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MSC Células troncales mesenquimales
NC Cresta neural
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MEM Minimum essential medium
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hEGF Human epidermal growth factor
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Resumen

Las células troncales derivadas de la mucosa bucal (hOMSC), surgen de la cresta neural,
tienen la capacidad de renovarse, proliferar y diferenciarse en diversas lineas celulares,
y son una buena opcién celular para usarse en ingenieria de tejidos. Debido a su
localizacion anatémica, son faciles de aislar, ademas de que presentan diferenciacion
multilinea, y expresan marcadores embrionarios como Sox2, Nanog, y OCT3/4. En este
estudio, utilizamos SHEM (medio hormonal epitelial suplementado) y el cultivo de
hOMSC sobre membrana amniética, para determinar la capacidad de las células para
diferenciarse a epitelio, y expresar marcadores epiteliales como CK3, CK12, CK19, Pan-
cadherina and E-cadherina. Nuestros resultados muestran que las hOMSC adheridas a
membrana amniética expresan CK3, CK19, Pan-Cadherina y E-Cadherina, sin la
induccién de SHEM y expresan CK12 o cambian su patron de expresion de E-Cadherina
cuando son inducidas con SHEM. Demuestran que las hOMSC tienen la capacidad para
diferenciarse a epitelio. En conclusion, las hOMSC, expresan marcadores epiteliales de

determinacién corneal, y podrian ser una alternativa para tratamientos en oftalmologia.

Palabras clave: Células troncales, cornea, diferenciacion epitelial, mucosa bucal




Abstract

Human oral mucosa stem cells (hOMSC) arise from neural crest, they can self-renew,
proliferate, and differentiate to several cell lines and could represent a good source for
application in tissue engineering. Because of their anatomical location hOMSC are easy
to isolate, have multilineage differentiation capacity and express embryonic stem cells
markers such as: Sox2, Oct3/4 and Nanog. In this study we used SHEM (supplemented
hormonal epithelial medium) media and cultured hOMSC over human amniotic
membrane and determined the cell’'s capacity to differentiate to an epithelial-like
phenotype and to express corneal specific epithelial markers: CK3, CK12, CK19, Pan-
cadherin and E-cadherin. Our results showed that hOMSC possess the capacity to attach
to the amniotic membrane and express CK3, CK19, Pan-Cadherin and E-Cadherin
without induction with SHEM media and expressed CK12 or changed the expression
pattern of E-Cadherin to a punctual-like feature when treated with SHEM media. The
results observed in this study, show that hOMSC possess the potential to differentiate
toward epithelial cells. In conclusion, our results revealed that hOMSC readily express
markers for corneal determination and could provide to the Ophthalmology field a
therapeutic alternative for tissue engineering to achieve corneal replacement when

compared with other techniques.

Keywords: stem cells; cornea; epithelial differentiation; oral mucosa




Introduccion

Las células troncales tienen la capacidad de replicarse y dar origen a células
diferenciadas. Poseen tres caracteristicas: 1) Autorrenovacion; 2) Capacidad de
proliferacion; y 3) Capacidad para diferenciarse en distintos linajes celulares (1). Las
células troncales mesenquimales (MSC por sus siglas inglés) son una fraccion de los
tejidos adultos que se pueden diferenciar in vitro en adipocitos, osteoblastos y
condrocitos. Aunque su perfil inmunolégico varia dependiendo del tejido del que fueron
aisladas se considera que deben poseer los marcadores de superficie CD73, CD90 y
CD105 y carecer de marcadores hematopoyéticos y endoteliales como CD31, CD34 y
CD45 (2, 3), estos marcadores se seleccionaron debido a que las MSC se aislaron de
manera inicial de la médula désea, y se debian diferenciar de las células troncales

hematopoyéticas, este perfil también las ubica en un nicho perivascular (3).

Cabeza y cuello y las células derivadas de tejidos de esta region, merecen una
mencion especial; la formacion de los tejidos en estas regiones contienen una gran
cantidad de células derivadas de la cresta neural (CN), este tejido es una estructura
pluripotente, y sus células aun cuando son derivadas de tejidos adultos, tienen la
capacidad de formar tanto tejidos de los sitios donde fueron aisladas como tejidos de
otras regiones (4). En cabeza y cuello se encuentra una region que es facilmente
accesible y de la cual se han logrado obtener distintos tipos de células troncales: la boca;
los diferentes sitios de donde se pueden obtener incluyen: médula ésea, pulpa dental de
dientes permanentes, pulpa de dientes deciduos, foliculo dental, germen dental, papila
apical, mucosa bucal, periostio, ligamento periodontal, glandulas salivales y tejidos
adiposo (5, 6).

La mucosa bucal representa un sitio privilegiado dentro de la boca, tiene una gran
capacidad de regeneracidon y envejece en menor proporcion que otros tejidos del cuerpo,
tanto el epitelio como la lamina propia contienen células que se pueden utilizar en
distintas terapias (7). La lamina propia contiene una poblacién de células troncales con

gran potencial de diferenciacibn denominadas: células troncales de la mucosa bucal




(hOMSC por sus siglas en ingles); estas células expresan marcadores de células
troncales embrionarias Tra2-49, Tra2-54, SSEA4, Oct4, Sox2, Nanog y Nestina y, de
MSC: CD29, CD73, CD90, CD105 y CD166. Se ha logrado obtener in vitro tejidos de las
tres capas embrionarias e in vivo tumores mixtos derivados del mesodermo y ectodermo
(8). Estas células se han logrado diferenciar hacia varios linajes provenientes de CN
como células astrociticas, neuronas dopaminérgicas, cardiomiocitos y osteoblastos (9-
12).

Las hOMSC, y otras MSC han sido estudiadas para evaluar su capacidad
inmunomoduladora, asi como se ha descrito en otras MSC su actividad es principalmente
a través de la regulacion de células T CD4+, a través de la inhibicién de su proliferacion,
asi como la activaciéon de células T reguladoras (5, 13). Un punto importante para poder
establecer el alcance de sus aplicaciones en la regulacién del sistema inmune fue
analizar también marcadores de membrana relacionados con el reconocimiento celular;
en este contexto, expresan HLA-A, -B y -C lo que limita su uso a aplicaciones alogénicas,
sin embargo se ha observado que pueden controlar al sistema inmune de manera dosis
dependiente, a pesar de que pueden llegar a expresar HLA-DR después de su induccion
con interferén, no causan reacciones al no presentar los marcadores CD80, CD86,
CD156, CD178, y CD40 que se requieren, para el reconocimiento a través de este

receptor (12, 14).

Las células troncales, utilizadas como una herramienta en la ingenieria de tejidos,
nos ofrece una oportunidad para realizar trasplantes, los cuales al provenir del mismo

paciente (aut6logos) tendran menor riesgo de ser rechazados.

Una especialidad en dénde se requiere el uso de ingenieria de tejidos dado su
impacto en la calidad de vida de los pacientes es la oftalmologia. Actualmente, en México,
el trasplante de cérnea es uno de los mas solicitados. Sin embargo, la cantidad de tejido
disponible es limitada y en el boletin informativo del Centro Nacional Trasplantes se
menciona que de 22,602 pacientes en lista de espera el 5424(24%) son de cérnea, lo
gue lo hace el segundo tejido mas solicitado. El 54.2% de los trasplantes en México
fueron de cornea, es el tejido mas trasplantando en el pais, a pesar de esto, la lista de

espera sigue siendo larga para este tipo de trasplante (15).
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La cornea es un tejido transparente y avascular, conformado por tres capas
celulares (epitelio externo, estroma y endotelio) y dos acelulares (membrana de Bowman
y membrana Descemet). En la periferia se une a la esclera a través del limbo; es en este
sitio donde se encuentran las células troncales queratolimbicas (LESC por sus siglas en
inglés), las cuales se encargan de renovar el epitelio de la cérnea (16, 17). Ante la
ausencia total de LESC, el epitelio conjuntival vascularizado invade la cornea, dicha
condicion es llamada deficiencia de células troncales queratolimbicas (LESCD por sus
siglas en inglés), la cual conlleva vascularizacion y opacidad corneal y disminucion de la
agudeza visual. Las causas de LESCD pueden dividirse en cuatro grupos: 1) deficiencias
congénitas (como aniridia, esclerocornea); 2) enfermedades con causas externas o
trauma (quemaduras quimicas, térmicas); 3) enfermedades con involucro interno (como
sindrome de Stevens-Johnson o penfigoide ocular cicatrizal) y finalmente 4) idiopaticas
(18). El trasplante de limbo aut6logo puede reparar la cérnea, pero conlleva un riesgo
importante: dafiar al ojo sano; ademas que esta opcion es solo para aquellos pacientes
gue presentan deficiencia unilateral. Otra opcion es el trasplante alogénico, el cual
presenta sus propias complicaciones, entre ellas, la escasez de donadores y el rechazo
(19-21).

La idea de utilizar células troncales mesenquimales para reemplazar a las células
troncales queratolimbicas, ya ha sido planteada. La principal limitante es que la mayoria
de éstas provienen del mesodermo, lo que hace su transdiferenciacion hacia epitelio
complicada. Sin embargo, se ha visto que si se obtienen de tejidos mesenquimales cuyo
origen es la CN (el cual es una especializacion del ectodermo con capacidad de
transdiferenciacion epitelio-mesénquima, durante la embriogénesis), éstas tendran
caracteristicas que favoreceran la transdiferenciacion hacia epitelio. Por ejemplo, células
positivas SSEA-4(22), que es un marcador de células troncales embrionarias, presentan
mayor expresion de marcadores relacionados a pluripotencia como Sox2, Oct4 y Nanog
y por la tanto un mayor potencial para transdiferenciarse a linajes del ectodermo o
endodermo(23, 24).

Para facilitar la manipulacion del tejido epitelial, se requiere de una matriz que le

dé estructura al injerto, la membrana amniética ya ha sido utilizada con éxito en el




tratamiento de alteraciones en cérnea y como sustrato para el cultivo de células
queratolimbicas con éxito, porque facilita la migracién de las células epiteliales en su
superficie y ventajas sobre otros andamios como biocompatibilidad, capacidad anti-

angiogénica, antibidtica y anti- inflamatoria (25)-(26).
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Marco Tedrico

Células troncales

El concepto de célula troncal se origind en Alemania en 1868 para describir la
teoria del origen de todos los seres vivos en un ancestro comun. Posteriormente en 1898
se utilizd para describir a la célula da origen al sistema hematopoyético (27). El término
evolucioné para describir la capacidad de algunos para regenerarse (28). En la
actualidad el término se utiliza para describir a una poblacién de células que presentan
capacidades de: 1)autorrenovacion, que se define como una célula capaz de generar
células hijas idénticas a ella sin transformacion oncogénica o senescencia; 2) potencia,
gue se define como capacidad de diferenciarse a distintos tipos celulares; y 3) clonalidad,

gue es la capacidad de formar cultivos in vitro a partir de una sola célula (29).

Se clasifican de acuerdo con su tejido de origen y a su capacidad de diferenciacion.

(Figura 1)(30).
Células troncales © Ectodermo ;
X , Mesenquima
@ N |
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Figura 1 Origen y clasificacion de las células troncales. Dependiendo del momento en el cual se aislan las células
troncales se clasifican en embrionales cuando son aisladas desde la fecundacion hasta el estadio de blastocisto o
adultas cuando se aislan desde el nacimiento hasta la edad adulta. Dependiendo de su capacidad deformar tejidos
tanto in vitro o in vivo, se clasifican en totipotenciales si pueden formar todos los tejidos embrionarios y
extraembrionarios, pluripotenciales cuando forman tejidos que deriven de las tres capas germinales, multipotentes
cuando forman distintos tejidos de una capa germinal o de dos capas germinales y unipotentes cuando forman un solo
tejido a partir de células con division simétrica y asimétrica. (31, 32). Creado con Biorender.




El origen de las células troncales depende del periodo de la vida en el que fueron
aisladas. Las células troncales embrionarias (ESC por sus siglas en inglés) tienen su
origen en la masa interna del blastocisto, el cual tiene la capacidad de formar las tres
capas embrionarias que formaran a un individuo y se les considera el equivalente in vitro
del epiblasto. En cambio el origen de las células troncales adultas, también llamadas
mesenquimales (MSC), no es claro y en muchos casos es controversial, se cree que se
originan previo al desarrollo de las capas embrionarias, y su falta de compromiso a un
tejido especifico es lo que da origen a las células multipotentes que se pueden aislar de
tejidos adultos, sin embargo la diferencia entre células aisladas de distintos tejidos indica
gue puedan generarse mucho después a partir de una linea celular somética (28, 29).

