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RESUMEN

La industria equina, corresponde a un sector econdmico altamente activo dada la cantidad de
equinos que hay en el mundo y los varioados deportes que se practican con estos. Cada animal
lesionado genera grandes pérdidas econdémicas a esta industria y al propietario, dado que muchas
de estas lesiones solo cuentan con alternativas terapéuticas de tipo paliativo, principalmente
farmacologicas. Es por ello que en las ultimas décadas se han postulado a las células madre
mesenquimales adultas (MSC), en lo que conoce como terapia regenerativa, como una alternativa
terapéutica de caracter mas resolutivo, ya que se han postulado como las responsables de la
renovacion celular en tejidos altamente regenerativos, lo que las convierte en candidatas para tratar
tejidos con pobre capacidad regenerativa. Las MSC se han identificado en tejidos de muchas
especies, incluidos los humanos, los roedores, las mascotas y algunos animales de granja. Pero en
los ultimos afios se ha observado que estas células provenientes desde un donante, pueden llegar a
generar, rechazo contra el injerto, por lo cual es de gran interés encontrar una estrategia para
generar cé¢lulas con un licenciamiento inmunoldgico mas robusto.

El objetivo de este trabajo fue aislar MSC desde tejido adiposo y evaluar atributos bioldgicos
e inmunobiolodgicos a travez del precondicionamiento con PGE,, Sustancia P e IFNy (molécula
precondicionante candnica). Aqui aislamos y caracterizamos con éxito las MSC derivadas de tejido
adiposo. Dichas células mostraron morfologia similar a los fibroblastos, crecieron en plastico,
duplicaron los tiempos de poblacion de 46.4 + 3.38 h, se diferenciaron en tres linajes (osteo, condro
y adipogénicos) después de inducciones apropiadas, migraron hacia la atraccion de Suero Fetal
Bovino y exhibieron un patrén de marcadores de superficie comiunmente aceptados para caballos
MSC. Todas estas son propiedades de MSC. Las células fueron precondicionadas con PGE2, SP e
IFNy y se evaluo la capacidad de las MSC de regular poblaciones de PBMC y la secrecion de
proteinas bajo estos estimulos.

El precondicionamiento resulté en una mantencion de las propiedades bioldgicas de las MSC
virgen al precondicionarlas con PGE, y SP, pero no asi con IFNy y un aumento en las propiedades
inmunobiologicas de las MSC bajo los estimulos con PGE, y SP, tratamiento que resulto ser el que
mayor efectos inmunomoduladores gener6 sobre las MSC, como una mayor capacidad de inhibir
poblaciones de PBMC activadas, produccion de linfocitos T reguladores (CD4, CD25 y FOXP3)"
y un patrén de secrecion de proteinas totamente diferente al estado virgen de éstas células,
resultando en el primer andlisis conocido de este tipo en MSC de equinos.

En conclusion, las MSC derivadas de tejido adiposo equino, pueden ser precondicionadas in
vitro, con el tratamiento de PGE, y SP, para adquirir caracteristicas que le otorgen un
licenciamiento inmunoldgico mas potente sin perder sus caracteristicas biologicas de MSC.
Posiblemente IFNy, la molécula canodnica para otorgar este licenciamiento en MSC, no resulta ser
para las MSC equinas.

Palabras clave: Células madre mesenquimales, inmunomodulacion, precondicionamiento,

Prostaglandina E2, Sustancia P.



ABSTRACT

The equine industry is a highly active economic sector because of the large number of horses
in the world and the various sports that are practiced with them. Each horse that is injured, generates
great economic losses to this industry and to the owner, because many of these injuries only have
reparation-type treatment alternatives, which are mainly pharmacological. It is because in the last
decades adult mesenchymal stem cells (MSC) have been postulated, in what is known as
regenerative therapy, because they have been postulated as responsible for cellular renewal in
highly regenerative tissues, which makes them in candidates to treat tissues with poor regenerative
capacity. MSCs have been identified in tissues of many species, including humans, rodents, pets
and some farm animals. But in recent years it has been observed that these cells from a donor, can
generate, rejection against the graft, which is of great interest to find a strategy to generate cells
with a more robust immunological licensing.

The objective of this work was to isolate MSC from adipose tissue and evaluate biological
and immunobiological attributes through preconditioning with PGE,, Substance P and IFNy
(canonical preconditioning). Here we isolate and characterize successfully the MSCs derived from
adipose tissue. These cells showed morphology similar to the fibroblasts, grew in plastic, doubled
the population times of 46.4 + 3.38 h, differentiated into three lineages (osteo, chondro and
adipogenic) after appropriate inductions, migrated towards Fetal Fetal Suction and They exhibited
a pattern of commonly accepted surface markers for MSC horses. These are all MSC properties.
The cells were preconditioned with PGE,, SP and IFNy and the capacity of the MSCs to regulate
populations of T lymphocytes and the secretion of proteins under these stimuli was evaluated.

