antigenos
intracelulares propios y extrafios a los linfocitos T CD8+. Este proceso es necesario por dos razones. En
primer lugar para la deteccién de células infectadas que no son presentadoras de antigenos (APC)
profesionales y en segundo lugar para mantener la tolerancia central y periférica que hace que el sistema
inmune no se ataque a s{ mismo. Por otro lado, las moléculas del MHC de tipo II son expresadas
unicamente por APC profesionales tales como células dendriticas, fagocitos, linfocitos B y tipos celulares
relacionados con la tolerancia como las células del epitelio del timo o las células endoteliales. De acuerdo
con numerosos estudios (Dominici y cols., 2006, Mclntosh y cols., 2006, Stagg y cols., 2006, Lee y cols.,
2014b, Jang y cols., 2014, Busser y cols., 2015), las MSC humanas de todos los donantes usados en esta tesis
presentaron una alta positividad para HLA-ABC (MHC tipo I) y una muy baja positividad para HLA-DR
(MHC tipo II). El porcentaje de células positivas para HLA-ABC aument6 ligeramente al ser estimuladas
con IFN-y y TNF-y, pero no el HLA-DR (Fig. 19), como se ha descrito en algunos estudios previos (Tse y
cols., 2003, Le Blanc y cols., 2003, Dominici y cols., 2000).

Lo que no es tan habitual en los estudios publicados de MSC es que dichas células presenten una alta
positividad para las moléculas cosefializadoras CD40 y CD80 como ocurre en nuestro caso (Fig. 19). De
hecho, la no presencia de estas moléculas es una de las razones por las que estas células se consideran
inmunoprivilegiadas (Mclntosh y cols., 2006, Menard y cols., 2013), aunque algunos autores si han
reportado la expresion constitutiva de CD80 en BM-MSC de ratén (Krampera y cols., 2003, Stagg y cols.,
20006). La accién de CD40, CD80 y CD86 junto con sus ligandos y contrareceptores, y en combinacién con
la formacién del complejo MCH-antigeno-TCR, dan lugar a una fina regulacién del sistema inmune en el
que éste es capaz de distinguir lo propio de lo extrafio, de tal manera que es necesario que haya una sefial
coestimuladora tras la formacién del complejo MCH -antigeno-TCR entre una APC y un linfocito T para
producir una activacién de este ultimo. De no darse dicha sefial, el linfocito entra en anergia y es eliminado
(Gimmi y cols., 1993, Noel y cols., 1996). La regulacién de este sistema es muy compleja ya que la expresion
de estos coseflalizadores aumenta y disminuye ante diferentes estimulos e incluso regulandose entre ellos
(Foy y cols., 1996, Lenschow y cols., 1996). De esta manera, una APC forma un complejo MCH-antigeno-
TCR con un linfocito. A su vez, la unién entre CD40 de la APC y el CD40L del linfocito T da lugar al
aumento de la expresién de CD80 y/o CD86 en la primera, que al interaccionar con su contrareceptor
CD28 en linfocitos T dara lugar a la respuesta inflamatoria (Ranheim y cols., 1993, Caux y cols., 1994, Yang
y cols., 1996). Ademas, la producciéon de anticuerpos especificos también esta regulada por la relaciéon entre
linfocitos B y T a través de la via de CD40 (Lederman y cols., 1992a, Lederman y cols., 1992b). Por tanto,
esta ampliamente aceptado que la unién de CD40 con su ligando CD40L (CD154) desencadena sefiales de
activaciéon en diferentes células del sistema inmune tales como la activacién de isotipos de células B
productoras de anticuerpos especificos, la activacién de monocitos, o la activacién y supervivencia de DCs

(revisado por (Somoza y cols., 1995)y(Mackey y cols., 1998). Esta activacién de las DC desencadena la
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produccion de IL-12 y activa la respuesta Thl y la produccién de IFN-y en linfocitos T (Macatonia y cols.,
1995, Cella y cols., 1996). La respuesta citotoxica desencadenada por la interaccidén entre células B y

linfocitos T también estd mediada por la unién CD40-CD40L (Borrow y cols., 1996, Kelleher y cols., 2001).