Células troncales adultas

Estas células son parte de los tejidos adultos y son importantes para su
autorrenovacion y reparacion. Tedricamente se pueden aislar de cualquier tejido del
cuerpo; sin embargo, hay sitios cuyo acceso es mas dificil o imposible. Usualmente se
encuentran en estos tejidos en pocas cantidades y estan localizadas en sitios definidos
como nichos, usualmente en tejidos mesenquimales, como el tejido conectivo de soporte
de varios 6rganos, por lo que se les conoce como MSC (5). Estas células se obtienen
principalmente por su adherencia al plastico y son caracterizadas posteriormente para:
1) confirmar la ausencia de marcadores de diferenciacion hematopoyética como CD31,
CD34 y CD45 y corroborar la presencia de marcadores especificos de células troncales
mesenquimales como CD73, CD90 y CD105; y 2) confirmar su diferenciacion a tejidos
mesenquimales (6seo, cartilaginoso y adiposo) (2, 31). A pesar de que estas
caracteristicas todavia se utilizan para definir una poblacion como MSC, CD73, CD90y
CD105 marcan poblaciones en localizaciones perivasculares que es donde se piensa se
encuentran los nichos en el tejido conjuntivo (3), se acepta que las células de tejidos
aislados en sitios diferentes a médula 6sea tengan otros marcadores que las definan
como células troncales. Este es el caso de células derivadas de tejidos mesenquimales

gue derivan en parte de la cresta neural, como los tejidos de cabeza y cuello(32).
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Células troncales derivadas de la lamina propria de la mucosa bucal

La cavidad bucal, al estar localizada en la cabeza es un sitio privilegiado, no solo
contiene estructuras cuyo origen embrionario es mixto, contiene células derivadas de la
cresta neural y del mesodermo, también es un sitio sencillo de acceder para el
aislamiento de células troncales, las cuales se han logrado aislar de las siguientes
estructuras de la boca: médula 6sea, pulpa dental de dientes permanentes, pulpa de
dientes deciduos, foliculo dental, germen dental, papila apical, mucosa bucal, periostio,
ligamento periodontal, glandulas salivales y tejidos adiposo(5, 33)(Figura 2). Al igual que
el resto de los tejidos, dependiendo de su sitio de aislamiento presentan distintos
marcadores y capacidad de diferenciacion tanto in vitro como in vivo (resumidos en la
tabla 1)

1. Pulpa dental

2. Dientes exfoliados

3. Germen dental

4. Foliculo dental
5. Glandula salival
6. Médula ésea

7. Mucosa bucal

8. Papila apical

Figura 2 Sitios de obtencion de células troncales en la cavidad bucal. La boca es un sitio privilegiado para el aislamiento
de células troncales, ya que se pueden aislar de la mayoria de sus estructuras de manera sencilla (5). Figura propia




Tabla 1 Diferencias en las células troncales por sitio de obtencion

Origen Marcadores Diferenciacion in vitro Diferenciacion in vivo
representativos
Pulpa dental STRO-1, Nestin dent (od), mes (0s, ad, cho, | dent (dentina, pulpa),

Dientes deciduos

Foliculo dental

Germen dental

Papila apical

Ligamento periodontal

Mucosa bucal

mio), ect (neu)

mes (adiposo,

musculo)

STRO-1, Oct-4, Nanog,
Nestin, SSEA-3, SSEA-4

dent (od), mes (os, ad, cho,

myo, endo), ect (neu)

dent (dentina),

mes (hueso, capilares)

STRO-1, HLA clase 1

dent (cem), mes (os, ad,
cho), ect (neu)

dent (cemento,
PDL),

alveolar)

mes (hueso

STRO-1, Oct-4, Nanog,
HLA class 1

mes (o0s, ad, endo), ect
(neu), end (hep)

mes (hueso)

STRO-1, Nestin, Survivin

mes (ad), ect (neu)

dent (dentina,
pulpa)

STRO-1, Scleraxis

dent (cem), mes (os, ad,
cho), ect (neu)

dent (cemento, PDL), mes
(hueso alveolar)

STRO-1, Oct-4, Nanog,
Nestin, SSEA-4, HLA-
ABC, Sox-2, Tra2 49,
Tra2-54

mes (os, ad, cho),
ect (neu, célula glial), end
(célula  definitiva  del

endodermo)

mes (hueso, cartilago,

adiposo, mausculo), ect

(epitelio, tejido neural)

Modificado de Egusa, H.; Sonoyama, W.; Nishimura, M.; Atsuta, |.; Akiyama, K. Stem cells in

dentistry--part I: stem cell sources. J Prosthodont Res 2012

De todos los sitios de la boca uno resalta de los demas: la mucosa bucal. Durante
toda la vida, la mucosa bucal esta en constante agresion por fuerzas ejercidas a traves
de la masticacion y el habla, lo que ocasiona que esté en constante reparacion y
regeneracion. Usualmente sus heridas son reparadas sin dejar cicatriz(8, 34). En algunos
estudios se ha visto que su comportamiento es muy parecido a fibroblastos fetales e
incluso su matriz extracelular tiene caracteristicas parecidas a la fetal(8, 35, 36). Debido
a estas observaciones se logré aislar células troncales de la lamina propria (8). Su
localizacion es en la lamina propria de la mucosa en nichos perivasculares (Figura 3). De
investigaciones realizadas en estas células, sabemos que provienen de la CN (37),
porque expresan nestina, y tienen una gran capacidad de diferenciacion debido a que
expresan marcadores de pluripotencia (Sox2, Oct3/4 y Nanog); ademas, han demostrado
tener la capacidad de diferenciarse a tejidos que provienen del neuroectodermo, como
células astrociticas, neuronas dopaminérgicas, cardiomiocitos y osteoblastos(9-12, 38).
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Epitelio

Lamina Propia

Figura 3 Localizacion de las hOMSC en la mucosa bucal. La mucosa bucal estd compuesta por un epitelio escamoso
estratificado para queratinizado que recubre a la lamina propia, la cual esta abundantemente vascularizada, y es
alrededor de estos vasos sanguineos que se localizan a las hOMSC(8). Figura propia.

Cornea

La cérnea forma parte de la porcion anterior del globo ocular. Esta formada por
tres capas celulares (epitelio, estroma y endotelio) y dos capas acelulares (Bowman Y
Descemet). Su principal caracteristica es su transparencia, que es dada por la conjuncion
de distintos elementos: su estroma es avascular, la superficie lisa y regular dada por el
epitelio, la estructura organizada y constante de los elementos celulares y extracelulares

del estroma y la hidratacién(39, 40).

El epitelio es escamoso estratificado no queratinizado, tiene de 50 a 60um de
espesor. Las células basales estan unidas a la membrana de Bowman a través de
hemidesmosomas y filamentos de anclaje, en las capas superiores estan unidas entre si
por desmosomas. Y la capa superficial presenta microvellosidades que ayudan a

mantener la capa de lagrima sobre la superficie ocular(39).

La renovacion y reparacion de la cornea se da desde la periferia, en una region
llamada limbo, que representa la transicion entre la conjuntiva y la cornea; en esta region
se encuentra una poblacién de células basales, LESC. Estas células se dividen y van

avanzando de manera centripeta hacia el centro de la cérnea(40, 41) (Figura 4).




Cérnea —

Limbo

Conjuntiva {

Figura 4 Estructura de la cornea. La cOrnea es una estructura muy organizada, la cual sirve para mantener su
transparencia, su epitelio (que es un epitelio escamoso estratificado no queratinizado), es mantenido a través de
células troncales ubicadas en el limbo, la presencia de estas en conjunto con la estructura particular del limbo, evitan
que tanto vasos sanguineos como la conjuntiva lo invadan(39-41). Figura propia.

Deficiencia de células troncales del limbo. LESCD

Las LESC son importantes para el mantenimiento de la estructura del limbo y su
pérdida altera la homeostasis entre la cérnea y la conjuntiva que la rodea; esto provoca
la invasion por parte de la conjuntiva y vasos sanguineos hacia el espacio corneal, la
consecuencia es la perdida de la renovacion normal de la cérnea y su capacidad para
repararse, provocando pérdida total o parcial de la vision, y puede afectar uno o ambos

ojos. (Figura 5).
La etiologia es variada:

1. Congénita (Aniridia, esclerocérnea)

2. Enfermedades de origen extrinseco o trauma (quemaduras térmicas y
guimicas)
Enfermedades Sistémicas
Idiopética
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Traumatismos
Enfermedades

Figura 5 Deficiencia de células del limbo. La pérdida de las LESC, la cual se puede dar por enfermedades o
traumatismos, rompe el equilibrio que mantiene la estructura del limbo, lo que tiene como consecuencia que tanto la
conjuntiva como vasos sanguineos invadan el espacio corneal, provocando pérdida de la vision(26). Figura propia.

Existen distintos tratamientos para esta deficiencia, cada uno presenta sus propias

ventajas, desventajas y limitaciones:

1.

3.

El primero es trasplante de cérnea, que es la primera opcion de tratamiento,
ademas de que puede presentar rechazo por parte del paciente, el primer reto
es la escasez de donadores.(15)

Membrana amniética, se puede utilizar sola o en conjunto con otras terapias.
Es de acceso relativamente sencillo, sin embargo, en México hay pocos
bancos de membrana amnidtica, todavia no se le considera dentro de la
estadistica de donacién de 6rganos y tejidos, sabemos que se han utilizado
1686 para reparar defectos de cornea y conjuntiva en México.(25, 42).
Trasplante de hojas epiteliales de mucosa bucal, se ha utilizado principalmente
en estudios clinicos, y se ha demostrado que es una buena opcion para
estabilizar la superficie ocular, previo a otros tratamientos, y se indica en
pacientes que ya han agotado otras opciones.(20, 43-46)

Osteo- odonto queratoprotesis, ha tenido cierto éxito, sin embargo, muchas
de las series no analizan agudeza visual, con una serie de estudios reportando

una media de 52% en recuperacién de agudeza visual de 6/18, ademas la
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presencia de complicaciones se presenta en al menos 20% de los pacientes
con este tipo de tratamientos(20, 45, 47)

5. Células troncales del limbo, la técnica mas utilizada es el trasplante directo
autdlogo de un fragmento de limbo de un ojo sano, tiene un alto grado de éxito,
gue tiene como riesgo ocasionar la deficiencia en el ojo sano, y como limitante
es que requiere de un ojo sano y no es util para pacientes con afecciones
bilaterales(26, 46).

Membrana amnidtica
La membrana amnidtica se utiliza en oftalmologia de manera amplia, sola o en

combinacion con otras terapias.

La estructura de la membrana amni6tica es sencilla, se compone de un epitelio
cubico simple que se une al estroma avascular por una membrana basal (42, 48)(Figura
6). Sus caracteristicas fisicas (es resistente y transparente) la hacen una opcion ideal
para la reparacion de coOrnea. Ademas, tiene propiedades antiinflamatorias, anti-
angiogénicas, anti- fibréticas y antimicrobianas, lo que limita su rechazo y permite en

cierto grado la recuperacion de la transparencia de la cérnea(17, 42).

Se ha utilizado ampliamente para el cultivo de células troncales de limbo, ya que
permite la migracion y diferenciacion epitelial, asi como el mantenimiento del fenotipo
epitelial(25, 26, 44, 49).

Epitelio
Membrana
Basal

Estroma

Figura 6 Membrana Amniotica. Forma la parte de la placenta, y su estructura es sencilla, esta formada por un epitelio
cubico simple, una membrana basal y un estroma, el cual es avascular, muy parecido al estroma de la cérnea. Figura
propia(42, 48).




Planteamiento del problema

La disminucion de las células troncales del limbo del epitelio corneal ocasiona una
superficie ocular inestable. La cornea comienza a ser invadida por la conjuntiva y
vascularizarse, y comienzan a aparecer defectos epiteliales que pueden ocasionar
ulceracién corneal [47]. Lo anterior, genera pérdida de la vision, debido a la opacidad del
estroma corneal subyacente. Las causas comunes de deficiencia de células troncales
del limbo son secundarias a diversos padecimientos que incluyen entre otros:
guemaduras quimicas y térmicas, sindrome de Stevens-Johnson, penfigoide cicatrizal
ocular, pénfigo, multiples cirugias, empleo de farmacos topicos como antimetabolitos,
neoplasias y uso de lentes de contacto [48]. También existen causas congénitas de
deficiencia de células troncales del limbo, sin embargo, son menos comunes y se han
asociado a padecimientos como: aniridia congénita, displasias ectodérmicas y
esclerocornea [49]. La deficiencia de células del limbo al igual que su disfuncion, dan
como resultado una pérdida en la reparacion normal del epitelio corneal. El resultado de
la disfuncion de las células troncales del limbo es la invasion por la conjuntiva de la
cornea, lo que significa que el epitelio conjuntival invade la cérnea, acompafiandose de
crecimiento aberrante de vasos sanguineos en toda la superficie corneal. Esto determina
pérdida en la transparencia corneal e inminente pérdida de la vision que generalmente
ocurre de forma progresiva y en un plazo de tiempo variable de acuerdo con la etiologia
[24]. La terapia actual es el trasplante de cornea, que al igual que los trasplantes de otros
organos, tiene su principal limitante en la cantidad de donadores de los cuales se puede
obtener este tejido, en México, a pesar de que representa el mayor numero de trasplantes
realizados en el pais, sigue requiriendo de la importacién de cOrneas de otros paises, y
aun asi la lista de espera por este tejido sigue siendo larga.