The preconditioning resulted in a maintenance of the biological properties of the naive MSCs
when preconditioning them with PGE, and SP, but not with IFNy and an increase in the
immunobiological properties of the MSCs was observed under the stimuli with PGE, and SP,
treatment that turned out to be the one that enhanced immunomodulatory effects on MSCs, such as
a greater ability to inhibit populations of activated T lymphocytes, production of regulatory T
lymphocytes (CD4, CD25 and FOXP3)" and the pattern of protein secretion was totally different
from the naive state of these cells, resulting in the first analysis of this type in equine MSCs.

In conclusion, MSCs derived from equine adipose tissue can be preconditioned in vitro, with
the treatment of PGE, and SP, to acquire characteristics that give them a more powerful
immunological license without losing their biological characteristics of MSC. Possibly IFNy, the
canonical molecule to provide this in MSC licensing, not be for equine MSC.

Key words: Mesenchymal stem cells, immunomodulation, preconditioning, Prostaglandin
E2, Substance P.

Xi



LISTA DE TABLAS

Tabla 1: principales mediadores inmunomoduladores detectados en diferentes especies de mamiferos... 25
Tabla 2. Lista de los anticuerpos utilizados para el analisis de marcadores de superficie de MSCs equinas,
a traveés de citometria de fIUJO ....c.oeeiiieiiiiieec e st et eans 38
Tabla 3: Pares de partidores utilizados para el analisis de PCR con sus respectivas secuencias y temperaturas
€ ANIIINE (TA) .. ittt ettt et ettt e e bt e s bt e s atee et e e e seeeseeessseesseesnseesnseesnseeenseeanseeenseesnseesnses 39
Tabla 4: Lista de los anticuerpos utilizados para el andlisis de marcadores de superficie de linfocitos T
reguladores, medidos a través de citometria de fIujo.......c.eeoiveiiieiiiiiiie e 41
Tabla 5: Porcentajes y desviaciones estdndar de los marcadores positivos y negativos para las eASC,
medidos por citometria de flujo comparadas contra el control negativo que corresponden a células sin marcar
(P0,05) e e et et 49
Tabla 6: Listado de 65 proteinas involucradas en procesos de RP o RN en el SI, secretadas por las eASC
ante los diferentes tratamientos. Esta lista se usé como base para la confeccion del diagrama de Venn de la
figura 34. Las X indican ausencia de esa proteina en el secretoma cada condicion y el v indica presencia de

la proteina en el secretoma de cada CONAICION..........coiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieecccec e 85

ANEXOS

Tabla 7: Set de proteinas compartidas por todos los tratamientos precondicionantes utilizados en el
experimento, se describe su nombre sistematico y su ID (Nombre del gen).........ccoceeeviieviiienciiiineeenieens 132
Tabla 8: Proteinas compartidas entre los diferentes tratamientos precondicionantes y el control ........... 133
Tabla 9: Lista de proteinas secretadas de forma independientes por el control y los tratamientos
PLECONAICIONANEES .....vveeivieeiiieeiieeiteeeiie ettt e ettt esteesteeesteeenteeesaeesseeesnseesaseesnseesnsaeanseeesnseessseeanseesnseesnseeaseenn 134
Tabla 10: Regulaciones bioldgicas asociadas con inmunidad segiin GO, de las proteinas secretadas por las
eASC en los distintos tratamientos de precondicionamiento y el numero de proteinas encontradas en cada
UNO0 A8 BILOS 1ttt ettt ettt ettt e bbbt ettt et et e b e et ettt et enteea 136
Tabla 11: Regulaciones positivas asociadas con la inmunidad segun GO de las proteinas secretadas por las
eASC en los distintos tratamientos de precondicionamiento y el numero de proteinas encontradas en cada
UNO0 A8 BILOS 1.ttt ettt ettt e b e e bbbttt ettt e bt et e bttt et enteea 137
Tabla 12: Regulaciones negativas asociadas con la inmunidad segiin GO, de las proteinas secretadas por
las eASC en los distintos tratamientos de precondicionamiento y el numero de proteinas encontradas en

Lo T E 3T Lo e (=) U Lo TR ORORRPPRRPPRRPPRIRY 138

Xii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Grados de potencia de las células madre en diferentes estadios del desarrollo, desde el cigoto el
cual es totipotente, pasando por el blastocisto, en el que sus células son pluripotentes, hasta un organismo
adulto donde las células que lo conforman son de cardcter multipotente y dan origen a los diferentes tipos
celulares de un organismo (tomado y adaptado de Hayes et al., 2012) ......ccceeiiieniiiniiiniieeieeee e 7

Figura 2: Esquema del desarrollo de las células madre en el organismo desde el estadio de cigoto hasta
c¢lulas completamente diferenciadas y con funciones especificas. ESC: embryonic stem cells, NSC: neural
stem cells, EpSC: epidermal stem cells, MSC: mesenchymal stem cells, HSC: hematopoietic stem cells
(Tomado y adaptado de Osteocord bone from blood. Copyrigth BTRO) ........ccceeviiiviiiiiiiiiiiiiiieeieeene 8

