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Resumen

Objetivo: En los ultimos afios estudiamos las pro-
piedades regenerativas, anti-inflamatorias e in-
muno-moduladoras de las vesiculas extracelulares
(EVs) secretadas por células madre mesenquima-
les (MSCs). Debido a que los procesos que conlle-
van a la opacidad corneal se deben basicamente a
una desregulacién de mecanismos regenerativos
e inflamatorios, en el presente trabajo nos propu-
simos evaluar el potencial terapéutico de las EVs
derivadas de MSCs en un modelo experimental de
injuria corneal.

Métodos: Previamente desarrollamos un sistema
de aislamiento de vesiculas extracelulares y pos-
terior andlisis de su potencial antiinflamatorio (in
vitro). Este sistema de produccion y aislamiento
de EVs esta comprendido por cultivo controlado
de MSCs (de cordén umbilical humano), recolec-
cién de medio condicionado y purificacién de EVs
mediante cromatografia de intercambio i6nico. En
este estudio pusimos a punto un modelo murino de
regeneracion corneal mediante aplicacion tdpica
de 10 ul de NaOH (0,125 M) y posterior tratamien-
to con igual volumen de EVs (1x10° particulas/ml)
por 5 dias consecutivos. La accidn terapéutica de
las EV's se evalué mediante tincion tisular (hema-
toxilina-eosina) y determinacion de los niveles de
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expresion de citoquinas inflamatorias por real-ti-
me RT-PCR.

Resultados: Tanto en la observacion clinica, como
en la tisular, se observa que el NaOH indujo inju-
ria moderada del tejido corneal con un claro res-
tablecimiento del tejido luego del tratamiento con
vesiculas (vs vehiculo). Respecto a las citoquinas
evaluadas, estas aumentaron significativamente su
expresion luego de la injuria quimica y descendie-
ron fuertemente tras el tratamiento con EVs (n=5,
p<0,05).

Conclusion: De los resultados obtenidos se des-
prende que logramos establecer un modelo senci-
llo de injuria del epitelio corneal en el que testear
diversas estrategias terapéuticas y, a su vez, de-
mostramos el enorme potencial regenerativo de las
EVs en patologias oculares de orden inflamatorio.
Palabras clave: células madre mesenquimales es-
tromales, vesiculas extracelulares, regeneracion
corneal.

Mesenchymal stromal cells-derived
extracellular vesicles for corneal
regeneration in an experimental model of
corneal injury

Abstract

Objective: In recent years, our research has fo-
cused on the regenerative, anti-inflammatory, and
immunomodulatory properties of extracellular
vesicles (EVs) secreted by mesenchymal stem cells
(MSCs). Given that corneal opacity is primarily
driven by dysregulation of regenerative and in-
flammatory pathways, the aim of this study was to
evaluate the therapeutic potential of MSC-derived
EVs in an experimental model of corneal injury.

Methods: We previously established a protocol for
the isolation of EVs and the assessment of their
anti-inflammatory effects in vitro. This protocol
includes the controlled culture of MSCs derived
from human umbilical cord tissue, collection of
conditioned medium, and EV purification through
ion-exchange chromatography. In this study, a
murine model of corneal injury was developed by
topical application of 10 pL of NaOH (0.125 M),
followed by daily topical treatment with 10 pL
of EVs (1x10° particles/mL) for five consecutive

days. Therapeutic efficacy was evaluated by histo-
logical staining (hematoxylin- eosin) and quanti-
tative real-time RT-PCR analysis of inflammatory
cytokines.

Results: Clinical and histological analyses revealed
that NaOH application induced moderate corneal
injury, which was significantly ameliorated follow-
ing EV treatment compared to vehicle controls.
Expression levels of inflammatory cytokines were
markedly upregulated after chemical injury and
significantly downregulated after EV administra-
tion (n=>5, p<0.05).

Conclusion: Our findings demonstrate the suc-
cessful establishment of a simple and reproducible
model of corneal epithelial injury, suitable for eval-
uating new therapeutic approaches. Furthermore,
the results underscore the potent regenerative and
anti-inflammatory properties of MSC-derived
EVs, highlighting their promising potential for the
treatment of inflammatory ocular diseases.
Keywords: stromal mesenchymal stem cells, ex-
tracellular vesicles, corneal regeneration.