Justificacion

Una limitante importante para la ingenieria de tejidos es que no se pueden obtener en
cantidades suficientes de células troncales, ya que los sitios de acceso son complicados
y conllevan riesgo para los pacientes, como es el caso de pacientes con deficiencias de
células queratolimbicas. En este contexto, la mucosa bucal, es un sitio de acceso sencillo
y con gran capacidad de regeneracion; su poblacién de células troncales es de facil
obtencion y presentan diversas caracteristicas parecidas a células troncales
embrionarias, que les proporcionan plasticidad. Tanto in vitro como in vivo han
presentado capacidad para diferenciarse a fenotipos no solo del mesodermo, sino
también, del ectodermo y endodermo y sabemos que logran hacer epitelio observado en
los teratomas bilineales que se obtienen en su colocacibn en ratas
inmunocomprometidas [8]. Ya han sido diferenciadas a hueso, neuronas dopaminérgicas
y astrocitos [9-11]. El epitelio de la mucosa bucal ha sido utilizado anteriormente con el

propdsito de tratar el simblefardn y la deficiencia bilateral de células troncales del limbo
[50].




Hipotesis:

Al cultivar hOMSC sobre membrana amniética utilizando SHEM, se observara un

incremento en los marcadores de epitelio corneal.

ObjetiVO general: Generacion y caracterizacion de un injerto hOMSC-MA

Obijetivos especificos:

. Obtencién de hOMSC a partir de mucosa bucal.

. Caracterizacion de hOMSC.

. Evaluacion de la diferenciacion epitelial de hOMSC.
. Generar y caracterizar un injerto hOMSC-MA.
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Materiales y Métodos

Medios Cultivo Celular

Se utilizaron distintos medios dependiendo del ensayo a realizar: Medio para
transporte: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), antibiéticos 3x (300 pg/ml
estreptomicina y 300 Ul/ml penicilina, gentamicina 150ug/ml, anfotericina B 3.75ug/ml),
piruvato de sodio 10mM y 1:10 de MEM (aminoacidos no esenciales 100x: Glicina, L-
Alanina, L-Asparagina, L-Acido Aspartico, L-Acido Glutamico, L-Prolina, L-Serina 10mM).
Medio de mantenimiento: DMEM, suero fetal bovino (SFB) de 5% al 20% y antibi6ticos
1x (100 pg/ml estreptomicina y 100 Ul/ml penicilina, gentamicina 100ug/ml, anfotericina
B 2.5ug/ml), piruvato de sodio 10mM y 1:10 MEM. Medio Adipogénico: DMEM, SFB
10% antibidticos 1x, piruvato de sodio 10mM, 1:10 MEM, isobutil-metil-xantina al 0.5mM,
indometacina 0.05mM, dexametasona 1mM. Medio Condrogénico: DMEM, SFB 2%,
antibidticos 1x, piruvato de sodio 10mM, 1:10 de MEM, 1 ug/mL de acido ascorbico, ITS-
G 1ml del stock a 100x (Insulina 0.1721mM, Transferina 0.0068mM, Selenito de Sodio
0.0038mM) (Sigma Aldritch, Toluca, Mexico), dexametasona a 10°mM, y 10 ng/ml hr-
TGFB (Sigma Aldritch, Toluca, Mexico). Medio Osteogénico: DMEM, SFB 10%
antibidticos 1x, piruvato de sodio 10mM, 1:10 MEM, B-Glicerofosfato 10mM, 50 ug/mL
de &cido ascérbico y dexametasona 10-8M. Medio de mantenimiento 2 (DMEM/F12):
DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1:1 con Medio Ham 12), SFB al 5% o
10%, antibidticos 0.5x (50 pg/ml estreptomicina y 50 Ul/ml penicilina, gentamicina
50ug/ml, anfotericina B 1.25ug/ml), piruvato de sodio 10mM y 1:10 de MEM. Medio de
mantenimiento y diferenciacién epitelial (SHEM): DMEM/F12, SFB al 5%, antibioticos
0.5x, Dimetilsulfoxido (DMSO) 0.5%, hEGF 2ng/ml (Sigma Aldritch, Toluca, Mexico), ITS
(Insulina 5pg/ml, Trasnferrina 5pg/ml, Selenito de sodio 5ng/ml) (Sigma Aldritch, Toluca,
Mexico), Hidrocortisona 0.5ug/ml subunidad a de la Toxina de Colera (TCA) (Sigma
Aldritch, Toluca, Mexico) 30ng/ml. Para los experimentos se utilizaron los pases celulares
2 al 7. Para aumentar el niumero celular previo a los experimentos las células se
sembraron en cajas de 75cm2, en el medio de mantenimiento correspondiente para el
experimento a realizar. Los cultivos se mantuvieron a 37°C, 5%CO2, 95% humedad.
Todos los reactivos fueron obtenidos, a menos que indique lo contrario, de Thermofisher

Scientific, Mexico City, Mexico
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Obtenciéon de la mucosa bucal:

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de
la Universidad Nacional Autbnoma de México (CIE/0303/02/2018).

Se obtuvieron muestras de mucosa bucal (tejido de desecho de la cirugia de
terceros molares) de 14 pacientes (19-68 afios), aparentemente sanos (de acuerdo con
su expediente clinico), que requirieran extraccion de terceros molares, previo
consentimiento informado. Se separaron en dos grupos: menores de 40 afios (<40 afios)
y mayores de 40 afios (>40 afios). En total se obtuvieron 8 muestras de pacientes <40
afios y 6 muestras de pacientes >40 afios. Al obtener las muestras inmediatamente
después de la cirugia se lavaron con solucién salina estéril y se colocaron en medio para

transporte.

Obtencion de hOMSC

Las muestras colocadas en medio de transporte se lavaron tres veces con el
mismo medio, se colocaron en platos Petri y se maceraron con una bisturi con hoja del
#15 vy tijeras Goldman-Fox. Se volvieron a lavar tres veces con medio de transporte y
buffer de fosfatos salino (PBS) con antibidticos 3X, y se colocaron en una solucion de
dispasa Il mg/ml con colagenasa tipo Il 2mg/ml (Thermo Fisher Scientific México City,
México), durante 2hrs a 37°C, se mezclaron en vortex cada 15 min. Terminado el tiempo
de incubacién se lavaron con medio de mantenimiento tres veces, y se colocaron en
cuatro cajas de cultivo de 25cm?. Las cajas se mantuvieron con cambio de medio cada
tercer dia, hasta 90% de confluencia, se desprendieron con Tripsina 0.25%-EDTA se
centrifugaron y lavaron 3 veces con medio de mantenimiento y se resembraron en cajas
de 75cm? (Pase 1). Se realizaron cultivos de célula Unica para confirmar la capacidad

clonogénica de las células. Se utilizaron pases del 2 al 7 para los experimentos.

Obtencion de Células epiteliales del Limbo (LEC)

Se obtuvieron rodetes limbales, del Banco de Ojos del Instituto de Oftalmologia “Conde
de Valenciana”. Se lavaron con PBS para retirar el medio de mantenimiento y se retiro el
iris, conjuntiva y endotelio sobrante tallando suavemente con una hoja de bisturi. Se retird

el excedente de esclera dejando solo 1mm de la misma (con el objetivo de no dafar el
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limbo). Los anillos se colocaron en dispasa Il 2mg/ml durante 40min a 37°C; se lavaron
una vez en PBS, y se cortaron en fragmentos de 2mm aproximadamente. Se colocaron
dos fragmentos por membrana y pozo, con la cara epitelial hacia arriba, se les coloco
una gota de SFB, se dejaron adherir 8hrs; transcurrido el tiempo se les coloco medio
SHEM.

Caracterizacion Celular.

Viabilidad. Se realizé el conteo celular por paciente, se utilizaron células del pase 2. Se
cultivaron en cajas de 75cm2 para expandir las lineas celulares, se dejaron hasta 90%
confluencia. Se desprendieron con Tripsina 0.25%-EDTA (Thermo Fisher Scientific
México City, México) se centrifugaron y lavaron 3 veces con medio de mantenimiento, se
colocaron en 1ml de volumen final. Para el conteo celular y viabilidad se utilizd el
dispositivo Countess (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA), en el cual se
deben colocar 10ul de células con medio y 10l de azul tripan en una laminilla Countess,
el conteo se repitio tres veces por grupo. Se conto total de células, células vivas, células
muertas, viabilidad. Los resultados se expresan en la mediatSD (<40 afios vs. >40 afnos).

Proliferacion Celular. Se realizé con el kit Presto Blue (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA), siguiendo las indicaciones del fabricante. En una placa de 96
pozos se colocaron 5x102 células por pozo, se mantuvieron 24hr sin cambios para
permitir su adherencia, se retir6 el medio y se colocaron 90ul de medio y se adicionaron
10ul del reactivo Presto Blue, se incubo a 37°C, 5%C02, 95%02, 100% humedad.
Después de 2 horas de incubacion se realizaron mediciones a 570nm y 600nm, y se
repitié durante cuatro dias. Como control negativo se utilizaron pozos que solo contenian
medio y su valor se rest6 a los valores de los pozos con células. Utilizando coeficientes
de extincidon molar se calcul6 el porcentaje de reduccion del Presto Blue. Los resultados

se expresan en la mediatSD (<40 afios vs. >40 afos).

Inmunocitofluorescencia. Se colocaron 1x102 células en cubreobjetos previamente
cargados con poli L-lisina de 12mm, se dejaron en medio de mantenimiento toda la
noche; se retiré el medio, se lavaron con PBS y se fijaron con para formaldehido (PFA)
1% por 20 min, se lavaron 2 veces con PBS. Se colocaron en una camara humeda y se

prepararon diluciones 1:50 de los anticuerpos primarios CD105 (goat anti-human), CD90
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(goat anti-human); Sox2 (rabbit anti-human), Nanog (rabbit anti-human); Oct3/4 (mouse
anti-human), CD73 (mouse anti-human) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA),
HNA (mouse anti-human) (Abcam PLC, Cambridge, UK) en BSA1%, se colocaron 100l
a cada cubreobjetos y se dejaron a 4°C toda la noche; Se lavaron una vez con PBST y
dos veces con PBS. Se realizaron diluciones 1:100 (goat anti-mouse FITC), 1:400 (goat
anti-rabbit-Alexa 546), and 1:400 (rabbit anti-goat-Texas Red) (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA), se incubaron a temperatura ambiente durante 2hrs, se realizaron un
lavado con PBST y dos con PBS, se montaron en laminillas utilizando Glicerol diluido en
PBS 1:2. Se observaron en microscopio de epifluorescencia con los canales
recomendados para los anticuerpos secundarios utilizados. Como control negativo, se
omitié el anticuerpo primario, se incub6 con BSA 1%, posteriormente se coloco el

anticuerpo secundario de manera habitual.

Citometria de Flujo. Se juntaron las células de los dos grupos de edad (<40 afios y >40n
afios) en un solo vial para el siguiente ensayo, se utilizaron células del pase 4. Se
levantaron con Tripsina 0.25%-EDTA se centrifugaron y lavaron 3 veces con medio de
mantenimiento. Se determino el numero celular; dependiendo de la molécula a medir se
siguieron dos protocolos distintos. Para los marcadores de superficies CD73PeVio770
(clone REA804), CD90-APC (clone REA897), CD105-APCVio770 (clone REA794)
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Se utilizaron 2x10° células. Se retiro el
medio y se lavaron con buffer frio (PBS + BSA 0.5% + EDTA 2mM), se diluy6 el
anticuerpo 1:50 en buffer frio, se incubo por 30 min a 4°C en obscuridad, se lavaron 2
veces, se fijaron con PFA 1% 10 min, se lavaron y suspendieron en PBS. Para los
marcadores intracelulares Nanog-APC (clone REA314), Oct3/4-APC (clone REA622) y
Sox2-APC (clone REA320) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), se utiliz6 el
kit FOXP3 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) para tincion intracelular; se
determiné el nimero celular y se colocaron 2x10° se lavaron y se suspendieron en buffer
de permeabilizacién/fijacion y se incubaron 30min a 4°C en obscuridad, se lavaron una
vez con buffer frio y dos veces con buffer de permeabilizacion, se colocaron 100ul de
buffer de permeabilizacion y 10ul de anticuerpo se incubo 30 min a 4°C en obscuridad,
se lavaron dos veces con buffer de permeabilizacién, una vez con buffer frio y se

suspendieron en PBS. Se leyeron en un citémetro de flujo con la combinacién de laser y
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filtros adecuada para los anticuerpos utilizados, BD flow cytometer (BD, Franklin Lakes,
NJ, USA).