Figura 3: Representacion esquematica de la diferenciacion de las MSC hacia linajes mesodérmicos. Las
c¢lulas pueden diferenciarse a osteocitos, condrocitos y adipocitos, por medio de la expresion de factores
maestros para cada linaje (Tomado y adaptado de Beederman et al., 2013) ......cccceeeiiriieiiiienieenieeeiee e, 12

Figura 4: Eventos claves de la diferenciacion desde MSC a adipocitos en dependencia de la existencia de
factores maestros de la diferenciacion adipogénica, donde se puede apreciar los tipos de células que
coexisten en la grasa blanca. (tomado y adaptado de Dani y Billon, 2012) .......cccoeviiiiriiieniieniieeieeeieeee, 15

Figura 5: Citoquinas liberadas por las MSC y sus efectos paracrinos en diferentes escenarios (Tomada y
modificada de Singer y Caplan, 201 1) ..c.eiiiiiiiiieiie ettt ettt enneeeens 22

Figura 6: Disefio experimental del estudio de la inmunobiologia de las eASC sometidas a
precondicionamiento con PGE, y SP. Fuente: elaboracion propia.............cceeeeeereeeriiesiieeniieesieeeeeeeseeenns 34

Figura 7: Morfologia fibroblastoide representativa de MSCs aisladas de tejido adiposo en un aumento de
10X (a) y 20X (b) en alta confluencia. Viabilidad de las células que se usaron en el estudio, en verde (naranja
acridina) y azul (Nuc blue) en un aumento de 10X (C) Y 40X (D)..eeecuereriiieriieiieeiie e eiee e 46

Figura 8: Diferenciacion de los tres linajes de las eASC en el dia 21. (a) Células tefiidas no inducidas para
el colorante respectivo, imagen representativa de tinciéon con rojo de alizarina. (b) Los depodsitos de
hidroxiapatita después de tefiir con rojo de alizarina son indicativos de diferenciacion osteogénica. (c) Los
glucosaminoglucanos tefiidos con azul de Alcian indican una diferenciacion condrogénica. (d) Las gotas de
aceite se tifien de rojo aceite en las MSC que se diferencian hacia los adipocitos. ........cccccevvveerveereeennne. 47

Figura 9: Evaluacion de la capacidad de migracion in vitro de eASC. (a) Visualizacion bajo microscopio
del area de llenado real para ambos tipos de células. El area coloreada de verde, corresponde al rasgufio, la
ampliacion es de 4X. (b) Porcentaje de llenado del rasgufio en diferentes puntos de tiempo para eASC. (b)
Los valores se presentan como el promedio de dos repeticiones biologicas y tres réplicas técnicas. **** (p
0,05 ettt ettt bt h et h e bt ettt eh e e a e et e eE e bt e Rt et ekt e st en e e bt eh e en e et e ebeene et e teaneeneenees 48

Figura 10: (a) Porcentajes y desviacion estandar de la expresion de los marcadores de superficie analizados
por citometria de flujo en eASC. AF: autofluorescencia de células no marcadas. (b) Histogramas
representativos de los marcadores de superficie para €ASC .......oovcvveriieriierieeree e 49

Figura 11: Esquema representativo de los histogramas con los marcadores evaluados en las eASC posterior
al precondicionamiento con PGE,, PGE,/ SP, solamente con SP € IFNY ......cccccovviiiiiiiiiiieieeeeeee 51

Figura 12: Gréfico de barras de los porcentajes de positividad de los marcadores de superficie analizados
posterior al precondicionamiento con PGE,, PGE,/SP, SP e IFNy , donde no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos respecto a los porcentajes de expresion de los marcadores analizados
...................................................................................................................................................................... 52

Figura 13: Imégenes microfotograficas magnificadas de las diferenciaciones osteogénicas de las células
precondicionadas. a) eASC control de la diferenciacién (células que no fueron expuestas a medio
precondicionado de osteogénesis), b) células control (expuestas a medio condicionado de osteogénesis), c)

Xiii



14

células expuestas a precondicionamiento con PGE,, d) PGE,/SP, e) SP y f) a IFNy. El color rojo corresponde
a la tincion de la hidroxiapatita con R0jo alizarina...........ccceevueeviriiiiiiiniiiniiieeeeeeeceee e 53

Figura 14: Andlisis de imdagenes representativas de la diferenciacion osteogénica de eASC
precondicionadas con PGE, (b); PGE,/SP (c); SP (d), IFNy (e); no precondicionadas pero sometidas a
diferenciacion osteogénica, (a) no condicionadas y (f) sin haber sido sometidas a diferenciacion............. 53

Figura 15: Gréficos de barras de los porcentajes de cobertura de matriz extracelular teflida con Alizarin red
en las células sometidas a diferentes condiciones precondicionantes y el control. Donde se puede apreciar
la diferencia significativa encontrada solamente en las células sometidas a la diferenciacion osteogénica que
estuvo bajo la influencia de IFNy respecto al resto de los tratamientos y el control........c.ccoeceeveeieeneenen. 54