En cuanto a la regulacion de la via de CD80/CD86 (también conocidos como B7.1 y B7.2), la variabilidad
de receptores y de patrones de expresion en las diferentes células del sistema inmune hace compleja su
explicacion. En origen se pensaba que estas dos moléculas tenfan roles similares en la activacién linfocitaria
a través del receptor activador CD28 (Revisado en (Lenschow y cols., 1996) que provocaba la secrecién de
IL-2 en el linfocito (Shapiro y cols., 1997). Sin embargo, tras el descubrimiento de un segundo y tercer
receptores inhibidores CTLA4 y PD-L1, capaces de unirse a CD80 y CD86 (Brunet y cols., 1987, Dong y
cols., 1999), el paradigma de la activaciéon/inhibicién de la respuesta inmune cambié (revisado en (Chen y
cols., 2013). De esta manera, en un entorno inflamatorio normal, los linfocitos T expresan CD28 en un
primer momento para activar la respuesta inmune, pero al cabo de unos dias este receptor va
desapareciendo y dando paso a la expresién de CTLA4, que al activar su via darfa lugar a la inhibicién de
dicha respuesta (Lenschow y cols., 1996, Chen y cols., 2013). Aunque se ha descrito una mayor tendencia de
CD80 por unirse a CTLA4 y provocar su acumulo en la sinapsis inmunolégica y de CD86 por hacer lo
mismo con CD28 (Linsley y cols., 1994, Pentcheva-Hoang y cols., 2004), otros estudios han demostrado
que tanto CD80 como CD86 estimulan la proliferacién de linfocitos T, la secrecién de citoquinas
proinflamatorias y la generacién de células citotéxicas (Lanier y cols., 1995). Por dltimo, la inhibicién de
ambas moléculas tiene un efecto sinérgico en la mejora de los resultados de trasplantes y enfermedades
autoinmunes (Lenschow y cols., 1995, Webb y cols., 1996, Larsen y cols., 2005) por lo que ambas moléculas
estan implicadas de una u otra forma en la proinflamacién y el rechazo. En general, el bloqueo de la via de
B7 en inflamacién, autoinmunidad y trasplante se ha demostrado efectiva (Kirk y cols., 1997, Kremer y
cols., 2003, Vincenti y cols., 2005, Vincenti, 2008). Actualmente derivados de CTLA4-Ig que bloquean esta

via estan siendo utilizados en ensayos clinicos de trasplante renal (Rostaing y cols., 2013).

Por tanto, la expresion de las moléculas cosefializadoras CD40 y CD80 en nuestras células mesenquimales
puede provocar un aumento de la respuesta inflamatoria al interaccionar directamente con las células del
sistema inmune en un ambiente inflamatorio. Seria necesario realizar experimentos in vivo mas detallados
para determinar cémo se puede estar produciendo esta interacciéon y qué células del sistema inmune
mediarian la respuesta. Parece que lo mds probable sea que estas células actien como células presentadoras
de antigenos a través de estos dos receptores. Asi, la expresiéon de moléculas del MHC tipo I conjugadas
con antigenos de la propia célula (xeno o alotrasplantada) junto con la expresién de CD40 podria dar lugar a
un aumento de la respuesta inmune por via directa. Algunos autores ya han demostrado la capacidad de las
MSC de ratén y de humano para presentar antigenos extracelulares a través de moléculas del MHC tipo 11 a
poblaciones de linfocitos CD4+ reactivos especificos y activar su produccién de IL-2 a través de la via de
CD80 (Stagg y cols., 2006, Chan y cols., 2006). Este aumento de la proinflamacién podria ser una de las
causas del empeoramiento de los animales tratados con células frente a los grupos control. Ademas, en el
caso de activacion especifica, los linfocitos CD8+ citotoxicos eliminarfan a las MSC, evitando cualquier