Diferenciacién Celular Fenotipos Mesenquimales

Osteogénico. En cajas de 6 pozos se colocaron 1x10* células y se dejaron toda la noche
en medio mantenimiento, posteriormente se les colocé medio osteogénico. Se
mantuvieron por 21 dias con cambio de medio cada tercer dia. En el dia 21 se retir6 el
medio, de dos pozos se obtuvo RNA, dos pozos se lavaron con PBS, se fijaron con PFA
4% durante 30 min, se lavaron dos veces con PBS y se colocé una solucion de Alizarina

roja al 2% a cual se dej6 toda la noche, posteriormente se lavé con PBS 3 veces.

Condrogénico. En cajas de 6 pozos se colocaron 1x10* células y se dejaron toda la
noche en medio mantenimiento, posteriormente se les colocé medio condrogénico. Se
mantuvieron por 21 dias con cambio de medio cada tercer dia. En el dia 21 se retir6 el
medio, de dos pozos se obtuvo RNA, dos pozos se lavaron con PBS, se fijaron con PFA
4% durante 20 min, se lavaron dos veces con PBS y se colocé una solucion de Azul

Alciano al 3% a cual se dejo toda la noche, posteriormente se lavé con PBS 3 veces.

Adipogénico. En cajas de 6 pozos se colocaron 1x10* células y se dejaron toda la noche
en medio mantenimiento, posteriormente se les colocé medio adipogénico. Se
mantuvieron por 21 dias con cambio de medio cada tercer dia. En el dia 21 se retir6 el
medio, de dos pozos se obtuvo RNA, dos pozos se lavaron con PBS, se fijaron con PFA
4% durante 15 min, se lavaron dos veces con H20dd y se coloco una solucién de Rojo
Oleoso al 5% a cudl se dej6 24hrs a 4°C, posteriormente se lavd con una vez con H20dd.

RT-PCR. La obtencion de RNA se realiz6 con utilizando tiocinato de guanidina (Trizol)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acuerdo con las especificaciones del fabricante. El
RNA fue cuantificado utilizando el espectrofotometro NanodropND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA) con 1ul de muestra. El rango se establecio entre 260 y
280nm para medir la pureza del RNA; se considero adecuado si se encontraba entre 1.8
y 2 de densidad Optica. Se utilizaron diez nhanogramos por reaccion, el nivel de RNA
mensajero se cuantificd utilizando RT-PCR en tiempo real de un paso con el kit
SuperScript® Ill Platinum® SYBR® Green One-Step qPCR (Invitrogen, Carlsbad, CA,
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USA). Se mezclaron reacciones de 25uL con las siguientes condiciones: (Sintesis de
cDNA) 50°C por 3 min, desnaturalizacién a 95°C por 5 min seguido de 40 ciclos de 95°C
por 15 segundos, 60° por 30 segundos y finalmente 40°C por 1 min. Las amplificaciones
se realizaron en un termociclador Corbett Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Valencia, CA, USA).
Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los niveles de expresion se
obtuvieron realizando el método delta-delta CT normalizando con GAPDH. Los primers

utilizados estan reportados en la tabla 1.

Tabla 2 Secuencias para RT-gPCR

Gen Secuencia 5°-3 Tamafio ™m
(nt) 0
SOX9 F GTAATCCGG GTGGTCCTTCT 20 58.8
R | GAC GCT GGG CAAGCT CT 17 59.68
OSX F | GCC AGAAGC TGT GAAACCTC 20 59.12
R | GCT GCA AGC TCT CCATAACC 20 58.98
PPAR- | F | GAG AGATCC ACG GAG CTG AT 20 58.67
Y R | AGG CCATIT TGT CAA ACG AG 20 56.91
GAPDH | F | CAACGGATTTGGTCGTATTGG 21 594
R | GCAACAATATCCACTTTACCAAGAGTTAA | 29 59.5

Diferenciacién Celular Epitelial

Tres membranas amniéticas se obtuvieron del Banco de Membrana Amniética del
Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana, de voluntarias que tuvieron cesarea
electiva, previo consentimiento informado, se preservaron a -80°C hasta su uso como se
reportd previamente(42). Se lavaron dos veces en PBS, y colocadas en 2 mg/ml de
dispasa Il (Thermo Fisher Scientific México City, México) por 40 min con el lado epitelial
hacia el plato de Petri, posteriormente fueron lavados con PBS. El epitelio se quitd
mecdanicamente tallando suavemente las membranas con un hisopo de algodén estéril.
A pozos trans- well se les retird6 la membrana de PC y se coloc6 en su lugar a las
membranas amnioticas desepitelizadas sostenidas con una liga de hule. Se realizaron
experimentos con tres condiciones: 1) hOMSC con DMEM/F12, 2) hOMSC con SHEM y

3) LEC, ademas hOMSC se cultivaron en cubreobjetos con las condiciones 1y 2. Se
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mantuvieron hasta confluencia con cambio de medio cada dos dias. Las membranas y

los cubreobjetos se procesaron para analisis histologico e inmunofluorescencia.

Andlisis Histolégico e Inmunofluorescencia

Las membranas se fijaron en solucion de Bouin y embebidas en parafina, se
realizaron cortes de 5um de grosor, y montadas en laminillas de vidrio. Las laminillas se
desparafinaron en concentraciones descendentes de etanol y agua destilada; una
laminilla por condicion se tifid con hematoxilina y eosina. La inmunofluorescencia se
realizd como fue descrita previamente, las hOMSC en cubreobjetos y las membranas se
incubaron en una camara himeda con una dilucién 1:100 de los anticuerpos primarios:
CK3 (rabbit anti-human) CK12 (goat anti-human), CK19 (mouse anti-human) (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), Pan-Cadherin (mouse anti-human) E-cadherin (mouse
anti-human) (Abcam PLC, Cambridge, UK) por 2hrs, lavadas dos veces con PBST y una
vez con PBS. Se realizaron diluciones 1:800 de los anticuerpos secundarios: goat anti-
rabbit-FITC, goat anti-mouse-Alexa 594 and goat anti-rabbit-Alexa 546 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA). Y se montaron con SlowFade Gold Antifade Mountant
with DAPI (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Se observaron en
microscopio de epifluorescencia con los canales recomendados para los anticuerpos
secundarios utilizados. Como control negativo, se omitié el anticuerpo primario, se incub6

con BSA 1%, posteriormente se colocé el anticuerpo secundario de manera habitual.

Andlisis estadistico

Los resultados estan expresados como mediazSD. Viabilidad celular, se
realizaron experimentos por triplicado, se obtuvo la media por grupo y la desviacion
estandar, se analiz6 con la prueba T de Student. RT-gPCR, los experimentos se
realizaron por triplicado, se obtuvo la media y la desviacion estandar se analizaron con
T de Student para analizar las diferencias entre dos grupos. Para analizar la proliferacion
se realizaron experimentos por triplicado, se obtuvo la media y desviacion estandar por
grupo y tiempo, se realiz6 un ANOVA de dos vias con la prueba post hoc de Bonferroni.

Todos los andlisis se realizaron en GraphPAd Prism 8.
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Resultados

Obtencion de hOMSC

Se lograron obtener ocho lineas celulares. El tiempo promedio de obtencion del pase 1,
fue de 31 dias, partiendo de tejidos que en promedio midieron 1.4 cm®. Las células
comenzaron a salir del explante en el dia 1 posterior a los procedimientos obtencion. Las
células presentaron un aspecto estrellado, se observaron abundantes mitosis (se
observaron algunos husos mitéticos y células en citocinesis) y células con proyecciones
alargadas y nuacleo central con nucleolo prominente. Los explantes se dejaron hasta
confluencia al 90-100% para realizar el pase 1, momento en el cual las células se
observaron de forma fibroblastoide, formando corrientes cortas, de aspecto estoriforme.
Se lograron obtener cultivos celulares partiendo de células Unicas, comprobando la

capacidad clonogénica de las células (figura 7).

Figura 7 Obtencién de hOMSC. Explante de mucosa bucal, las células se observan migrando hacia afuera
del tejido cultivado (A), Cultivo a 90-100% de confluencia con células agrupadas en corrientes (lineas rojas)
y formando patrones estoriforme (lineas amarillas) (B). Células mostrando un ndcleo central con nucleolo
prominente (flecha amarilla) célula en mitosis (punto amarillo) (C). Cultivo de célula Unica al dia 1 (D).
Colonia de células mostrando un fenotipo morfolégico homogéneo (E).




Caracterizacion Celular hOMSC

Conteo y Proliferacion. El numero celular, viabilidad y proliferacién fueron determinados
agrupando a los pacientes en dos grupos de edad, ya sea mayores (>40 afios) o menores
de 40 afios (<40 afnos). Nuestros resultados revelaron que las poblaciones celulares de
pacientes >40 afios no mostraron diferencias de namero y viabilidad (p=0.06), en la
proliferacion se observé diferencia en el dia uno del cultivo, pero al final del ensayo no

se observaron diferencias significativas (p=0.1763) (Figura 8).
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Figura 8 Viabilidad y Proliferacion Celular. Comparacion de hOMSC entre los dos grupos de edad.
Viabilidad para ambos grupos fue superior al 90% y no se observaron diferencias significativas (A). en el
ensayo de proliferacién se observa una pequefia diferencia entre grupos en el dia 1, pero al dia 3 ambos
grupos presentaron el mismo nivel de proliferacién (B). Las barras representan mediatSE, n=3 por grupo).

Diferenciacién Mesenquimal. Los mismos grupos se utilizaron para confirmar si habia
variaciones en la capacidad de diferenciacion hacia los fenotipos mesenquimales:
condrogénico, osteogénico y adipogénico. Se utilizaron tinciones especiales para cada
uno de los fenotipos (alizarina roja, azul Alciano y rojo oleoso) asi como RT-gPCR con
marcadores especificos de cada fenotipo (Sox9, Osx y PPARYy). Los ensayos
confirmaron que ambos grupos podian diferenciarse a cada fenotipo, en el fenotipo

osteogénico ambos grupos expresaron el marcador OSX, sin diferencias significativas




(p=0.7) y se observaron depoésitos de calcio con alizarina roja; en el fenotipo
condrogénico, ambos grupos expresaron el marcador Sox9 sin diferencias significativas
(p=0.1), y se observo matriz extracelular rica glicosoaminoglicanos; en el fenotipo
adipogénico, no se observo el marcador PPARY (ambos grupos tuvieron valores menores
a 1), pero si se observaron vesiculas de lipidos, por medio de la tinciébn de rojo oleoso
(Figura 9). Ya que estos ensayos demostraron que no habia diferencias significativas

entre grupos el resto de los ensayos se realizaron al azar.
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Figura 9 Comparacion en la capacidad de diferenciacion entre grupos de edad. Fenotipo osteogénico,
ambos grupos de edad mostraron un incremento de Osx, un marcador de osteoblastos, asi como presencia
de depositos de calcio demostrados por la tincién de alizarina roja (A). Fenotipo condrogénico. Ambos
grupos de edad mostraron in incremento de Sox9, un marcador de condrocitos, asi como presencia de
matriz extracelular con presencia de polisacéridos demostrados por la tincion positiva con azul Alciano (B).
Fenotipo adipogénico, aunque no se observé incremento en la expresion de PPARYy, se observaron
vesiculas positivas a rojo oleoso que indica la presencia de lipidos (C). Barras representan media+SEM,
n=3 por grupo).
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Citometria de flujo. Se encontro la presencia de los marcadores de MSC: CD90, 65.8%;
CD73, 55.9%; CD105, 11.5%; De los marcadores de pluripotencia, Nanog, 26.8%; Sox2
11.5% and Oct3/4 24.3% (Figura 10).