Figura 16. Diferenciacion condrogénica, imagenes representativa de las micromasas que se formaron a
partir de la induccion hacia condrocitos al dia 21 post induccion, donde podemos apreciar en la imagen a)
control de la diferenciacion, b) control del tratamiento, c) PGE,, d) PGE,/SP, e) SP y f) IFNy................ 55

Figura 17: Cortes histologicos de las micromasas sometidas a diferenciacion condrogénica que se formaron
alos 21 dias de induccion hacia condrocitos. Se puede apreciar en las imagenes (a-e), los cortes histolégicos
tefiidos con hematoxilina y eosina con un aumento de 10X, (f-j) con un aumento de 40X. Las imagenes (a
y f) corresponden al control del tratamiento, (b y g) al precondicionamiento con PGE,, (¢ y h) SP, (d e i)
PGE,/SP y (e y j) a IFNy. Las imagenes de la tercera y cuarta fila, corresponden a los cortes histologicos
teflidos con Alcian blue PAS (k-0) con un aumento de 10X y (p-t) con un aumento de 40X. Las iméagenes
(k y p) corresponden al control del tratamiento, (1 y q) al precondicionamiento con PGE,, (m y r) SP, (n 'y
S) PGEo/SP ¥ (07 1) @ IFINY Lottt ettt ettt et e b b eae s 55

Figura 18: Diferenciacion adipogénica de las eASC sometidas a preondicionamientos y sus respectivos
controles. (a) control de la diferenciacion (células sin estimulos de diferenciacioén adipogénica), (b) células
sin ser sometidas a precondicionamiento pero si estuvieron bajo el estimulo de la diferenciacion
adipogénica, (c) células precondicionadas con PGE, y sometidas a diferenciacion adipogénica, (d) células
precondicionadas con PGE,/SP y sometidas a diferenciacion adipogénica, (e) células precondicionadas con
SP y sometidas a diferenciacion adipogénica y (f) células precondicionadas con IFNy y sometidas a
diferenciacion adipogénicas. Se puede apreciar la formacion de vacuolas de lipidos tefiidas de color rojo por
medio del Oil red. Aumento de 40X, barra de TOOM ......oeoviieiiiieiiieieecieeeeeeee e 56

Figura 19: Dot plot representativos de la citometria de flujo de (a) leucocitos y de (b) linfocitos aislados
posterior al gradiente de densidad de Ficoll, donde se puede apreciar en el cuadrante UC R1, todas las
poblaciones de leucocitos y eritrocitos presentes en la sangre y en el cuadrante BL1-A R1, las células
aisladas por el gradiente de densidad que corresponden solamente a poblaciones de células mononucleares
0 JINTOCIEOS .ttt et b et b et s bt e bt e bt e bt e bt e bt e ste e bt e bt e bt e beenteen 57

Figura 20: Graficos de barra con la comparacion de la capacidad del LPS y Poly I:C para estimular la
proliferacion de PBMC virgenes, con sus respectivas desviaciones estandar, para linfocitos bajos y linfocitos
altos, medidos por citometria de flujo y marcados con BrdU (*P<0,05). AF corresponde a la
autofluorescencia de 108 IINFOCIIOS .......ccuiviiiieiiiiiiiie e 58

Figura 21: Ensayo de proliferacion de linfocitos activados con mitégenos y co-cultivados con eASC
virgenes. Porcentaje de proliferacion y desviaciones estdndar del efecto de los mitégenos LPS y Poly I:C
sobre poblaciones de linfocitos Tn y el efecto de las eASC virgenes en la supresion de la proliferacion de
linfocitos. Las barras indican diferencias entre linfocitos altos y bajos (¥*P<0,05) .......cccevvvvevvirnieeniennne. 59

Figura 22: Imégenes de microscopia con un aumento de 10X, donde se observa el efecto de los mitdgenos
sobre poblaciones de PBMC (b y ¢) y el efecto del co cultivo con las eASC (d-e). El efecto de los mitégenos
sobre la proliferacion de los PBMC se puede apreciar para (b) LPS, (c) Poly I:C y para el co-cultivo con las
eASC virgenes y PBMC estimulados con (d) LPS y (e) Poly I:C y su respectivo (a) control (linfocitos Tn).
...................................................................................................................................................................... 60

X1V



15

Figura 23: Graficos con los porcentajes de positividad a BrdU, donde se observa la capacidad inhibitoria
de las eASC virgenes y precondicionadas sobre los PBMC virgenes y estimulados con (a) LPS y (b) Poly
I:C (*P<0,05). AF corresponde a la autofluorescencia de 1os linfocitos ........ccceeeveeecieriieiiieenieeieeeiee e 62