actividad inmunoreguladora que pudieran realizar (Fig. 27).
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La importancia de estas vias de cosenalizacién en el rechazo corneal ha sido demostrada por varios
estudios. Por un lado, se ha visto que los queratocitos de ratén expresan constitutivamente moléculas del
MHC tipo I, asi como CD80 y CD40 y que son capaces de actuar como APC ante una infeccién
estimulando la proliferaciéon y activaciéon de linfocitos CD4 y CD8 (Seo 2001). Por otro lado, un estudio
reciente ha demostrado la importancia de la via de CD40 en el rechazo corneal, ya que el bloqueo de CD40-
CD40L aument6 la supervivencia de xenotrasplantes de cérnea en primates (Choi y cols., 2015),
disminuyendo la infiltracién leucocitaria, la produccién de citoquinas, quimioquinas y moléculas del
complemento en el humor acuoso, la presencia de linfocitos T de memoria y la produccién de anticuerpos.
En estudios en otro tipo de trasplantes encontramos numerosas muestras de implicaciéon de esta via en el
rechazo. En un estudio de alotrasplante cardiaco en ratones transgénicos CD40-/-, la falta de sefializacién
demostré disminuir considerablemente el rechazo (Lu y cols., 1997). Asimismo, el uso de bloqueantes de
CD40 ha demostrado ser beneficioso, tanto individualmente como conjuntamente con bloqueantes de la via
B7, en alotrasplante renal y pancredtico en primates no humanos (Kirk y cols., 1997, Adams y cols., 2005,

Cordoba y cols., 2015).

Por ultimo, estudios recientes han demostrado la capacidad de las MSC para la presentacién cruzada de
antigenos (Francois y cols., 2009). Este proceso consiste en captar, procesar y presentar antigenos
extracelulares a través del MHC tipo I en vez del MHC tipo 1II (Carbone y cols., 1990, Kurts y cols., 1997,
Bonifaz y cols., 2002). En el estudio de Francois y colaboradores se demostré que las MSC de ratén son
capaces de captar OVA (ovoalbumina) y activar la producciéon de 1L-2 en linfocitos CD8+ a través del
MHC tipo 1. Esta produccién se vio incrementada cuando las MSC fueron pre-estimuladas con IFN-y. En
concordancia, cuando se realizaron estudios in vivo en ratones deficientes para la presentacion de antigenos
a través de MHC de tipo I, la inyeccién intravenosa de MSC prestimuladas con IFN-y y OVA fue capaz de
inducir la proliferacién de linfocitos CD8+ reactivos para OVA. Por todo ello, otra posible via para la
activacion de la alosensibilizacién del sistema inmune mediada por las MSC serfa la presentacién cruzada de
antigenos liberados de la cérnea donante. Ademas de provocar un rechazo directo por su propia
inmunogenicidad, las AD-MSC inyectadas intraestromalmente tendrian la capacidad de captar antigenos de
la cérnea donante, procesarlos y presentarlos a través de su MHC de tipo I a los linfocitos circulantes,
aumentando asi la respuesta inmune y la probabilidad de rechazo. Esta capacidad estarfa aumentada por la
estimulacién con el IFN-y que darfa como resultado el empeoramiento marcado del grupo tratado con

células estimuladas (Fig. 27).
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Figura 27. Las MSC tienen la capacidad de presentar antigenos propios y externos expresando un fenotipo de
célula presentadora de antigenos gracias a la expresion de moléculas del MHC tipo I y de las molécula

cosefializadoras CD40 y CD80. Esta caracteristica se puede ver incrementada al estimulas las MSC con IFN-y.

5.2.3 Expresion y produccion de citoquinas proinflamatorias

Ademas de promover la respuesta inmune ayudando a la circulacién de las células implicadas mediante la
vascularizacién y a su activacién mediante la cosefializacién como se ha visto en los dos apartados anteriores,
las MSC expresan de forma constitutiva toda una baterfa de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias que
ademas en algunos casos son capaces de secretar al medio extracelular. Asf, las hAD-MSC demostraron una
expresion constitutiva de IL-18 (a pesar de resultar negativa su secrecién en el sobrenadante de cultivo), IL-6
(tanto a nivel de mRNA como de proteina), 1L-8 (detectable en sobrenadante, aunque relativamente bajo a
nivel transcripcional) , IL-123 (a pesar de no detectarse la subunidad IL-12p40 en sobrenadante), 11.-18, 1L.-32,
CCL2, CCL3 y CCL4 en algin donante, mientras que la expresion de moléculas consideradas clasicamente

como antiinflamatorias como 114, I1.10 e IL13 fue baja o indetectable.