Regeneracao da cornea por tratamento
com vesiculas extracelulares derivadas de
células-tronco mesenquimais em modelo
murino de lesao alcalina

Resumo

Objetivo: Nos ultimos anos, estudamos as pro-
priedades regenerativas, anti-inflamatérias e
imunomoduladoras das vesiculas extracelulares
(VEs) secretadas por células-tronco mesenquimais
(MSCs). Como os processos que levam a opacida-
de da cornea sdo principalmente devidos a uma
desregulagdo dos mecanismos regenerativos e in-
flamatorios, neste estudo, objetivamos avaliar o
potencial terapéutico das VEs derivadas de MSCs
em um modelo experimental de lesdo da cornea.

Métodos: Desenvolvemos previamente um siste-
ma para o isolamento de vesiculas extracelulares
e posterior analise de seu potencial anti-inflama-
torio (in vitro). Este sistema de producéo e isola-
mento de VEs consiste em cultura controlada de
MSCs (de sangue de cordao umbilical humano),
coleta de meio condicionado e purificagao das VEs
por cromatografia de troca i6nica. Neste estudo,
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desenvolvemos um modelo murino de regeneragao
corneana por aplicagdo topica de 10 pl de NaOH
(0,125 M) e subsequente tratamento com o mes-
mo volume de VEs (1x10° particulas/ml) por 5 dias
consecutivos. A acao terapéutica das VEs foi ava-
liada por coloragéo tecidual (hematoxilina-eosina)
e determinagdo dos niveis de expressao de citoci-
nas inflamatérias por RT-PCR em tempo real.
Resultados: As observacdes clinicas e teciduais
demonstraram que o NaOH induziu lesdo mode-
rada do tecido corneano, com restauracgio tecidual
evidente apds o tratamento com vesiculas (vs. ve-
iculo). Em relagdo as citocinas avaliadas, sua ex-
pressdo aumentou significativamente apds a lesdo
quimica e diminuiu acentuadamente apds o trata-
mento com EVs (n =5, p < 0,05).

Conclusao: Os resultados obtidos indicam que
fomos capazes de estabelecer um modelo simples
de lesdo epitelial da cdrnea para testar diversas es-
tratégias terapéuticas. Também demonstramos o
enorme potencial regenerativo das EVs em patolo-
gias oculares inflamatorias.

Palavras-chave: células-tronco estromais mesen-
quimais, vesiculas extracelulares, regeneragao da
cornea.

Introduccion

Se ha demostrado que la cornea debe ser trans-
parente a fin de cumplir de manera 6ptima con
sus propiedades refractivas. La cicatrizacion
corneal posterior a diversas causas de etiologia
infecciosa, inflamatoria, traumatica o degenera-
tiva, interfiere con el pasaje normal de la luz y
conlleva a la pérdida de la vision. A nivel mun-
dial se estima que aproximadamente 700.000
pacientes al aflo han sufrido claro deterioro de
su vision debido a este tipo de alteraciones'. El
estroma corneal estd formado principalmente por
los queratocitos, células responsables del mante-
nimiento de la matriz corneal mediante sintesis
y remodelacion de fibras de colageno (predo-
minantemente del tipo I). Esta macromolécula
constituye aproximadamente el 71% del peso seco
de la cornea y es responsable tanto de la trans-
parencia tisular como de la resistencia mecanica.
Los queratocitos se activan en caso de trauma o