Figura 24: Panel representativo del cambio de fenotipo de PBMC de un animal sano (linfocitos bajos) a
Treg (CD25/FOXP3)", cuadrante superior derecho en cada plot (a-m). Panel superior (b-g; PBMC
estimulados con LPS), panel inferior (h-m; PBMC estimulados con Poly I:C). Los detalles de los
tratamientos de los PBMC son: PBMC sin MSC (b y h); PBMC co-cultivados con eMSC néive (¢ e i); con
MSC+ PGE,; (d y j); con PGE, + SP (e y k); con SP (fy 1); con IFNy (g y m). Panel a: autofluoresencia de
10S PBIMIC VATZEIES ...eeuevieiiieeiiieeiieeite ettt ettt e st e st tesstte et e esaeessteesnbeesaseeenseesnsaeasseeesnseesnseesnseesnseesnaeesnseesnses 64

Figura 25: Panel representativo del cambio de fenotipo de PBMC virgenes de un animal enfermo (linfocitos
alto) a Treg (CD25/FOXP3)’, cuadrante superior derecho en cada plot (a-m). Panel superior (b-g; PBMC
estimulados con LPS), panel inferior (h-m; PBMC estimulados con Poly I:C). Los detalles de los
tratamientos de los PBMC son: PBMC sin MSC (b y h); PBMC co-cultivados con eMSC néive (¢ e i); con
MSC+ PGE,; (d yj); con PGE, + SP (e y k); con SP (fy 1); con IFNy (g y m). Panel a: autofluoresencia de
10S PBIMIC VATZEIES ...eeuvvieeiieeiiieeiieetie ettt ettt e setee st tesstte et e etteessteesnteesaseeensaeensaeesseeesnseesnseesnseesnseesnneeesnseesnses 65

Figura 26: Graficos con los porcentajes de positividad a CD25 y FOXP3, donde se observa la capacidad
del cambio de fenotipo hacia iTreg por parte de las eASC virgenes y precondicionadas sobre PBMC virgenes

y estimulados con (a) LPS y (b) Poly L:C (* P<0,05) ....cioiiiiiiieiiieeiie ettt 66
Figura 27: Graficos de los transcriptos analizados por RT-qPCR, indicando sus DS y sus fold change, para
(a) PGES, (b) IL-6, (c) IL-1A, (d) TNFa y (€) IL-8 ..coiiiiiii e 67
Figura 28. Numero de proteinas totales y secretables analizadas en cada uno de los tratamientos ........... 69

Figura 29. Diagrama de Venn, donde se aprecia la secrecion global de las eASC sometidas a los diferentes
tratamientos de precondicionamiento junto al nimero de proteinas que se comparten y se secretan de forma
INAIVIAUAL ..ottt ettt n e et a e e 70

Figura 30. Analisis de las funciones moleculares y procesos biolégicos en los cuales estan involucradas las
proteinas analizadas segtn la prediccion de la base de datos online de la herramienta PANTHER y sus GO
.................................................................................................................................................... 72,73,74,75

Figura 31. Redes de asociacion y co-expresion global de las proteinas secretadas por las eASC en el control
evaluadas con STRING. (a) Proteinas propias de las eASC no tratadas, (b) proteinas compartidas con PGE,,
(c) proteinas compartidas con PGE,/SP, (d) proteinas compartidas con IFNy y (e) proteinas comunes entre
10S CUALTO trAtAMIEIIIOS ...ttt ettt et sb e saeea e b b esneaesne e ennes 76

Figura 32. Redes de asociacion y co expresion global de las proteinas secretadas por las eASC en el
tratamiento precondicionante con PGE, evaluadas con STRING. (a) Proteinas propias del tratamiento con
PGE,, (b) proteinas compartidas con PGE,/SP, (c¢) proteinas compartidas con IFNy, (d) proteinas
compartidas con el control y (e) proteinas comunes entre 10s cuatro tratamientos ..........cceceeeeereereenreennen. 77

Figura 33. Redes de asociacion y co expresion global de las proteinas secretadas por las eASC en el
tratamiento precondicionante con PGE,/SP evaluadas con STRING. (a) Proteinas propias del tratamiento
con PGE,/SP, (b) proteinas compartidas con PGE,/SP, (c) proteinas compartidas con IFNy, (d) proteinas
compartidas con el control y (e) proteinas comunes entre 10s cuatro tratamientos ..........ccocceeveereerreeneeennen. 78

Figura 34. Redes de asociacion y co expresion global de las proteinas secretadas por las eASC en el
tratamiento precondicionante de IFNy evaluadas con STRING. (a) Proteinas propias del tratamiento con
IFNy, (b) proteinas compartidas con PGE,,(c) proteinas compartidas con PGE,/SP, (d) proteinas
compartidas con el control y (e) proteinas comunes entre los cuatro tratamientos .........cc.cceeeeveeveeneeennen. 79

Figura 35. Numero de proteinas secretadas por cada tratamiento que participan en las diferentes RP del
SISEEIMIA INITIUILE «..uviniiiieiiiti ettt sttt ettt ettt ettt e ae st ebe et s h e et est et s st ese e s s bt et eae s b e eaeesa e nesbeeneeseesneeneennes 81