Se observé que las citoquinas I1.-6 e IL-8 fueron secretadas en una cantidad variable pero casi siempre elevada

por las AD-MSC de todos los donantes incluidos en el estudio. Esta cantidad se vio significativamente
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aumentada cuando las células fueron estimuladas con IFN-y y TNF-a al igual que en estudios previos de otros
autores (Hemeda y cols., 2010). Lo mismo ocurre para IL-1§3 e interesantemente para quimioquinas CCL2 y
CCL3 Ademas existe variabilidad en la traduccién proteica, mostrando la baja secrecién en cultivo de algunas
citoquinas que son expresadas a nivel de mRNA (IL-1f e IL12b) (Figs. 20 y 21). Todos estos resultados
sugierenn una gran plasticidad de estas células en su definicién hacia un fenotipo pro o antiinflamatorio y hace
intuir una fuerte regulacion en este sentido dependiente del donante y/o del momento de la liposuccion. Seria
interesante profundizar mas en los mecanismos que pueden influir en el comportamiento de estas células a
nivel inflamatorio e intentar controlar la expresién del fenotipo mediante la variacién de las condiciones del

cultivo.

En el presente estudio, la secrecién de citoquinas y quimioquinas preferiblemente proinflamatorias explicaria
el aumento de la infiltraciéon que se observa en las cérneas de los animales tratados, sobre todo cuando las
MSC son administradas localmente. Aunque la discusién de este apartado se centrard a continuacién en las
citoquinas IL-6 e IL-8 por ser las que se han detectado en el sobrenadante de cultivos, hay que destacar la
fuerte expresion a nivel de mRNA de quimioquinas como CCL2, también conocida como MCP1 (proteina
quimiotactica de monocitos 1) y CCL3, conocida como MIPla (proteina inflamatoria de macréfagos 1or).
Estas proteinas que producen una fuerte quimiotaxis para monocitos, células dendriticas, polimorfonucleares y
linfocitos T en los lugares de inflamacién (Wolpe y cols., 1988, Carr y cols.,, 1994, Xu y cols., 19906),
aumentaron significativamente su expresion cuando las AD-MSC fueron estimuladas. Esto explicarfa el

aumento de infiltracién detectado en las cérneas de los animales tratados con hAD-MSC estimuladas (Fig. 20).

En este sentido, ademds del poder angiogénico ya descrito, varios grupos definieron la actividad quimiotactica
de IL-8 (Yoshimura y cols., 1987, Walz y cols., 1987, Van Damme y cols., 1988). En concreto, esta citoquina
producida por macréfagos es responsable de la migracién de los neutréfilos hacia el tejido dafiado donde

liberan enzimas granulociticas y especies reactivas de oxigeno como H>O, (Walz y cols., 1987).

La participacién de I1L-8 en la inflamacién postrasplante y en el rechazo ha sido demostrada en vatios estudios.
Asi, los islotes pancreaticos trasplantados a través de la vena porta provocan un aumento de IL-8 circulante
(Citro y cols., 2012). Cuando el trasplante se realiz6 en ratones deficientes para CXCR2 (principal receptor de
IL-8) o tratados con inhibidores de CXCR1/2, la aceptacion y la supetrvivencia del trasplante mejoraron
significativamente, mientras que el reclutamiento de células polimorfonucleares (PMNC) y NK disminuy6
(Citro y cols., 2012). Resultados similares se obtuvieron usando estos inhibidores en alotrasplante renal en
rata, en los que la infiltracién y el nivel de inflamacién disminuyeron a los 7 dias del tratamiento (Bedke y cols.,
2010). El uso conjunto de inhibidores para IL-8 y CD40L o para la via de B7 resultaron ain mas beneficiosos
para la supervivencia del alotrasplante cardiaco en ratones, que su uso por separado (El-Sawy y cols., 2005).
Estos resultados sugieren que las células que expresen ambos tipos de moléculas coestimuladoras, como las

del presente estudio, tienden a aumentar la inflamacién y el rechazo y no al revés.

Por otro lado, la IL-6 tiene un papel muy importante en el establecimiento de la fase aguda de la inflamacién y
en el paso hacia la fase mas adaptativa. Su sobreproduccion esta implicada en la patogénesis de enfermedades

inflamatorias y autoinmunes (revisado por (Naugler y cols., 2008, Kishimoto, 2010, Scheller y cols., 2011).