inflamacidn e interactan a través de mediado-
res quimicos (factores de crecimiento, citoquinas,
metaloproteasas, entre otros) con las células del
epitelio, modulando el proceso de cicatrizacion.
Ademas, las células madre presentes en la union
esclero-corneal contribuyen al proceso de reepi-
telizacion. La transformacion de queratocitos a
miofibroblastos es un proceso normal de cicatri-
zacion en accion a una lesion, pero una respuesta
exagerada puede llevar a fibrosis y opacidad por
deposicion de matriz extracelular desorganizada
y consecuente formacion de cicatrices. Los mio-
tibroblastos liberan citoquinas proinflamatorias,
como la interleucina IL-6, IL-8 y TNF-a, que
actuan como quimioatrayentes para neutrofilos
y linfocitos®. Por otro lado, en la capa estromal
los macrofagos residentes pueden generar una
respuesta rapida en donde, dependiendo de las
sefiales bioquimicas, logran polarizarse hacia el
fenotipo M1 (proinflamatorios) o bien M2 (repa-
radores)**. La regeneracion de la cérnea estara
mediada, entonces, por la diferenciacion celular,
la activacion de las células madre residentes en el
sitio de lalesion y la secrecion de citoquinas rege-
nerativas o factores de crecimiento que pueden
reducir la inflamacion, remodelar los depdsitos
de colageno y estimular la regeneracion mediante
la activaciéon de diversas vias de sefializacion.
En sintesis, la cicatrizacion y reparacion tisular
efectiva sera el producto de la correcta concer-
tacion de los diferentes eventos moleculares y
fenotipicos que cambian constantemente con el
tiempo tras la lesion. En tejidos adultos, estos
eventos suelen culminar en la formacién de una
cicatriz. Por lo tanto, un abordaje farmacoldgico
temprano resulta de fundamental importancia
para la reparacion de la lesion con cicatrizacion
sin cicatrices, asi como en la regeneracion de los
tejidos nativos”.

Las células madre mesenquimales estromales
(MSCs) son células multipotentes, no-hematopo-
yéticas, capaces de diferenciarse a distintos lina-
jes y poseen actividad antiinflamatoria y antia-
poptdtica mediada por efectos paracrinos®. En la
actualidad, se reconoce al efecto paracrino de las
MSCs como el principal aportante en la regene-
racion tisular y es objeto actual de investigacion
el rol de las vesiculas extracelulares (EVs) en este
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proceso. Son de particular interés las vesiculas
extracelulares pequefias (sEVs), anteriormente
denominadas exosomas, las que poseen un dia-
metro entre 50 a 130 nm y son liberadas por una
amplia variedad de tipos celulares, incluyendo
a las MSCs’. Las sEVs se forman por la gema-
cién de vesiculas intraluminales de los cuerpos
multivesiculares endosomales y se liberan de las
células tras su fusion con la membrana plasma-
tica®. Las sEVs participan fisiologicamente en la
comunicacién intercelular, la reparacion tisular
y la respuesta inmunitaria, entre otras funcio-
nes. Se ha demostrado, que el contenido cuali y
cuantitativo de proteinas de las sEV's refleja el de
la célula parental transportando citoquinas, qui-
mioquinas, moléculas de adhesion, proteinas de
choque térmico, enzimas citoplasmaticas y pro-
teinas involucradas en transduccion de sefiales’.
En los ultimos afos, las sEVs han cobrado gran
relevancia clinica por considerarse biomarcado-
res de distintas patologias y constituir una nove-
dosa herramienta terapéutica. En comparacion
con las terapias tradicionales de administracion
de MSCs, los tratamientos con sEV's tienen varias
ventajas. Por ejemplo, exhiben menor inmuno-
genicidad y disminuyen el riesgo de diferencia-
cion de las células donantes a otros linajes celula-
res'®. Ademas, son facilmente utilizables por sus
cualidades de almacenamiento, administracién
e incorporacion en la célula blanco y su aplicaciéon
seria similar a un producto farmacéutico off-the-
shelf''"'> Esto ha impulsado a la comunidad cien-
tifica a investigar su posible uso también como
vehiculos de distribucion de una amplia variedad
de agentes terapéuticos'* .