16

Figura 36. Numero de proteinas secretadas por cada tratamiento que participan en las diferentes RN del
SISEEIMIA INITIUILE «..uviuiiiieiiitietiet ettt ettt ettt e a e st eae et s b et e st b e e bt e e a e s h e et e ae s b e sae e e e nesbeennennesneeneennes 81

Figura 37. Numero de RP del sistema inmune en las que participan cada una de las proteinas secretadas por
los diferentes tratamientos segun las predicciones del GO ..........oocvviviiiiiiiiiriieniieee e 82

Figura 38. Numero de RN del sistema inmune en las que participan cada una de las proteinas secretadas
por los diferentes tratamientos segun las predicciones del GO .......cccooceveiiiiiiieniieniieeee e 83

Figura 39: Diagrama de Venn, de las proteinas involucradas en procesos del SI tanto en RP como en RN,
secretadas por los diferentes tratamientos, donde se aprecia las proteinas que fueron secretadas de forma
individual y las que son compartidas por los distintos tratamientos y el control .........ccccceeeeveeneeneeneennen. 85

Figura 40: Esquema del modelo propuesto de participacion de las eASC en diferentes procesos de
regulaciones negativas y positivas del sistema inmune en dependencia del tratamiento aplicado, el cual se
muestra en la parte superior de la tabla y fueron: control o estado virgenes de las eASC, precondicionamiento
con PGE,, precondicionamiento con PGE,/SP y precondicionamiento con IFNy. Las regulaciones, negativas
o0 positivas son tomadas de la herramienta de prediccion GO de STRING ......ccccooceeviiniineenienieneencenen. 86

Figura 41: Analisis de rutas metabolicas usando REACTOME. Se destaca la participacion de las proteinas
en diferentes rutas en (a) el control, (b) el tratamiento precondicionante con PGE,, (¢) con PGE,/SP y (d)
COM TN Y.ttt e ettt e e sttt e s ab bt e e sttt e e sbteeeseabteessabteeesanteeeenane 88, 89

ANEXO

Figura 42: Esquema resumen: Las células provenientes desde a) un equino donante, b) son aisladas y
cultivadas in vitro. Una vez que se cuenta con una apropiada concentracion de células, estas son c)
precondicionadas con PGE, combinada con SP. En un estado d) virgen, las células secretan proteinas
asociadas principalmente al sistema inmune innato, mientras que e) las células precondicionadas, secretan
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INTRODUCCION

Las investigaciones en células madre adultas, es un campo que esta creciendo ano a afio, dado
su potencial rol como alternativa segura en tratamientos curativos y no paliativos de variadas
enfermedades degenerativas. A la fecha en el campo de las células madre adultas (conocidas como
mesenchymal or hematopoietic stem cells), hay més de 188.000 articulos publicados, mientras que
en un ambito mas especifico como lo es el estudio de células madre adultas equinas, a la fecha se
han publicado més de 6.000 articulos (segin base de datos de Science Direct a la fecha.).

Hoy en dia la medicina regenerativa (drea de la medicina que consiste en el uso de las células
madre adultas o sus productos para regenerar tejidos), se perfila como una herramienta poderosa
tanto en la medicina humana como en la veterinaria. Siendo en esta tltima, de suma utilidad ya que
hay varias enfermedades en las que hoy solo se cuenta con tratamientos farmacologicos o
quirargicos, los cuales nos son regenerativos si no reparativos. En este sentido, las MSC han sido
utilizadas para tratamientos en enfermedades degenerativas que afectan, por ejemplo, a tejido
nervioso, musculo esquelético, fallas orgénicas, enfermedades autoinmunes y reproductivas. Pero
aun queda mucho por dilucidar en relacion a estas particulares células que cuentan con la habilidad
de regenerar tejidos, recuperando su estructura y funcion por medio del microambiente que ellas
generan en la zona de aplicacion.

La industria equina genera millones de pesos por concepto de deportes asociados al equino
y centros de reproduccion, cria 'y venta de estos. El nimero de animales junto a los tipos de deportes
que se practican con caballos, genera una alta prevalencia de una serie de lesiones asociadas al
aparato locomotor y reproductivo de estos, los cuales, a su vez, generan enormes gastos para la
industria y los propietarios, que se dan principalmente por el no uso de los animales, pagos por
servicios veterinarios, uso de firmacos y procedimientos asociados a al tratamiento de la patologia.

Estos elementos constituyeron la base conceptual para proponer el uso de células madre
adultas para tratamientos en equinos, terapias que han sido prometedoras, no obstante existen
dificultades que se requieren subsanar para que esta técnica sea cada vez mas eficiente, segura y
comunmente usada en la practica veterinaria, por ejemplo: no contar aiin en medicina veterinaria
con normas GMP para la manufactura de productos hechos a base de MSC, la gran heterogeneidad
en la produccion, manipulacion, obtencion y las fuentes de las MSC, como también, el no contar

con un consenso en relacion a la caracterizacion de las células, su utilizacion a partir de un donante



y no contar con un producto de forma inmediata para evitar esperar largos periodos de tiempo entre
la obtencion y produccion de células para un tratamiento.