Inmunofluorescencia. En la tincion con HNA, se observo fuertemente en nicleo y
nucleolo. CD90 se observé con intensidad leve en puntos focales. CD73 se observo de
manera intensa en regiones de la membrana celular. CD105 se observé positivo
localizado en regiones pequefias de la membrana plasmética. Oct3/4 se observo tanto
en citoplasma como de manera nuclear. Nanog se observo en algunas células de manera
intensa en el ndcleo y en otras en citoplasma y nucleo. Sox2, se observo principalmente

en citoplasma y leventemente en nucleo. (Figura 10).
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Figura 10 Caracterizacién Celular de hOMSC. A-D) Inmunofluorescencia de marcadores de MSC y
pluripotencia, las flechas blancas marcan las areas de positividad. E) Gates para la citometria de flujo.
Porcentaje de células positivas en el cultivo de hOMSC, marcadores de MSC: F) CD90 65.8%, G CD73
55.9% H) CD105 15.4% marcadores de pluripotencia: 1) Nanog 26.8%, J) Sox2 11.5% and K) Oct3/4,
24.3%.

]
351

—



Diferenciacién Epitelial

Cultivo celular sobre membrana amnioética. En los cultivos sobre la membrana
amniotica, para la diferenciacion epitelial se observo lo siguiente: las LEC, son de forma
poligonal, con bordes celulares claros, crecian en una misma direccion sin migracion
celular fuera de la colonia; estos cultivos llegaron a confluencia sobre su membrana en
8 dias a partir del procedimiento de explante. Las hOMSC con DMEM/F12, se observaron
heterogéneas, con apariencia alargada o estrellada, con migracion celular y formacion
de colonias lejos de la zona de colocacion original, formando corrientes cortas; sobre la
membrana amnidtica, se observaban en desorden agrupadas en el centro de la
membrana donde fueron originalmente colocadas, al dia 21 se observaron algunos
contornos celulares a alto poder; las células cultivadas sobre cubreobjetos se les realizo
un pase al llegar a confluencia sobre este. Las hOMSC con SHEM se observaban de
aspecto estrellado con algunas células alargadas, presentaban migracion celular, en
grupo, no se observaron colonias lejos de la region de colocacion original; en la
membrana amnidtica al dia 21 se observan alargadas y agrupadas en el centro de esta,
sin embargo, se encontraron organizadas de forma paralela una con otra (Figura 11).

Analisis histoldgico. En los cortes histologicos de las membranas se observé lo
siguiente en cuanto a morfologia celular: las LEC se observaron organizadas en una sola
capa, de aspecto cubico con nucleo central y abundante citoplasma. Acomodadas a lo
largo de la membrana de manera uniforme, en algunas zonas de la membrana se
observo estratificacion de éstas. En las células cultivadas en DMEM/F12, se observo el
nacleo celular sobre la membrana, pero el citoplasma era escaso, se encontraron
colocadas al azar sobre la misma, a veces se observaban células individuales o cimulos
de células. Las células cultivadas en SHEM, se encontraron repartidas al azar en la
membrana, sin embargo, se observaron nucleos amplios y abundante citoplasma (Figura
11).
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Figura 11 Cultivo e histologia diferenciacién epitelial sobre membrana amnittica. La comparacion entre las
tres condiciones durante el periodo de cultivo y la tincion de H&E mostraron diferencias entre grupos. El
cultivo con medio mantenimiento mantuvo su fenotipo fibroblastoide con nicleos prominentes (flechas
negras), pero con escaso citoplasma (AM+hOMSC+DMEM/F12). Las LEC, que se utilizaron como el
control epitelial, exhibieron las caracteristicas epiteliales habituales, eran pequefias, poligonales con un
nucleo central y con una relacién 1:1 ndcleo citoplasma (AM+LEC). El grupo experimental mostré un
aspecto fibroblastoide con nucleo prominente (flechas negras), sin embargo, se organizaron en palizadas
y mostraron incremento en la relacion ndcleo citoplasma observado en la tincion con H&E
(AM+hOMSC+SHEM).

Inmunofluorescencia. Se realizé6 inmunofluorescencia a las células cultivadas en los
cubreobjetos, a las membranas y a los cortes de mucosa bucal. Las hOMSC cultivadas
en cubreobjetos con medio DMEM/F12, eran positivas a E-Cad de manera uniforme en
el citoplasma, Pan-Cytoker leve en citoplasma, CK3 intenso en citoplasma, CK19 leve
en citoplasma; y fueron negativos a Pan-Cad y CK12. Las hOMSC cultivadas en medio
SHEM fueron positivas a Pan-Cad leve en citoplasma, E-Cad de manera puntual en el
citoplasma, Pan-Cytoker en citoplasma, CK3 intenso en citoplasma, CK12 leve en
citoplasma, CK19 leve en citoplasma (Figura 12). En las membranas amniéticas se
observo la siguiente expresion mediante inmunofluorescencia: CK3 fue positivo en las
tres condiciones. CK12 Positivo en LEC y leve en SHEM, negativo en DMEM/F12. CK19,
se observo positivo en LEC y SHEM, y leventemente positivo en DMEM/F12. E-Cad, fue
positivo en las tres condiciones. Pan-Cad, positivo en LEC, positivo en algunas en SHEM,
y negativo en DMEM/F12 (Figura 13).
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Figura 12 Inmunofluorescencia diferenciacién epitelial hOMSC. Los grupos SHEM y DMEM presentaron
positividad a CK3 en el citoplasma. La CK19 en estuvo presente en ambos grupos, pero en baja expresion
en el citoplasma. La E-cadherina estuvo presente en ambos grupos, pero se encontré en citoplasma
cuando deberia observarse en la membrana, la diferencia mas importante es que se encontro difusa en el
grupo DMEM vy localizada focalmente en el grupo SHEM. Las hOMSC cultivadas con SHEM expresaron
CK12 y Pan-cadherina. Las flechas blancas marcan las zonas de positividad.
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Figura 13 Inmunofluorescencia de la diferenciacion epitelial sobre membran amniética. La CK3 se encontrd
muy expresada en todos los grupos. La CK12 estuvo completamente ausente del grupo DMEM/F12, y
aunqgue el grupo SHEM expreso el marcador fue en menor cantidad que el grupo LEC. La CK19 estuvo
expresada en todos los grupos, pero comparada con el grupo LEC, la expresion de DMEM/F12 era mucho
menor que la de SHEM. Pan-cadherina estuvo ausente del grupo DMEM/F12, y a pesar de que estuvo
expresada en SHEM era muy poco y en pocas células. La E-cadherina estuvo expresada en todos los
grupos, de manera difusa en DMEM/F12 y SHEM tenia una expresion muy modesta en algunas células y
localizada principalmente alrededor del nucleo.




Discusion

Las hOMSC son células troncales adultas cuyo origen es la cresta neural,
presentan los marcadores de células troncales candnicos, pero también presentan los
factores de pluripotencia Sox2, Oct3/4 y Nanog, la presencia de estos marcadores, nos
pueden explicar su plasticidad, esto es la capacidad de diferenciarse a células de
distintas lineas germinales; esto es importante, porque nos indica que tienen ventaja
sobre células aisladas de otros sitios, ya que no requieren de induccion a través de otras
técnicas como la transfeccion(8). Estos marcadores no solo controlan el mantenimiento
de pluripotencia, en el desarrollo embrionario su ausencia o aumento en ciertas células,
las encamina a distintos fenotipos (50). Evaluar las concentraciones de estos marcadores
en MSC, nos ayudaria a entender la dificultad o facilidad que tendran nuestras células
para diferenciarse a ciertos linajes. En el caso de nuestro estudio, solo un porcentaje
muy bajo del cultivo presento estos marcadores en comparacion con estudios previos,
gue se puede explicar porque las citometrias en pases muy tempranos, cuando estudios

se realizaron pases posteriores.

Aungue hay terapias celulares para tratar LESCD con un grado de éxito, estas
tienen sus limitaciones y riesgos(23, 45). El trasplante de células del limbo requiere un
0jo sano, por lo cual los pacientes con afecciones bilaterales no pueden beneficiarse de
esta terapia(26). Incluso pacientes que son candidatos tienen el riesgo de que el
trasplante cause la misma afeccion que se intenta curar. Otra limitacion importante es
con los pacientes con enfermedades autoinmunes u 0jo seco, en los cuales el trasplante
suele fallar muy probablemente debido a la inflamacién crénica que presentan(26). Las
células troncales mesenquimales ya se han propuesto para diferenciacion a epitelio
corneal(22), por ejemplo de gelatina de Wharton(51), pulpa dental(52) y medula 6ésea(53),

en caso de tener éxito, les darian a los pacientes una opcién mas de tratamiento.

Comparando nuestros resultados con los encontrados en una revision realizada
por Harkin DG. y cols., en la que discuten la falta de consenso entre distintos estudios
por la falta de acuerdo en la forma de medir los resultados de la diferenciacion de las

células troncales hacia epitelio del limbo- esclero-corneal, proporcionan ciertos




marcadores para describir el fenotipo y lograr una forma de reportar los hallazgos e
incrementar la validez de estos; la mayoria de nuestros resultados se ajustaron a los
recomendados, que es la expresion de CK3, CK19 y CK12 (23). Sin embargo, la cérnea
es un tejido complejo, gran parte de la estructura de su epitelio, es el contacto célula-
célula, asi como con la membrana basal del tejido conjuntivo subyacente, que en los
epitelios se da principalmente a través de cadherinas, la expresion de estas proteinas es
un paso importante para la futura integridad del injerto en una zona donde se requiere
resistencia a fuerzas mecanicas como la friccion (54). En nuestros experimentos
pudimos confirmar la presencia de E-cadherina, que es un componente importante en la
capa basal de epitelio corneal, y media los contactos célula-célula de esta zona (55).
Aungue obtener el fenotipo epitelial es un gran paso para la generacion de un injerto
corneal, este no estaria completo o tendria la misma capacidad que un trasplante de
cérnea sin una region con células troncales queratolimbicas (LESC), estas células tienen
la capacidad de autorrenovarse y al mismo tiempo mantienen la separacion de la cérnea

y la conjuntiva.

La transdiferenciacion (la conversion de un tipo celular diferenciado a otro tipo
celular diferenciado) siempre ha sido un tema controversial. Se considera tanto un evento
normal en la embriogénesis y reparacion, como una parte importante de la
reprogramacion de células somaticas en células pluripotentes inducidas(56). Se puede
obtener tanto con la manipulacién genética como con la manipulaciéon del medio
ambiente a través de medios enriquecidos. Avances recientes en la transdiferenciacion
guimica han incrementado las herramientas para realizar este tipo de experimentos(57,
58). Todas estas herramientas hacen a este estudio solo el primer acercamiento para la
aplicacion de hOMSC en la ingenieria de tejidos de cérnea. La mayoria de los estudios
gue involucran el uso de MSC para su diferenciacion a epitelio corneal utilizan medios
enriquecidos u optimizados, esto es porque la principal preocupacion es que la
manipulacion genética de las células ocasione tumores a largo plazo(23, 59). Otro punto
importante para el fenotipo epitelial es la mecantransduccion (proceso mediante el cual
una ceélula transmite un estimulo mecanico en una respuesta quimica), que no solo es
un mecanismo celular normal es también una herramienta para la transdiferenciacion,

para el cual las cadherinas juegan un papel importante, ya que pueden endurecer a la




célula provocando la traslocacion de sefiales al nucleo, que puede hacer o romper el
fenotipo epitelial. En cornea es de gran importancia la E-cadherina, y a pesar de que la
medimos en nuestro estudio y es positiva su localizacién en citoplasma previene que
nuestras células la usen, lo cual puede ser una razén de la persistencia del fenotipo
fibroblastoide de las hOMSC(58, 60-62).

Importante para la ingenieria de tejidos, especialmente cérnea, es el andamio
utilizado para generar injertos, que permitan a las células mantener su potencial de
diferenciacion, asi como permitir que las células se diferencien a epitelio. Mantener el
tipo de epitelio que cornea requiere es un verdadero reto, ya que el potencial del epitelio
de mantener o cambiar su fenotipo depende de la suavidad o dureza del tejido de soporte,
por ejemplo, el limbo y la cornea central tienen distintos grados de dureza, lo que provoca
la migracion celular hacia el centro de la cornea durante la migracion celular(61, 62). Esta
interaccion entre estroma y epitelio puede cambiar la diferenciacion del epitelio hacia otro
epitelio distinto. Cuando el estroma se endurece debido a la inflamacioén crénica el
epitelio puede cambiar de no queratinizado a queratinizado, una de las razones por las
cuales se cree los trasplantes de células limbo fallan en pacientes con enfermedades
autoinmunes(26, 60, 61). Existen muchas opciones de andamios que se pueden utilizar
en oftalmologia y la seleccion es crucial, para el éxito tanto de la diferenciacién como del
transporte de los injertos hacia el paciente. En nuestro estudio utilizamos membrana
amnidtica que ya ha sido utilizada para el cultivo de LESC, por sus caracteristicas,
antinflamatorias, anti-angiogénicas, y antibiéticas, y porque es un andamio ideal para el
mantenimiento de LESC, por el parecido entre el estroma de cérnea y la membrana
amnidtica. Esta membrana también proporciona sefiales que promueven la
diferenciacion epitelial(17, 49, 61). En nuestro estudio la membrana amnidtica, permitié
la adhesion de hOMSC vy al tratamiento con SHEM, la adquisicion de un fenotipo

epitelioide, observado en las tinciones con H&E.