En un modelo murino de desbridamiento
epitelial se demostré que las EVs derivadas de
MSCs corneales humanas son internalizadas por
las células epiteliales, lo que a su vez aumenta
su migracioén y proliferacion in vitro y acelera
la cicatrizacion de heridas in vivo'®. Resultados
similares se observaron en ensayos de herida por
raspado en monocapa'’. Las EVs presentan un
papel inmunomodulador con polarizacion del
pool de macréfagos hacia el fenotipo antiinfla-
matorio, reduccion de moléculas proinflamato-
rias (IL-1B, IL-8 y TNF-a) y aumento de IL-10
(antiinflamatoria)'®.
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En los ultimos afos se estudian las propieda-
des regenerativas, antiinflamatorias e inmuno-
moduladoras de las sEVs secretadas por MSCs'*-
21 Las sEVs representan un enfoque terapéutico
novedoso en el tratamiento de los trastornos de
cicatrizacion de heridas corneales a través de la
modulacién de la comunicacién intercelular y
modificacion del entorno inflamatorio y oxida-
tivo del tejido daftado®. Debido a que los proce-
sos que conllevan a la opacidad corneal se deben
basicamente a una desregulacion de mecanismos
regenerativos e inflamatorios, en este trabajo nos
propusimos poner a punto un modelo murino
experimental de lesion corneal a fin de evaluar
diferentes estrategias terapéuticas mediante apli-
cacion topica de sEVs derivadas de MSCs.

Materiales y métodos
Cultivo celular

Las MSCs derivadas de cordéon umbilical
humano se aislaron de acuerdo con procedi-
mientos descritos previamente®. Se cultivaron
en medio DMEM conteniendo 10% de suero fetal
bovino (FBS) y crecieron hasta un 70%-90% de
confluencia antes de realizar los pasajes. Se utili-
zaron células en pasaje 4 a 6 para todos los expe-
rimentos ya que se ha demostrado que conser-
van mejor su funcionalidad y producen grandes
cantidades de EVs. Determinamos la presencia
de marcadores de superficie positivos y negativos
mediante citometria de flujo asi como la capaci-
dad de diferenciacion a adipocitos, osteocitos y
condrocitos para confirmar que las células cum-
plan con los criterios de definicion de MSCs*.

Cultivo en medio libre de proteinas, purificaciony
caracterizacion sEVs

Una vez que el cultivo de MSCs se encon-
tré al 70% de confluencia, se procedi6 a cam-
biar el medio de cultivo a una formulacion
quimicamente definida y libre de proteinas:
medio minimo esencial alfa (a-MEM) sin FBS.
Finalmente, se colectd el medio condicionado a
las 48 horas de cultivo. El medio condicionado
colectado se traté segin Malvicini et al.***. Las
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distintas preparaciones de EVs se conservaron a
-80°C hasta su uso. La caracterizacion se llevé a
cabo mediante la identificacion de su tamano por
tecnologia de seguimiento individual de nano-
particulas en tiempo-real (NanoSight, Malvern
Panalytical) y presencia de marcadores especi-
ficos (CD9, CD63, CD81, CD82) por ELISA,
Western blot y/o citometria de flujo.

Ensayo de polarizacion de macrofagos

Para la valoracion in vitro de las caracteristicas
antiinflamatorias e inmunomoduladoras se ana-
1iz6 el efecto de las sEVs sobre el fenotipo de los
macrofagos realizandose segtin el protocolo desa-
rrollado por nuestro laboratorio (Universidad de
Texas, Estados Unidos)!*2°,

Modelo animal de opacidad corneal

Se empled un modelo murino de injuria alca-
lina mejorado por Shadmani et al., en donde se
reemplazo el papel de filtro por un trépano de
biopsia modificado y se aplicé solucidn estéril de
NaOH con ventajas significativas en reproducibi-
lidad y estandarizacion de la injuria inicial®. Se
utilizaron ratones machos 12982 libres de pato-
genos y mantenidos en condiciones de asepsia
en racks ventilados. Todos los procedimientos se
realizaron de acuerdo con la Guia para el uso y
cuidado de animales de laboratorio (NIH publi-
cation No. 85-23, revised 1996).