Uno de los puntos mas complejos a sortear al momento de realizar tratamientos con MSC, es
la compatibilidad de las células alogénicas o derivadas de un donante, dado que, en la practica,
muchas veces no se cuenta con el tiempo necesario ni las condiciones para obtener las células del
propio paciente, el que requiere de una disponibilidad inmediata de MSC, lo que se consigue con
bancos de células que puedan almacenar las MSC provenientes de un donante. Pero las MSC
pueden sortear la barrera inmunoldgica, caracteristica intrinseca estas, que tienen per se la
capacidad de inmunomodular ambientes en tejidos dafados, pero cuando se trata de un donante
esta caracteristica se ve limitada por la cantidad de dosis o tratamientos que pueden ser realizados
en los pacientes con células alogénicas, dado que nunca el 100% de las células administradas,
pasara desapercibida para el sistema inmune, al carecer de ciertas proteinas que gatillan el rechazo,
siendo este el punto donde radica la principal causa de la falla en los tratamientos, como la baja o
ausente capacidad inmunorreguladora de las MSC que son administradas a los pacientes, producto
de las manipulaciones in vitro a las que se someten, por estos motivo se propone la modulacién in

vitro de las propiedades inmunoreguladoras de MSC equinas derivadas de tejido adiposo.
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ASPECTOS GENERALES DE LA INDUSTRIA EQUINA Y LA MEDICINA
REGENERATIVA

La industria equina

Cuando se asocia el potencial terapéutico de las MSC a la masa animal que eventualmente
requeriria de un tratamiento basado en este tipo de células, se evidencia que es una necesidad que
requiere ser abordada en la actualidad. La industria equina en Estados Unidos, contribuye
directamente a la economia, con $39 mil millones de dolares, mientras que de manera indirecta
aporta con $102 mil millones de ddlares, ya que cuenta con una masa caballar de alrededor de
9.500.000 equinos (Deloitte, 2005). Por otro lado en la Unién Europea (UE), al afio 2007 se
cuantifico un total de 5.750.714 equinos, repartidos en todos los paises de la UE y en Alemania
especificamente, el impacto economico de esta industria, genera utilidades de hasta $5 billones de
euros mientras que genera gastos de $2,6 billones de euros (Liljenstolpe, 2009). Por otro lado,
Chile, un pais pequefio, en relacion a la masa caballar que tiene, se generan aproximadamente 35
millones de doélares al afio y segun el tltimo censo Agropecuario y forestal, cuenta con una masa

caballar de aproximadamente 304.000 equinos (INE 2007).

Costos economicos asociados a la salud en la industria equina

El alto numero de caballos, genera una gran inversion por animal y enormes pérdidas cuando
estos padecen de algun tipo de lesion, ya sea aguda o crénica, pero aquellas que son de tipo cronicas
y llevan a degeneraciones de tejidos, resultan ser las mas costosas. Datos de Estados Unidos,
indican que segun su cantidad de animales los problemas de salud generan grandes pérdidas
econdmicas por concepto de diagnostico y tratamiento, monto que supera los 3.000 dolares anuales
por animal (Stacey, 2009).

Al evaluar la epidemiologia de las lesiones en equinos, se logra observar, por ejemplo, que
en los Estados Unidos, las cojeras, tienen una incidencia anual de 8.5 a 13.7 eventos por cada 100
caballos, con un costo veterinario de $432 délares por evento y una pérdida por el no uso del animal
de aproximadamente 110 dias. Al evaluar esto por afio, los costos son de $678 millones de ddlares,

de los cuales $448 millones son de pérdidas por el no uso del animal (66% del costo total), $195



millones por costos asociados a servicios veterinarios y drogas (29% del costo total) y $35 millones
asociados a perdidas por muertes (5% del costo total; Seitzinger et al., 2000; APHIS, 2001).
Cuando se analiza la casuistica relacionadas a lesiones de quinos, se observa por ejemplo que
en Estados Unidos, los mayores porcentajes de lesiones se concentraban en el tendon flexor digital
profundo, tendén flexor digital superficial y en el ligamento suspensor (45,98%), seguido del
sindrome navicular (6,42%), carpo y tinel carpiano (4,47%) y hombro (4,36%) de un total de
222.993 animales analizados (Williams et al, 2001). Mientras que en Chile, estudios realizados en
el caballo Chileno, indican que la mayor frecuencia de lesiones musculo esqueléticas, estudio
realizado sobre 114 equinos lesionados, se dan en desmitis en el ligamento suspensor (14%),
osteoartritis en el tarso (13,2%), sindrome navicular (8,8%), laminitis (7,9%), tendinitis en el
tendon flexor digital profundo (7%) y osteoartritis en la articulacion metacarpofalangica (6,1%)

(Mora-Carrefo et al., 2014).