Conclusiones

Las hOMSC son células que se pueden obtener de manera sencilla, de pacientes
sanos, en un periodo relativamente corto de tiempo, en nimeros suficientes para ser
utilizados en tratamientos. Este es otro estudio mas donde se confirma que sin importar
la edad del paciente del cual se obtuvieron, su capacidad de proliferacion y diferenciacion
no disminuye. Las hOMSC presentan marcadores de pluripotencia, pero el porcentaje de
estos en los cultivos es bajo probablemente porque se realizaron en pases tempranos,
no obstante podrian ser incrementados con otro tipo de técnicas de cultivo como cultivos
de célula unica. Tienen la capacidad para diferenciarse hacia epitelio, ya que presentan
marcadores epiteliales incluso antes de ser cultivadas en medios de diferenciacion

epitelial.

Perspectivas

Las hOMSC son una linea relativamente nueva de células troncales. A pesar de
gue se han hecho varios estudios, donde se demuestra su efectividad para diferenciarse,
especialmente a lineas derivadas de la cresta neural, todavia nos queda mucho por

investigar acerca de ellas.

La participacion del circuito de pluripotencia, en la capacidad y limitantes de
diferenciacion, asi como si puede seleccionar las células positivas a estos marcadores y

obtener células con una mayor expresion del circuito sin necesidad de transfeccion.

La inmunomodulacion es una gran incognita en estas células, se ha observado en

estudios previos, pero no se conoce el mecanismo de accion.

Muchos estudios acerca de MSC en general, toman pacientes sanos para la
obtencién de células para experimentacion. Se podria intentar la obtencién de pacientes
con enfermedades sistémicas para evaluar, si se pueden obtener, y si estas tienen la
misma capacidad de proliferar y diferenciarse, comparadas contra un paciente sano. Esto
es importante, ya que las hOMSC presentan marcadores del complejo mayor de
histocompatibilidad, lo que nos previene de utilizarlas de forma alogénica, y nos permitiria

identificar las caracteristicas de pacientes candidatos a esta terapia.




Existe todavia mucho trabajo que realizar con las hOMSC para poder mejorar la
diferenciacion epitelial y la calidad de los injertos para que puedan ser utilizados en

pacientes.

Ya que en este estudio solo utilizamos inmunofluorescencia, realizar el
experimento confirmando la presencia de los marcadores por otros métodos es necesario.
Se deben realizar nuevamente los injertos, y analizar mediante RT-qgPCR, western blot
y/o citometria de flujo. Debido a las caracteristicas observadas en las hOMSC durante
este estudio medir marcadores para LESC, como PAX6, que es considerado el marcador
canonico del desarrollo ocular, y su regulador Wnt7a, asi como ABCB5 el cual participa
en el desarrollo y reparacion de la cérnea, y ANp63a que es una isoforma de p63, la cual
es responsable de la proliferacion celular de las LESC. Asi como la participacién de
moléculas importantes para el mantenimiento epitelial como E-cadherina y la via de
sefializacion en la cual participa (como por ejemplo la traslocacion de B-catenina de

nudcleo a membrana celular).

Antes de poder utilizar esta terapia en pacientes, debemos realizar las pruebas in
vivo. El modelo mejor establecido se realiza en conejos, en donde una quemadura
guimica, simula con el tiempo la perdida de LESC y la invasion por la conjuntiva y
neovascularizacion de la cérnea, la cual seria reemplazada con nuestro injerto. Esta es
la mejor forma de evaluar si nuestro injerto tiene posibilidades de ser utilizado como un

reemplazo corneal.
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Abstract: Human oral mucosa stem cells (hOMSCs) arise from the neural crest, they can self-renew,
proliferate, and differentiate to several cell lines and could represent a good source for application
in tissue engineering. Because of their anatomical location, hOMSCs are easy to isolate, have
multilineage differentiation capacity and express embryonic stem cells markers such as—Sox2,
Oct3/4 and Nanog. We have used SHEM (supplemented hormonal epithelial medium) media and
cultured hOMSCs over human amniotic membrane and determined the cell’s capacity to differentiate
to an epithelial-like phenotype and to express corneal specific epithelial markers—CK3, CK12, CK19,
Pan-cadherin and E-cadherin. Our results showed that hOMSCs possess the capacity to attach to the
amniotic membrane and express CK3, CK19, Pan-Cadherin and E-Cadherin without induction with
SHEM media and expressed CK12 or changed the expression pattern of E-Cadherin to a punctual-like
feature when treated with SHEM media. The results observed in this study show that hOMSCs
possess the potential to differentiate toward epithelial cells. In conclusion, our results revealed that
hOMSCs readily express markers for corneal determination and could provide the ophthalmology
field with a therapeutic alternative for tissue engineering to achieve corneal replacement when
compared with other techniques. Nevertheless, further studies are needed to develop a predictable
therapeutic alternative for cornea replacement.

Keywords: stem cells; cornea; epithelial differentiation; oral mucosa

1. Introduction

Stem cells have three main characteristics—they can self-renew, proliferate and differ-
entiate to several cell phenotypes [1]. Mesenchymal stem cells (MSCs) are a fraction of adult
cells that have the capacity to differentiate into adipocytes, osteoblasts, and chondrocytes,
and they possess specific immune profiles. MSC canonical profiles must be positive to
surface markers CD73, CD90 and CD105, and lack hematopoietic and endothelial markers
like CD31, CD34 and CD45 [2,3]; these markers have been challenged in recent years
because they are mostly specific to bone marrow-derived cells, but some of the markers
identify most MSCs on any tissue in a perivascular niche, where they are usually found
independently of their origin [3]. Mesenchymal tissues from the head and neck are special,
in the sense that most of them derive from a mix of the neural crest (NC) and mesoderm,
making it possible to obtain stem cells derived from NC that have the potential to form
tissues from the region that they were originally isolated as well as tissues from other
sites [4]. The oral cavity is easy to access and stem cells can be isolated from several sites
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such as—bone marrow, dental pulp of permanent and deciduous teeth, dental follicle,
dental germ, apical papilla, oral mucosa, periosteum, periodontal ligament, salivary glands,
and adipose tissues [5,6]. Of these sites, the oral mucosa is privileged since it can regenerate
quickly and ages slowly in comparison to other tissues in the body. Both the epithelia and
the lamina propria have different stem cells that represent important candidates for stem
cell therapies [7]. A special population of stem cells from the lamina propria of the human
oral mucosa (hOMSCs) is easily isolated and possesses great potential for differentiation.
These cells express embryonic stem cell (ESC) markers; Tra2-49, Tra2-54, SSEA4, Oct4, Sox2
and Nanog, and the NC marker; nestin, besides the canonical MSC markers CD73, CD90,
CD105 [8]. In vitro, they can differentiate into tissues of the three germ layers, and in vivo
they form bilinear teratomas. These cells have been found to differentiate into NC lineages
such as—astrocytes, dopaminergic neurons, cardiomyocytes, and osteoblasts [8-13].

Ophthalmology could benefit from tissue engineering. Corneal transplantation is the
most frequently performed type of transplant worldwide, coming second only to kidney.
In México it represented 54.2% of all transplant activity in 2019 [14].

The cornea forms part of the anterior ocular surface of the eye. It is a transparent and
avascular tissue consisting of three cellular layers (epithelial, stroma and endothelial) and
two acellular layers (Bowman membrane and Descemet membrane). The corneal epithe-
lium comprises 10% of the total corneal thickness, absorbs nutrients and oxygen, while
protecting the eye. The epithelium is squamous and non-keratinized with up to 5-6 layers,
and composed of basal cells, wing cells as well as superficial cells [15]. The periphery with
the conjunctiva is delimited by the limbus, which houses a unique population of cells called
limbal epithelial stem cells (LESC) which renew the cornea epithelium [16,17]. The lack of
these cells is called limbal epithelial stem cell deficiency (LESCD) and causes vasculariza-
tion and opacification of the cornea. This deficiency elicits loss of eyesight. The etiology of
LESCD can be—(1) congenital (aniridia, sclerocornea); (2) diseases with an extrinsic origin
or trauma (chemical and thermal burns); (3) systemic diseases; and (4) idiopathic [18]. An
autologous limbus transplant can help repair the cornea, but it has the risk of causing
LESCD on the donating eye. Moreover, this option is applicable for people with only one
eye damaged, and it does not have good results in people with an autoimmune disease.
Another option is the allogenic transplant, which, beside complications like rejection, also
faces lack of donors [19-21].

Using MSCs to replace cornea epithelia has been proposed [22,23]. The main limita-
tions, however, are the cell source and their difficulty to transdifferentiate into epithelial
cells. Because hOMSCs originate in the neural crest and have shown greater differentiation
potential, we hypothesized that they have the ability to transdifferentiate into epithelia.

To facilitate the manipulation and transplant of the differentiated cells to the eye, we
selected a scaffold that has been used in ophthalmology—the amniotic membrane. This
membrane has been used to as an alternate therapy for superficial eye diseases when a
cornea donor is not available or as a scaffold for LESC with success; tt facilitates epithelial
cell migration because of its structure. Its stroma is similar to the cornea stroma, providing
good biocompatibility and possesses anti-angiogenic, antibiotic, and anti-inflammatory
properties [24,25].

2. Results
2.1. Isolation of the hOMSCs

The primary culture was established in approximately 31 days, after obtaining 1.4 cm?
tissue samples (Figure S1). The cells showed a fibroblast-like shape with central nuclei
and a prominent nucleolus, with some cells in mitosis. When hOMSCs reached 90-100%
confluence, cells started forming short currents and storiform (whirlpool) patterns. These
cells also exhibited the capacity to form colonies from a single cell (Figure 1).
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Figure 1. hOMSC culture. (A) Explant of oral mucosa, where cells can be observed migrating
outward from the tissue fragment. (B) Cell culture at 90-100% confluence grouped in small currents
(red lines) and in storiform pattern (yellow lines). (C) Individual cells, showing central nucleus with
prominent nucleolus (yellow arrows). (D) Single cell culture at day 1. (E) Colony of cells showing a
homogeneous morphologic phenotype.

2.2. Cellular Characterization of LOMSCs

Cellular number, viability and proliferation were determined by grouping the cells
into two age groups from patients—either younger or older than 40. Our results revealed
that hOMSCs from older patients show no differences with those from younger patients.
No significant differences were observed in the number of cells or their viability among the
groups (p = 0.06). There was a slight difference in the proliferation between both groups at
day one of the culture, but there were no significant differences between groups at the end
of the assay (p = 0.1763) (Figure 2).
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Figure 2. Comparison of hOMSCs among age groups. In samples obtained from healthy donors, (A) viability was over 90%

for both age groups (<40 years old and >40 years old) with no significant difference between them. (B) In the proliferation

assay, there was a slight difference on day one, but at day 3, there were no differences between age groups (<40 years old

and >40 years old). (Bars represent mean + SEM), p < 0.05 was considered significant, #n = 3 per group).

The same groups were used to confirm if there was any variation in their differentiation
towards mesenchymal phenotypes—chondrogenic, osteogenic and adipogenic, in both
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cell populations. To confirm differentiation into these phenotypes, we used special stains
specific for each one (alizarin red, alcian blue and oil red O) as well as RT-qPCR as markers
that identify each one of them (Sox9, OSX, and PPARY). The assays confirmed that both
groups could differentiate into each phenotype, and more importantly that there were no
significant differences between them (Figure 3). Since these two assays revealed that there

are no differences between the groups, all further assays were performed randomly from
passages one to four.
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Figure 3. Comparison of hOMSC mesenchymal differentiation among age groups. (A) Osteogenic. Both age groups (<40
years old and >40 years old) showed an increase in OSX mRNA, a bone marker for osteoblasts as well as positive staining
with alizarin red. (B) Chondrogenic. Both age groups (<40 years old and >40 years old) had an increased expression of
Sox9 mRNA, a marker of chondrocytes and positive staining to alcian blue. (C) Although, there was no increase in PPARy
mRNA, a marker of adipocyte differentiation, the cells showed lipid vesicles stained with oil red O. (Bars represent mean +
SEM), p < 0.05 was the cut off for significance, n = 3 per group).