Determinacion de expresion génica por real-time
RT-PCR

Se colectaron 5 cdrneas por grupo. El tejido
se congeld inmediatamente en nitrégeno liquido
y se aisldo el ARN total utilizando el reactivo
TRIzol (Gibco-Life Technologies, Grand Island,
NY). Antes de su uso posterior, el ARN total fue
tratado con ADNasa I (1 U de ADNasa/1 pg de
ARN total). Se disefiaron cebadores especificos
de especie y se empleo la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa (RT-PCR) en tiempo real para comparar
los niveles de expresion de ARNm de citoquinas

inflamatorias murinas, incluido el TNF-q, IL-6
e interleuquina IL-1f.

Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como media + DS. Se
utilizo6 ANOVA con pos-test de Tukey para deter-
minar diferencias significativas entre grupos. Se
consideraron como estadisticamente significati-
vos aquellos valores de p<0,05.

Resultados

En los ultimos afos nuestro grupo realiz6 avan-
ces significativos en el estudio y caracterizacion
de las sEVs derivadas de MSCs. Desarrollamos
un sistema de cultivo en un medio quimicamente
definido y libre de proteinas (a-MEM sin SFB)
(tig. 1A) que nos permitid colectar las EV's secre-
tadas por las MSCs en un periodo de 48 horas
y luego purificarlas del medio condicionado
mediante un proceso de cromatografia de inter-
cambio anionico (fig. 1B). El analisis de distribu-
cion de tamaio de las EV's se realizé por tecnolo-
gia de seguimiento individual de nanoparticulas
en tiempo-real. La fraccion eluida de la columna
presentd un tamano homogéneo de particulas
de entre 80-150 nm lo que indica la presencia
de sEVs en ausencia de microvesiculas. Las sEV's
que purificamos también presentaron un elevado
porcentaje de expresion de los marcadores CD63
y CD81 (considerados marcadores especificos).
Estos resultados demuestran la alta pureza de
las sEVs aisladas mediante nuestra tecnologia.
El poder inflamatorio de estas nanoparticulas se
evalud en un ensayo in vitro mediante analisis
de la inhibicién de la activacién de macréfagos
murinos estimulados por LPS en presencia de las
vesiculas producidas.

En este trabajo presentamos un estudio piloto
en donde pusimos a punto el procedimiento de
lesion o injuria corneal descrito por Shadmani
et al.”. Realizamos nuestros ensayos prelimina-
res empleando la técnica de quemadura corneal
alcalina, mediante aplicacion topica de solucion
estéril de NaOH. Para realizar el procedimiento
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Figura 1. (A) Microfotografia de cultivo celular de MSCs. (B) Esquema representativo del proceso de aislamiento y purificacion de EVs del medio
condicionado. Tras la elucién del Sistema cromatografico se obtienen 8 fracciones de 1 ml cada una encontrandose enriquecida en sEVs en la

fraccion 4y 5 (adaptado de Dominguez*).

@

Figura 2. Trépano de biopsia modificado. Presenta un corte y un doblez a 90 grados en el extremo distal, y aplicacion de solucién con micropipeta

automatica en el modelo animal.

modificamos un trépano de biopsia (3,5 mm dia-
metro interno) que se empled para administrar
10 pl de una solucidén estéril de NaOH 0,125 M
sobre la superficie corneal manteniendo el con-
tacto con el tejido durante 30 segundos (fig. 2).
Se realiz6 el mismo procedimiento utilizando
solucion fisioldgica estéril en el ojo contralate-

ral. Una vez realizada la injuria se lavé profusa-
mente la zona con 5 ml de solucién fisiologica y
se corrobord pH neutro mediante papel indicador
de pH. El tratamiento se inici6 4 horas posciru-
gia mediante administracion tépica de 1 x 10°
sEVs en solucion estéril de solucidn fisioldgica.
Se aplicé un volumen de 10 pl sobre la superficie
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Figura 3. Secciones corneales de 5 micras de espesor, tefiidas con hematoxilina-eosina. Se examinaron con un aumento de x200. I: Injuria con
NaOH 0.125 M. V: Vehiculo (solucion fisioldgica). T: Tratado (1x10 9 sEVs en vehiculo).

corneal lesionada una vez al dia durante 5 dias. Se
administrd el mismo volumen de solucién fisiold-
gica alas cérneas no lesionadas del mismo animal
(ojo contralateral).