85



Discusion [ N

Pese a su actividad compartida con otros factores como LIF, oncostatina M o CNTF, esta citoquina actia a
través de un sistema de sefiales propio que implican a su receptor especifico (de membrana o soluble) IL-6R
(Yamasaki y cols., 1988) y al correceptor inespecifico gp130 (Taga y cols., 1989, Hibi y cols., 1990). Su
seflalizacién, tanto clasica como trans, da lugar a una serie de fenémenos proinflamatorios como son la
atraccion de neutréfilos en la fase aguda de la inflamacién y la posterior transicién hacia una infiltracion
monocitaria (Wegenka y cols., 1993, Hurst y cols., 2001, Kaplanski y cols., 2003), la diferenciacién de los
linfocitos naive CD4+ en Thl7 y el bloqueo de la produccién de Treg (Bettelli y cols., 20006), y la
diferenciacion final de células B y su consiguiente produccién de anticuerpos (Suematsu y cols., 1989, Kopf 'y

cols., 1994).

En los ultimos afios se ha puesto de relevancia el papel que la IL-6 tiene en el rechazo inmunolégico
(Ohzato y cols., 1993, Booth y cols., 2011) sobre todo a través de la inducciéon de una respuesta Th17 y en
la regulacién negativa de Treg (Itoh y cols., 2011). Ambas acciones estin mediadas por la accién conjunta de
IL-6 y TGF-B (Bettelli y cols., 2006), factor que también se expresa constitutivamente a nivel de mRNA en
las hAD-MSC del presente estudio. Asi, la inhibicién de la produccién de IL-6 mediante mutagénesis o el
tratamiento con inhibidores del receptor aumenta la supervivencia en alotrasplante cardfaco en ratones,
mediada por el aumento de Treg (Liang y cols., 2007, Booth y cols., 2011). Por dltimo, el bloqueo conjunto
de la via B7 y de la accién de la IL-6 demostrd ser altamente efectiva en la prevencion de este rechazo
disminuyendo la infiltracién, las células efectoras de memoria y las citoquinas proinflamatorias, y
aumentando los Treg en la zona del injerto (Zhao y cols., 2012). De nuevo la accidon conjunta de citoquinas
y de moléculas cosefializadoras expresadas por las AD-MSC del presente estudio parece tener implicaciones

directas en al aumento de la probabilidad de rechazo, explicando nuestros resultados clinicos.

De hecho, tanto 1L-6 como IL-8 estan altamente aumentadas en el humor acuoso de pacientes con rechazo
corneal (Funding y cols., 20006) y por tanto su implicacién en el proceso parece bastante clara. Estos datos
son apoyados por el aumento de 1L-6 e IL-8 que se produce en la secrecion lagrimal tras la realizacion de un
trasplante completo de cornea (Fodor y cols., 2006). Las hAD-MSC del presente estudio demostraron
provocar un aumento en la infiltracién de las cérneas donante y receptora con células del sistema inmune,
tanto polimorfonucleares como mononucleares (Figs. 17 y 24). Esta infiltracién puede estar mediada en un
principio por el efecto quimiotictico de IL-8 e IL-6, y en un estado mas avanzado por la accién de
transicién hacia una respuesta adaptativa mediada por IL-6. En concreto, estas células estarian capacitadas
para facilitar una respuesta Th17 en la cérnea gracias a su expresion constitutiva de TGF-$ e IL-6 en
conjunto con la coestimulaciéon de la via B7. La implicacién de esta respuesta ya ha sido sugerida
anteriormente en la fase temprana de la inflamacién en el trasplante corneal (Wang y cols., 2015) (Wang
2015). Tanto IL-6 como 1L-8 y TGF-§ son factores secretados y pueden jugar un papel tanto paracrino
cuando las células son administradas localmente en la cérnea, como endocrino cuando son administradas de

forma sistémica (Fig. 28).
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Figura 28. Secrecién de moléculas proinflamatorias y quimiotacticas por parte de las MSC y su implicacion en el
aumento de infiltracién y de rechazo en las cérneas tratadas. Las MSC secretan factores quimiotacticos como IL-
6 e IL-8 y expresan otros como CCL2 y CCL3. Algunos de estos factores aumentan su expresion tras la
estimulacién con TNF-a e IFN-y. Ademas, la accién conjunta de IL-6 y TGF-$ puede desencadenar una

respuesta proinflamatoria Th17 e inhibir la proliferacién de Treg.