The flow cytometry assay demonstrated the presence of mesenchymal stem cell
markers—CD90, 65.8%; CD73, 55.9%; CD105, 11.5%; Nanog, 26.8%; Sox2 11.5% and Oct3/4
24.3% of the hOMSC culture. These markers were further confirmed by immunofluores-
cence. The localization of the markers was identified as follows—CD90 was present in the
cytoplasm but the expression was low, CD73 was strongly expressed in the cell membrane,
CD105 was weakly expressed in the cell membrane, Nanog, Oct3/4 and Sox2 were strongly
expressed perinuclearly and inside the nucleus (Figure 4).
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Figure 4. hOMSC characterization. (A-D) Immunofluorescence of hOMSCs and pluripotency
markers. White arrows mark areas of positivity. (E) Flow cytometry gates. Percentage of positive
cells in culture for hOMSCs—(F) CD90 65.8%, (G) CD73 55.9%, (H) CD105 15.4% and pluripotency
markers—(I) Nanog 26.8%, (J) Sox2 11.5% and (K) Oct3/4, 24.3%.
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2.3. Epithelial Differentiation

Limbal epithelial cells (LECs) were used as a positive control. When LECs are
expanded over amniotic membrane and they preserve their epithelial morphology—
polygonal cells with a central nucleus and a cytoplasm with a nucleus ratio of 1:1. They
were observed as rectangular cells with a central nucleus and abundant cytoplasm in the
histological slides. hOMSCs were cultured over the amniotic membrane using the mainte-
nance medium as a negative control. These cells have an elongated morphology, with a
nucleus that can be in the middle of the cell or to one of the sides with a cytoplasm-nucleus
ratio of approximately 3:1. The histological assessment revealed that the nucleus can be
found over the amniotic membrane, and that there is almost no cytoplasm. In contrast,
in the experimental group where hOMSCs were cultured over the amniotic membrane
using the SHEM medium, which is the maintenance media for LEC, these cells preserved
the elongated aspect of hOMSCs, but they were more organized and apparently had an
increase in the cytoplasm—nucleus ratio. The cells were rectangular with an increased
cytoplasm (Figure 5).
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Figure 5. hOMSC epithelial differentiation. Comparison from the three conditions during the culture
period and H&E staining yielded differences between groups. The culture with maintenance medium
retained its fibroblast-like appearance with a prominent nucleus (black arrowhead) but almost no
cytoplasm (AM + hOMSCs + DMEM/F12). The LEC line used as an epithelial control exhibited
usual epithelial features—small, polygonal with a central nucleus and a 1:1 nucleus—cytoplasm
ratio (AM + LEC). The experimental group displayed a fibroblast-like appearance with a prominent
nucleus (black arrowhead); however, it was organized in palisades in the culture and showed an
increase cytoplasm to nucleus ratio as observed in the H&E slides (AM + hOMSCs + SHEM). AM,
amniotic membrane; hOMSCs, human oral mucosa stem cells; SHEM, supplemental hormonal
epithelial medium; DMEM/F12, Dulbecco’s modified eagle medium/Ham’s F12.

Immunofluorescence was performed on hOMSCs cultured on coverslips and hOMSCs
and LECs cultured on the amniotic membrane. hOMSCs cultured on coverslips using
SHEM and maintenance medium were positive to CK3, CK19 and E-cad. They acquired
CK12 and Pan-cad only when they were cultured with SHEM medium (Figure 6). The
cells cultured on the amniotic membrane exhibited a similar expression pattern; LECs and
hOMSCs cultured with SHEM and maintenance media were positive to CK3, CK19 and
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E-cad; acquired CK12 and Pan-cad were only expressed when cultured with SHEM media
(Figure 7).

DMEM/F12

DMEM/F12

E-Cadherin E-Cadherin

DMEM/F12

Figure 6. Epithelial markers—cell culture without AM. SHAM and DMEM/F12 groups presented
intense positivity to CK3 in the cytoplasm (white arrows). The positivity to CK19 in both groups
was low and localized in the cytoplasm (white arrows). E-cadherin was present in both groups,
but the main difference was that DMEM /F12 medium showed diffuse cytoplasmic localization, but
SHEM showed punctual localization in the cytoplasm (white arrows). hOMSCs cultured with SHEM
expressed CK12 and Pan-cadherin (white arrows).
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Figure 7. Epithelial marker expression with AM. Cytokeratin-3 was highly expressed in both
groups when compared to the positive control (LEC). Cytokeratin-12 was completely absent in
the DMEM/F12 group, and although the SHEM group expressed the marker, its expression was
lower than with LEC. Cytokeratin-19 was expressed in all groups, but when compared to LEC,
the expression in the DMEM/F12 group was lower than in the SHEM group. Pan-Cadherin was
absent from the DMEM/F12 group and even though the SHEM group expressed the marker it was
very modest in scattered cells. E-cadherin was expressed by all groups, but it was scattered in the
cytoplasm of the cells in the DMEM/F12. The SHEM group positivity was mainly localized in the
periphery of the nucleus.
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3. Discussion

Human oral mucosa stem cells are adult stem cells originating from the neural
crest [26]. These cells express ESC markers such as Nanog, Sox2 and Oct3/4, which
explain the plasticity observed in these cells. These markers are not just important markers
of plasticity. However, the differences in expression the levels can also be used to track the
capacity to differentiate into specific phenotypes [27-30]; therefore, in the case of eyes, cells
positive to Sox2 and Pax6 (which act in a synergic manner to drive corneal differentiation
in embryogenesis) might have a better chance of acquiring a corneal phenotype [31]. All
this is important since they have advantages over cells isolated from other sites of the body
and explains the capacity of these cells to differentiate into cell lineages outside their tissue
of origin. This, as well as the fact that they are isolated from the lamina propria of the oral
mucosa using local anesthesia and that age does not affect their viability, proliferation or
differentiation, makes them good candidates to be used in tissue engineering since they do
not require long periods for maintenance or prior storage [8].

Although there are cell-based therapies to treat LESCD with a certain success, it has
limitations and risks. These therapies need a healthy eye to obtain the cells, therefore,
patients with bilateral problems cannot be benefited. Even in patients that are candidates
for this therapy, the risk of causing LESCD in the donor eye is high. Another limitation of
this therapy relates to patients with autoimmune or dry eye diseases, since this therapy may
not be successful in this type of patient, very likely because of the chronic inflammatory
processes affecting the eye [23,32-34]. Mesenchymal stem cells have already been proposed
to treat LESCD, and avoid harm to healthy eyes, thus giving patients with bilateral disease
another option for treatment [22].

The results observed in this study show that hOMSCs possess the potential to dif-
ferentiate toward epithelial cells. However, there is no consensus on how experiments to
confirm cells’ capacity to transdifferentiate to epithelial cells should be analyzed. These
cells express CK3, CK12 and CK19, which are markers associated with corneal epithelial
cells [23]. The cornea is a complex tissue in which cell-to-cell contact plays a central role
in keeping its structure. This contact is mainly mediated by E-cadherin, and even though
hOMSC cells expressed this marker, the proper localization that will provide the graft with
the needed resistance in vivo must be confirmed in subsequent studies [35-37]. Although
obtaining an epithelial phenotype is a big step towards the generation of a corneal graft, it
would not be complete without an LESC zone. These cells have self-renewal capacity and
at the same time maintain the corneal structure by preserving the separation between the
corneal space and the conjunctiva. Given the characteristics present in hOMSCs, a possible
direction could be determining markers such as Pax6, which is the canonical marker for
ocular development, as well as it’s regulator Wnt7a. Another important marker is ABCBS5,
which is present during the development and repair of the cornea, along with ANp63«,
which is an isoform of p63, which is responsible for the LESC proliferation [23,38—41].

Trans-differentiation (the conversion of a differentiated cell type to another differen-
tiated cell type) has always been a controversial subject. It is considered both a normal
event in embryogenesis and repair, and a part of the reprograming of somatic cells into
induced pluripotent stem cells [42]. Trans-differentiation can be achieved either by gene
manipulation or handling the cell culture environment through enriched media. Recently,
advances in the field of chemical trans-differentiation have been reported, giving to the
field of tissue engineering multiple tools to work with [43,44]. This study shows the first
approach towards application of hOMSCs for cornea tissue engineering. Most studies
involving differentiation of MSCs towards cornea epithelium have used enriched media op-
timized for epithelium, however, the main concern of using genetic reprogramming is the
appearance of a tumor in the short- or long-term after the therapy has been applied [23,43].
Epithelium mechano-transduction is also a trans-differentiation tool, where cadherins play
an important role, since they can stiffen the cell, therefore provoking signals to transduce
into the nucleus, influencing the epithelial phenotype. In our study, E-cadherin showed
positivity. Nevertheless, is not localized in the cell membrane, and consequently, it neutral-
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izes the cell to receive signals that will help express the epithelial phenotype. Nonetheless,
future studies to determine the specific role of E-cadherin in the trans-differentiation of
hOMSCs into epithelial cells should be performed [34,45-47].

Important for tissue engineering, especially for the cornea, is the scaffold used to
generate a graft that will allow cells to maintain their differentiation potential as epithelial
stem cells as well as to differentiate into the specific epithelia in cornea—a non-keratinized
stratified squamous epithelium. This is a real challenge given that part of the differentiation
potential of epithelial cells comes from the stiffness or softness of their environment.
The stroma under the limbus is softer than the stroma under the differentiated cornea
epithelium, which in part drives the replacement of the epithelium from the limbus to the
central cornea [46,47]. The interaction with the stroma in epithelia is important because
it can also drive differentiation towards other types of epithelia. Stiffer stroma caused
by chronic inflammation may drive LESCs to express cytokeratins related to keratinized
epithelium, which would be undesirable for corneal grafts, and has been observed when
treating LESCD with LESC grafts, with grafts tending to fail in people with autoimmune
diseases [24,34,47].

The amniotic membrane has been used with and without LESC culture because it
presents anti-inflammatory, antiangiogenic, and antibiotic characteristics; it is also an ideal
scaffold for LESCs. The amniotic membrane and cornea also share similarities in their
structure. This membrane also provides cells with specific signals that promote epithelial
differentiation [17,48,49]. In our study, the amniotic membrane allowed hOMSCs to adhere
and when treated with SHEM medium, acquire an epithelial-like phenotype, as observed
in hematoxylin and eosin-stained slides.

In conclusion, the use of MSCs for corneal replacement therapies yields controversial
results [50]. Our study demonstrates that hOMSCs readily express markers of corneal
determination and, when cultured under specific conditions, they express the molecular
markers that are lacking, although more experiments and tests are needed to elucidate
their true potential and limitations (this study’s greatest limitation is the use of microscopic
observation only, and more analysis is needed like flow cytometry and western blot, to
confirm the expression of epithelial-related molecules) and must be compared in efficiency
and success with other techniques. Our results show that hOMSCs possess the therapeutic
potential for cornea replacement.

4. Materials and Methods
4.1. Culture Media
Transport Media

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), antibiotics 3 x (300 pug/mL streptomycin
and 300 IU/mL penicillin, gentamicin 150-pg/mL, amphotericin B 3.75-pug/mL), sodium
pyruvate 10 mM and 1:10 MEM non-essential amino acids 100 x—Glycine, L-Alanine, L-
Asparagine, L-Aspartic acid, L-Glutamic Acid, L-Proline, L-Serine 10 mM. Maintenance
medium (DMEM)—DMEM, 5% to 20% of fetal bovine serum (FBS) of and antibiotics 1 x
(100 pg/mL streptomycin and 100 IU/mL penicillin, gentamicin 100 pg/mL, amphotericin
B 2.5 ug/mL), sodium pyruvate 10 mM and 1:10 MEM non-essential amino acids 100 x.
Adipogenic medium—DMEM, SFB 10% antibiotics 1x, sodium pyruvate 10 mM, 1:10 MEM
non-essential amino acids 100, 0.5 mM isobutyl-methyl-xanthin, 0.5 mM indomethacin,
1 mM dexamethasone. Chondrogenic medium—DMEM, FBS 2%, antibiotics 1x, sodium
pyruvate 10 mM, 1:10 MEM, 1 pg/mL of ascorbic acid, ITS-G 1 mL of stock at 100x (0.1721
mM Insulin, 0.0068 mM Transferrin, 0.0038 mM Sodium Selenite) (Sigma Aldrich, Toluca,
Mexico), 10~8M dexamethasone and 10 ng/mL hr-TGF (Sigma Aldritch, Toluca, Mexico).
Osteogenic medium—DMEM, FBS 10% antibiotics 1x, 10 mM sodium pyruvate, 1:10 MEM
non-essential amino acids 100x, 10 mM (3-Glycerophosphate, 50 ug/mL ascorbic acid and
10~8M dexamethasone. Maintenance medium 2 (DMEM /F12)—DMEM/F12 (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium 1:1 with Medium Ham 12), FBS at 5% or 10%, antibiotics 0.5 x
(50 pg/mL streptomycin and 50 IU/mL penicillin, gentamicin 50 pg/mL, amphotericin
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B 1.25 ug/mL), 10 mM sodium pyruvate and 1:10 MEM non-essential amino acids 100 x.
Epithelial Maintenance and Differentiation (SHEM)—DMEM /F12, FBS at 5%, antibiotics
0.5x, 0.5% dimethyl sulfoxide (DMSO), hEGF 2 ng/mL (Sigma Aldrich, Toluca, Mexico),
ITS (Insulin 5 ng/mL, Transferrin 5 pg/mL, Sodium Selenite 5 ng/mL) (Sigma Aldritch,
Toluca, Mexico), hydrocortisone 0.5 pg/mlL, cholera toxin A (TCA) (Sigma Aldritch, Toluca,
Mexico) 30 ng/mL. Media reagents unless otherwise stated were obtained from Thermo
Fisher Scientific, Mexico City, Mexico).