Transcurrido el tiempo de analisis, los animales
se sometieron a eutanasia mediante administra-
cion de dioxido de carbono gaseoso. Ambos ojos
fueron enucleados en los dias 0 (4 horas poste-
riores a la lesién) y 5, y se tomaron muestras para
andlisis histoldgico (tincién hematoxilina/eosina).
Se conservaron todos los contenidos internos de la
esclera y una porcion del nervio dptico. Se fijé en
formaldehido taponado neutro al 10% durante 48
horas, se incluy? en parafina y se cort6 en seccio-
nes de 5 pm de espesor. Las secciones se tifieron
con hematoxilina-eosina y se examinaron con un
aumento de x200. Se observo que la aplicacion
topica de NaOH 0,125 M produce una injuria
moderada que genera una lesion con pérdida total
del epitelio como asi también de la membrana de
Bowman. Nétese en este ultimo caso un engrosa-
miento de la capa estromal debido a la abundante
formacion de edema. Sin embargo, luego de cinco
dias de tratamiento con sEVs se observé una dis-
minucion significativa de la lesién y también sig-
nos de reepitelizacion (fig. 3).

El analisis de nivel de expresion de transcritos
para las citoquinas inflamatorias TNF-a, IL-6 e
IL-1p mostrdé un aumento de ellas tras la lesion,
efecto que se revierte significativamente luego de

cinco dias de tratamiento con sEVs (fig. 4). La
reduccion de su sobreexpresion indicaria que las
sEVs estarian modulando el proceso inflamatorio
a nivel tisular.

Discusion

El desarrollo de nuevas estrategias para pre-
servar, reparar y mejorar la calidad de la cérnea
tendria un gran impacto no solo en la disminu-
cidn del nimero de trasplantes realizados, sino
también en la mejora de la calidad de vida de
los pacientes afectados. En este sentido, la tera-
pia acelular, es decir mediante aplicacion topica
de sEVs, representa una estrategia novedosa y
promisoria, ya que su administracion resultaria
altamente beneficiosa debido a sus caracteristicas
inmunomoduladoras y antiinflamatorias. En el
presente trabajo pudimos establecer un modelo
sencillo murino de lesion del epitelio corneal en el
que se testea en forma preliminar un tratamiento
basado en administracion de sEVs derivadas de
MSCs de cordén umbilical humano. Tal modelo
induce una quemadura quimica, precisa y repro-
ducible en toda la cornea, adecuada para estudiar
la inflamacidén del tejido y sus eventos fibroticos.
Este método también es apropiado para investigar
la eficacia preclinica y clinica de agentes terapéu-
ticos oftalmologicos de aplicacion topica.
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Figura 4. Analisis del nivel de expresion de transcritos para las citoquinas inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1p medidas por técnica de RT-PCR en
tiempo real. V: Vehiculo (solucién fisioldgica). T: Tratado (1x10 9 sEVs en vehiculo); (n=5, p&lt;0.05).

Enlo que respecta a la produccion de las sEVs
empleadas en este estudio podemos discutir que
son de alta calidad y conservan la actividad bio-
l6gica luego del procedimiento de aislamiento, en
comparacion con otros métodos de uso corriente
(ultracentrifugacion diferencial). Por otro lado,
la metodologia de aislamiento por cromatogra-
fia de intercambio i6nico presenta caracteristicas
de escalado que los otros métodos tradicionales
carecen. Esto es de vital importancia ala hora de
tener en cuenta esta tecnologia para la produc-
cion a gran escala como la requerida para abordar
un estudio preclinico o clinico.

Conclusion

Pudimos establecer un modelo sencillo de inju-
ria del epitelio corneal donde testear diversas estra-
tegias terapéuticas y demostrar el potencial uso de
las sEV's en patologias de orden inflamatorio y rege-
nerativo. En este trabajo presentamos resultados
preliminares que nos permitiran avanzar hacia un
estudio detallado de los mecanismos moleculares

implicados en los beneficios terapéuticos observa-
dos, lo que contribuira a establecer una futura tera-
pia acelular para regeneracién corneal mediante
administracion topica de sEVs antiinflamatorias.
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