Por dltimo, en nuestro estudio, las AD-MSC tanto de conejo como de humano han demostrado tener un alto
contenido en NO. Esta molécula que en otros contextos ha demostrado ser un potente inhibidor de linfocitos T
y mejorar la enfermedad del huésped contra hospedador (Sato y cols., 2007, Ren y cols., 2008), en la cérnea ha
sido relacionada con el rechazo (Strestikova y cols., 2003) y el dafio al endotelio corneal (Sagoo y cols., 2004). Por
tanto, el aporte extra de 6xido nitrico que generan las células AD-MSC en el tejido puede explicar el aumento del

dafio endotelial que se percibe en los grupos tratados con células, expresado principalmente por el aumento del

edema (Figs. 17 y 24).

5.2.4 Incapacidad de las AD-MSC para inducir tolerancia sistémica

Las MSC son capaces de inducir tolerancia en las DC (Jiang y cols., 2005, Li y cols., 2008a, Spaggiari y cols.,
2009) y aumentar la proporcion de Treg (Casiraghi y cols., 2008, Ge y cols., 2010, Ge y cols., 2009). En el
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presente estudio tratamos de conseguir un ambiente sistémico tolerogénico administrando rbAD-MSC singénicas
7 dias antes del trasplante y mantenerlo al administrar dosis en los dfas 0, 3 y 14 (retirada de puntos). En este
caso, el tratamiento celular también tuvo como resultado un empeoramiento de la supervivencia del trasplante.
Las células administradas sistémicamente no se encontraron en la cérnea en el momento del sacrificio de los
animales, sino que se encontraron atrapadas en el pulmoén (Fig. 24), coincidiendo con lo descrito antetiormente
en otros estudios (Oh y cols., 2012). Por tanto hemos de suponer que los efectos negativos observados se deben
a la produccién sistémica de factores por parte de las células atrapadas en el pulmén que aceleran el rechazo. De
nuevo los factores proangiogénicos como VEGF-A, IL-8 o TGF-§ son los claros candidatos a mantener la
prevascularizacién en los animales tratados, en contra de lo que ocurre en los controles no rechazados, en los que

los neovasos desaparecen a las pocas semanas del trasplante.
5.2.5 Estimulacion de linfocitos T

En los experimentos in vitro de interaccién entre AD-MSC y PBMC se demostré la capacidad estimulante de las
primeras sobre los linfocitos T, apoyando los resultados obtenidos en los experimentos in vivo. Asi, los linfocitos T
no fueron capaces de sobrevivir a los 7 difas de cultivo en solitario, mientras que el cocultivo con las MSC facilit6 su
supervivencia y proliferacion (Fig. 22). Esta proliferaciéon como era de esperar fue inferior a la estimulacién directa
de los controles positivos. Esto indica que la activacién del CTR mediante HLA-ABC y de las vias coestimuladoras
de CD40 y CD80 junto con la produccién de citoquinas proinflamatorias como 1L-6 e IL-8 mediada por las AD-
MSC no es tan efectiva como la activacién directa de los linfocitos con anticuerpos frente a CD3/CD28. Los
linfocitos T estimulados presentaron a su vez una proliferacion similar a los que fueron simplemente enfrentados a
las AD-MSC pre estimuladas con IFN-y y TNF-a. Estas AD-MSC han demostrado tener una expresiéon de CD40 y
MHC de clase I ligeramente mayor y una produccién de IL-6 e IL-8 varias veces mayor que las células sin estimular,
lo que podria ser el origen de este aumento en la proliferacion de linfocitos T. Sorprendentemente la mayor
proliferaciéon de linfocitos se consiguié al estimular éstos y enfrentarlos a AD-MSC sin estimular, lo cual es
indicativo de una interaccién reciproca entre la activacién de los linfocitos T y el aumento del poder estimulante de
las AD-MSC. Estos resultados setfan contrarios a lo descrito por algunos autores que describen la activacion de los
linfocitos T como premisa para la expresion de la actividad inmunosupresora de las MSC (Bartholomew y cols.,
2002, Krampera y cols., 2003, Le Blanc y cols., 2004, Chan y cols., 2008, Polchert y cols., 2008). Pese a ser la
condicién que logré una mayor estimulacion, ésta no fue estadisticamente significativa al compararla con el uso de
AD-MSC estimuladas. Se deduce entonces que la produccion de factores por parte de los linfocitos T estimulados o
su interaccion directa con las MSC estarfan provocando un aumento de la capacidad estimulante de éstas similar a la
preestimulacion. Por dltimo, al enfrentar linfocitos estimulados con AD-MSC estimuladas, la proliferacién alcanzé
valores similares a los del control positivo. Existe una fina regulacién de las capacidades inmunoreguladoras de las
MSC por parte de diversas moléculas incluidas IFN-y, TNF-a, IL-18 que pueden ser secretadas por las células del
sistema inmune (Chan y cols., 2006, English y cols., 2007, Ren y cols., 2008, Hemeda y cols., 2010, Bernardo y cols.,
2013), por lo que es complicado determinar las causas de este comportamiento. Por todo ello es necesario
profundizar en la naturaleza de estas interacciones y seguir investigando para entender cémo se lleva a cabo esa