4.2. hOMSCs Isolation

Oral mucosa was obtained from 14 healthy patients (19-68 years) that required a
third molar surgery. The project was approved by the Ethics Committee of the School of
Dentistry of the Universidad Nacional Autéonoma de México (CIE/0303/02/2018) and
inform consent was obtained from the participants. Samples were washed thoroughly
with DMEM media supplemented with antibiotics as described above, macerated, and
placed in a solution of dispase II 2 mg/mL and type III collagenase 2 mg/mL (Thermo
Fisher Scientific, Mexico City, Mexico) for 2 h at 37 °C. They were vortexed every 15 min
and placed on 25 cm? culture flasks. Media were changed every other day until reaching
90% confluence and then replated on 75 cm? culture flasks. Single cell cultures were also
performed to test the clonogenic capacity of the cells. Passages 2 through 7 were used for
the experiments. To increase the cell number prior to the experiments, the cells were plated
in 75 cm? culture flasks in the corresponding maintenance media. Cultures were kept at
37 °C, with an atmosphere of 5%CO;, 95%0, and 100% humidity.

4.3. Limbal Epithelial Cells

Corneoscleral rims were obtained from cadaveric donor corneas. They were washed
with phosphate buffered saline pH 7.4 (PBS). The iris, conjunctiva and endothelium were
removed. The rims were placed in dispase II 2 mg/mL (Thermo Fisher Scientific, Mexico
City, Mexico) for 40 min at 37 °C, washed with PBS and cut in fragments of approximately
2 mm. These fragments were cultured directly over the amniotic membrane with the
epithelia side up; one drop of fetal bovine serum (FBS) was placed over the fragment for
8 h and then the epithelial medium was added.

4.4. Cellular Characterization
4.4.1. Cell Number and Viability

hOMSCs at passage 2 from every subject were cultured up to 90% confluency in
75 cm? tissue culture flasks. They were trypsinized with trypsin 0.25%-EDTA (Thermo
Fisher Scientific, Mexico City, Mexico) for 2 min at 37 °C, de-attached and then centrifuged,
washed, and placed on 1 mL of serum-free media. Cells were counted using 10 ul of
cell solution and 10 pl of tripane blue in a countess device (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA) according to the manufacturer’s recommendations. The number
of live and dead cells as well as viability were determined. Results are expressed as the
mean + SD (<40 years vs. >40 years).

4.4.2. Cell Proliferation

Cell Proliferation was determined using the Presto Blue Kit (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA) following the manufacturer’s instructions. On a 96-well plate,
5 x 10 cells/well were plated, kept for 24 h to allow attachment. Maintenance medium
was collected, and the cells were placed on a mix of 90 ul with 10 pl Presto Blue reactive
and incubated at 37 °C 5% CO5,, 95%0O; and 100% humidity. After 2 h, two measures (Asyg
and Agg) were taken at 24, 48, 72 and 96 h according to the manufacturer’s instructions.
Wells without cells were used as a negative control; the value of these wells was subtracted
from the wells with cells. Results are expressed as the mean + SD (<40 years vs. >40 years).
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4.4.3. Mesenchymal Differentiation

Six/well plates were used for each phenotype; 1 x 10* cells/well were plated and left
overnight to attach, then cultured with osteogenic, chondrogenic or adipogenic differentia-
tion media for 21 days. Two wells of each plate were fixed with PFA and stained with 2%
alizarin red, alcian blue, and oil red O.

4.4.4. RT-qPCR

Total RNAs were extracted according to the manufacturer’s recommended protocols
with Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). RNA was quantified with a Nanodrop
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Ten nanograms were
used per reaction and the level of mRNA expression was quantified by the one-step real-
time RT-PCR method using a SuperScript® III Platinum® SYBR® Green One-Step qPCR
Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A 25-uL reaction was set up with the following PCR
conditions—(cDNA synthesis) 50 °C for 3 min, denaturation at 95 °C for 5 min followed by
40 cycles of 95 °C for 15 s, 60 °C for 30 s, and finally 40 °C for 1 min. Amplifications were
performed in a Corbett Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Valencia, CA, USA). All experiments
were performed in triplicate and expression levels were obtained using minus delta-delta
Ct method normalizing for GAPDH. Primer sequences are reported in Table 1.

Table 1. Primer Sequences for RT-qPCR.

Gene Sequence 5'-3 Size (nt) Tm (°C)
F GTA ATC CGG GTG GTC CTT CT 20 58.8
50X9 R GAC GCT GGG CAA GCT CT 17 59.68
sx F GCC AGA AGC TGT GAA ACC TC 20 59.12
R GCT GCA AGC TCT CCA TAA CC 20 58.98
PPAR- F GAG AGA TCC ACG GAG CTG AT 20 58.67
R AGG CCA TTT TGT CAA ACG AG 20 56.91
F CAACGGATTTGGTCGTATTGG 21 59.4
GAPDH R GCAACAATATCCACTTTACCAAGAGTTAA 29 59.5

4.4.5. Immunofluorescence

Cells (1 x 10%) were plated and left to adhere in 12 mm coverslips previously coated
with Poly Lysine-L for 24 h; then washed with PBS and fixed with 1% paraformaldehyde
(PFA) for 20 min and then washed twice with PBS. They were incubated in a humid
chamber with a 1:50 dilution of the primary antibodies—CD105 (goat anti-human), CD90
(goat anti-human); Sox2 (rabbit anti-human), Nanog (rabbit anti-human); Oct3/4 (mouse
anti-human), CD73 (mouse anti-human) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA),
HNA (mouse anti-human) (Abcam PLC, Cambridge, UK) in BSA 1%. Coverslips were
incubated at 4 °C overnight, washed twice with PBST (PBS + 0.1% Tween20) and twice
with PBS. Secondary antibodies were diluted 1:100 (goat anti-mouse FITC), 1:400 (goat anti-
rabbit-Alexa 546), and 1:400 (rabbit anti-goat-Texas Red) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA), and then incubated at room temperature for 2 h, washed 1x with PBST and
2x with PBS. They were mounted on slides using glycerol diluted in PBS (1:2). Negative
controls were performed using secondary antibodies in the absence of the primary antibody
(Figure S2).

4.4.6. Flow Cytometry

hOMSCs were trypsinized with Trypsin—-EDTA 0.25%, washed and counted. We
used 2 x 10° for each marker. Two protocols were used—for the superficial markers
CD73-PeVio770 (clone REA804), CD90-APC (clone REA897), CD105-APCVio770 (clone
REA794) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) hOMSCs were washed in cold
buffer (PBS + BSA 0.5% + EDTA 2 mM), antibodies were diluted 1:50 in the same buffer
and incubated for 30 min at 4 °C in a dark environment, they were then washed in cold
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buffer and fixed using 1% PFA for 10 min, washed and resuspended in cold PBS. For
the intracellular markers Nanog-APC (clone REA314), Oct3/4-APC (clone REA622) and
Sox2-APC (clone REA320) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), a stain kit
FOXP3 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) was used as recommended by the
manufacturer. The cells were suspended in the permeabilization/fixation buffer for 30 min
at4 °C in darkness, washed with cold buffer and washed again twice with permeabilization
buffer. The cells were resuspended again in 100 pl of permeabilization buffer with 10 ul
of antibody and incubated for 30 min at 4 °C in a dark environment, then washed twice
in permeabilization buffer and once with cold buffer and at last in PBS. They were read
immediately using a BD flow cytometer (BD, Franklin Lakes, NJ, USA).

4.5. Epithelial Differentiation
4.5.1. Epithelial Differentiation

Three amniotic membranes were obtained from the Amniotic Tissue Bank of the
Insitute of Ophthalmology Conde de Valenciana, after elective cesarean section with
informed consent from the donor, and were preserved at —-80 °C until used as previously
reported [51], washed twice in PBS, and placed on 2 mg/mL of dispase II (Thermo Fisher
Scientific, Mexico City, Mexico) for 40 min with the epithelial side towards the Petri dish. At
the end they were washed with PBS. The epithelium was mechanically removed by softly
rubbing the membranes with a sterile cotton swab. The PC membrane was removed from
the trans-well wells and substituted by the amniotic membrane attached with a rubber band.
Three conditions were tested—(1) hOMSCs with DMEM /F12; (2) hOMSCs with SHEM;
(3) LEC and hOMSCs were plated simultaneously on coverslips with conditions 1 and 2.
They were kept until confluence, changing the media every other day. Membranes and
coverslips were then processed for histological analysis and immunofluorescence.

4.5.2. Immunofluorescence was Performed as Previously Described

hOMSCs were incubated in a humid chamber with a 1:100 dilution of primary
antibodies—CK3 (rabbit anti-human) CK12 (goat anti-human), CK19 (mouse anti-human)
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), Pan-Cadherin (mouse anti-human) E-cadherin
(mouse anti-human) (Abcam PLC, Cambridge, UK). Secondary antibodies were diluted
1:800—goat anti-rabbit-FITC and goat anti-mouse-Alexa 594 (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA). Slow Fade Gold Antifade Mountant with DAPI (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA) was used to mount all coverslips. Negative controls were performed
by incubating secondary antibodies in the absence of the primary antibody (Figure S2).

4.5.3. Histology and Immunofluorescence

Membranes were fixed in Bouin’s solution, embedded in paraffin, sectioned at 5 um
thickness, and mounted on glass silanized slides. The sections were deparaffinized in
descending concentrations of ethanol and distilled water and stained with hematoxylin
and eosin (H&E). For the immunofluorescence, marker slides were blocked with BSA 1%
(albumin 1% in PBS) for 1 hr, washed twice in PBST (Tween 20 0.1% in PBS) and incubated
in a humid chamber at a 1:100 dilution of the primary CK3 (rabbit anti-human) CK12 (goat
anti-human), CK19 (mouse anti-human) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), Pan-
Cadherin (mouse anti-human) E-cadherin (mouse anti-human) (Abcam PLC, Cambridge,
UK) for 2 h, washed twice in PBST and once in PBS. Secondary antibodies were diluted
1:800; goat anti-mouse-Alexa 594 and goat anti-rabbit-Alexa 546 (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA). Slow Fade Gold Antifade Mountant with DAPI (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA) was used to mount all coverslips. Negative controls were performed
by incubating secondary antibodies in the absence of the primary antibody (Figure S2).

4.6. Microscopic Analysis

Photomicrographs were taken using an Apotome II microscope (Carl Zeiss, Mexico
City, Mexico) and proccessed using the software Zen [52], parameters were set using a
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negative control, for each filter combination, and all photomicrographs were analyzed after
processing with the set parameters, to standarized autoflouorescence and background noise.
For immunofluorescence stains, the photomicrographs were analyzed by two independent
observers. For H&E stains, the slides were analyzed and described by an oral pathologist.

4.7. Statistical Analysis

Results are expressed as mean =+ SE. For viability and RT-qPCR, T tests were used to
analyze differences between two groups, two-way ANOVA was used to analyze overall
differences in cell proliferation and Bonferrioni’s post hoc test to search for differences
between pairs of data sets. All analyses were performed using GraphPad Prism 8 [53].

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
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Abbreviations

MSC Mesenchymal stem cells

NC Neural crest

hOMSCs Human oral mucosa stem cells

LESC Limbal epithelial stem cells

LESCD Limbal epithelial stem cells deficiency

RT-qPCR Reverse transcriptase-real time polymerase chain reaction
LEC Limbal epithelial cells

SHEM Supplemental hormonal epithelium medium
DMEM/F12  Dulbecco’s Modified Eagle medium/Ham 12 medium
ESC Embryonic stem cells

MEM Minimum essential medium

FBS Fetal bovine serum

hEGF Human epidermal growth factor

DMSO Dymethylsulfoxide

ITS Insulin- transferrin-selenium

PBS Phosphate buffered saline

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
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PFA  Paraformaldehyde
PBST PBS + 0.1% Tween 20
BSA  Bovine serum albumin
PC Polycarbonate
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