regulacion y si se puede controlar externamente.
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5.3. Comparacion con otros modelos

En los dltimos afios, algunos estudios han tratado de esclarecer el papel que las MSC tienen en la reparacion del
dafio en la superficie ocular. Asi, Lan y cols. 2012 demostraron la capacidad de las MSC propias y exogenas,
administradas de forma intravenosa, de llegar a la cornea dafiada a las 48 horas tras un dafio abrasivo (Lan y cols.,
2012). En los otros dos unicos estudios realizados en los que se estudi6 la migracién y anidamiento de las MSC
administradas sistémicamente tras el trasplante corneal, las células demostraron migrar y mantenerse en la cérnea
s6lo en las primeras horas (Omoto y cols., 2014) para desaparecer en las siguientes semanas (Oh y cols., 2012).
Estas células suelen quedarse atrapadas en el pulmén (Gao y cols., 2001, Oh y cols., 2012). En el presente
trabajo, la presencia de las células en la cérnea se estudié en el momento del rechazo, por lo que se desconoce si
las células anidaron en los primeros dias en el tejido dafiado. Sin embargo, si se detect6 el anidamiento antes

descrito en el tejido pulmonar (Fig. 24).

Nuestros resultados indican que la terapia celular con AD-MSC tanto local como sistémica no mejora sino que
empeora el resultado del trasplante corneal completo en conejos. En otros estudios, las MSC han demostrado no
ser efectivas en la prevencién del rechazo corneal cuando son aplicadas tépicamente durante 2 horas a pesar de
migrar e incluirse en el estroma corneal en rata (Oh y cols., 2009). En este estudio de Oh y cols. se realizé un
trasplante xenogénico por lo que los resultados negativos no eran facilmente trasladables a la clinica. En nuestro
caso, un trasplante alogénico entre 2 cepas diferentes de conejo con aplicacién local, intraestromal y no tépica, de
células derivadas de grasa y no de médula 6sea, tampoco ha resultado de utilidad en la prevencién del rechazo

corneal. Por tanto parece desaconsejable la aplicacién local de MSC en este tipo de patologfa.

Recientemente se han conseguido resultados alentadores con la terapia sistémica. Las células fueron capaces de
acelerar la regeneracion epitelial mediada aparentemente por TGF-$ y IL-1Ra en ratones (Oh y cols., 2012).
Resultados parecidos se habian obtenido con anterioridad en ratas al administrar las células de forma local
disminuyendo los mediadores proinflamatorios en la cérnea (Oh y cols., 2008), sin embargo los mecanismos de
actuacién de las células no estan claros. Esto es debido a la diferencia entre los modelos experimentales, el origen
de las células y las pautas de administraciéon. La administraciéon de MSC humanas en dfas d-1 y d0 (d0 = dia del
trasplante) aument6 la supervivencia del injerto en ratones a través de la produccion de TSG-6, provocando una
disminucién en la infiltracién y en las citoquinas proinflamatorias detectadas en la cérnea (Oh y cols., 2012). Sin
embargo en otro estudio, el tratamiento postrasplante y no previo al mismo con MSC alogénicas, consiguid
retrasar, aunque no inhibir el rechazo en ratas (Jia y cols., 2012). En este estudio se necesito la accion sinérgica de
la ciclosporina A a dosis altas. En ratas, las células alogénicas y de terceros y no las singénicas parecen ser
efectivas en la inducciéon de tolerancia y en el aumento de la supervivencia del injerto cuando son administradas
en dfas d-7 y dO (Treacy y cols., 2014). Estas células demostraron una disminucion en la infiltracién de la cornea
pero no de los nédulos linfaticos. Sélo las MSC alogénicas presentaron un aumento de la neovascularizacién
coincidiendo con nuestros hallazgos. Ademas, ensayos de aloestimulacién demostraron que las células alogénicas
provocan un aumento muy considerable de la respuesta humoral inmunoespecifica. Por dltimo, las células
singénicas parecen ser mas efectivas cuando se administran en el perfodo postoperatorio disminuyendo la

migracion de las APC a los érganos linfaticos secundatios (Omoto y cols., 2014). En oftalmologia, el animal mas
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utilizado es el conejo por la similitud de su ojo con el ojo humano y por la facilidad para trasladar los datos a la
clinica. En estos animales el tamafio del ojo permite una cirugfa de trasplante estandar igual a la que se realiza en
clinica humana. Esto se concreta en el uso del mismo tipo de suturas y de puntos, y de herramientas de
trepanacion idénticas sobre un lecho intacto. En animales pequefios como los descritos en los trabajos artiba
mencionados, la técnica se tiene que adaptar y los modelos no son adecuados. La vascularizacién que se consigue
en el conejo en el modelo de alto riego de rechazo se asemeja al estado de las corneas de pacientes de alto riesgo
que llegan a la clinica para someterse a un trasplante. Por otro lado, las células elegidas en el presente estudio
fueron las AD-MSC por su facilidad de obtencién y por la baja capacidad inmunogénica demostrada en estudios
anteriores del grupo en los que no existia un dafio previo ni se empleaban suturas (Arnalich-Montiel y cols.,
2008). En el presente estudio presentamos por primera vez el efecto de la terapia con células madre
mesenquimales derivadas del tejido adiposo en trasplante completo de cornea en conejo. Se ha demostrado que
las AD-MSC en contra de lo esperado, pueden mostrar un fenotipo proinflamatorio y proangiogénico, que
deriva en una disminucién de la probabilidad de supervivencia del injerto en un tejido inmunoprivilegiado como

es la cornea.
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. Se ha establecido un modelo animal de trasplante de cornea de bajo riesgo en conejo, basado en diferencia de

HLA, que reproduce la tasa de éxito de dicho trasplante en la practica clinica.

. Se ha desarrollado un modelo animal de trasplante de cérnea de alto riesgo en conejo, basado en la

prevascularizaciéon quirurgica, que mimetiza las condiciones y el procedimiento en la clinica humana.

. Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo de conejo o de humano previamente
estimuladas o no con IFN-y y TNF-a, aumentan la probabilidad de rechazo en el trasplante corneal de riesgo

normal cuando son administradas localmente.

. Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo de conejo aumentan la probabilidad de rechazo

en trasplante corneal de alto riesgo cuando son administradas de forma sistémica.

. Las células madre mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo, presentan dualidad en su fenotipo,
expresando citoquinas proinflamatorias: IL-18, 1L-6, IL-8, IL18, I1L.32, CCL2, CCL3 y CCL4, que se concreta
en la secrecién de al menos 1L-6 e IL-8, y citoquinas antiinflamatorias: IDO, COX2 y produccién de éxido

nitrico.
Las células madre mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo, presentan un fenotipo

proangiogénico, con expresiéon de VEGF-A y TFG-§, que hacen no recomendable su uso en tejidos que

requieran permanecer avasculares para mantener su funcionalidad.
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