La medicina regenerativa y el equino

La premisa de la medicina regenerativa es restaurar la estructura y la funcion de los tejidos u
organos danados por el tiempo, enfermedades o injurias. Es una terapia que se basa principalmente
en el uso de las células madre adultas de origen mesenquimal o hematopoyético (MSC; del inglés
Mesenchymal Stem Cells 6 HSC; del inglés Hematopoietic Stem Cells) y sus factores bioactivos
(Lopez y Jarazo, 2015). El uso de terapias en base a MSC, estd ampliamente descrito en el equino,
particularmente en el tratamiento de tendones (Schnabel et al., 2009; De Mattos Carvalho et al.,
2011; Marfe et al., 2012; Godwin et al., 2012; Manning et al., 2013; Martin et al., 2014), lesiones
de cartilago articular (Mothersill ez al., 1991; Arufe, 2011; Carrade et al., 2011, Spaas et al., 2012),
ligamentos (Leppdnen y Miettinen, 2009; Renzi et al., 2013) y lesiones reproductivas equinas,
asociadas principalmente al tejido endometrial (Mambelli ef al., 2013; Ferris et al. , 2014). Todos
estos estudios han entregado valiosa informacion y con resultados muy alentadores, pero aun
existen retos, cientificos y ténicos. Para poder entender de mejor manera esta materia, es

necesesario evaluar la biologia de las MSC y su interacccion con el entorno.



CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS MADRE

Ontogenia de las células madre

El concepto de Stem cells se acuii6 a finales del siglo XIX, cuando se teorizaba que ciertos
tejidos tenian la posibilidad de renovarse durante toda la vida de un organismo (Haeckel, 1874).
Estas células se clasifican segiin su potencia, en totipotentes, pluripotentes, multipotentes,
oligopotentes y unipotentes (Weissman, 2000; Hui et al., 2011). Totipotente, es un atributo
exclusivo de las células embrionarias, especificamente desde el estadio de cigoto hasta morula, ya
que estas células daran origen a todas las células de un organismo, posterior a este estadio, las
células pasan a ser pluripotentes (Hui et al., 2011, Condic, 2014). La célula pluripotente,
corresponde a una célula embrionaria, que en el caso de la especie humana, derivada del macizo
celular interno del blastocito de entre 4-5 dias posteriores a la fertilizacion, un embrion de entre
50-150 células (Ying et al., 2003). Los primeros reportes in vitro de estas células, fueron del macizo
celular interno de blastocitos de raton (Evans y Kaufman, 1981) y posteriormente de blastocito
humano (Thomson et al., 1998), lograndose obtener las primeras lineas de células madre
pluripotentes de raton (mESC) y humanas (hESC) (Figura 1). Estas células llamadas también
células madre embrionarias, expresan marcadores y caracteristicas similares a las células de un
embrion en transicion, como la actividad alta de fosfatasa alcalina y de telomerasa, también
expresan marcadores nucleares que le otorgan la caracteristica de “Stemness” como OCT4 y
NANOG (Mitalipov y Wolf, 2009). Ademas, estudios realizado por citometria de flujo a células
hESC, han demostrado la expresion de marcadores de superficie como SSEA3, SSEA4, TRA-1-
81, TRA-1-60 y CD24, marcadores que posterior al dia 9 de ser sometidas a diferenciacion
desaparecen, evidenciando la importancia de estos para que la célula mantenga su caracteristica
pluripotente (Ramirez et al., 2011).

Las hESC, son una promesa para la medicina actual, dados sus potenciales usos médicos en
la ingenieria de tejidos, utilizdndolas como terapia de reemplazo celular en patologias tales como
infartos al miocardio, Parkinson y diabetes (Doss ef al., 2004). Pero esto no es del todo asi, estudios
han demostrado que el perfil de transcripcion cambia cuando las hESC se mantienen en cultivo, lo

que hace complicado mantener in vitro a estas células (Calhoun et al., 2004).



Esta diferenciacion in vitro ha llevado a que se replantee el almacenamiento de estas células
en los bancos de hESC, junto a su uso con la potencial formacion de tumores y rechazo al trasplante
celular, este ultimo dado por la presencia en la superficie de las hESC de moléculas MHC del
donante (Doss et al., 2004). Un estudio realizado en 2005, donde se evaluo la cantidad necesaria
de donantes para tener una cantidad de hESC con un nivel de coincidencia de MHC aceptable,
determind que se necesitaria un banco con al menos 150 lineas de hESC para tener un repertorio
que abarcara entre los MHC A, B y DR, donde solo un 20% de los receptores seria compatible
(Taylor et al., 2005).

Avanzando en desarrollo embrionario, fetal y posterior nacimiento de un individuo, las
células comienzan a perder su potencialidad. Cuando el individuo es adulto las células madre
reducen su grado de potencialidad hasta ser multipotentes, oligopotentes o unipotentes (Figura 1).
El ser lo uno o lo otro depende del tejido en donde estén y su microambiente (Gross y Haupl, 2013).
Intereses de caracter bioldgicos y clinicos han aumentado el nimero de grupos que estudian este
tipo celular, lo cual abre las posibilidades de nuevos descubrimientos en torno a las células madre,

especificamente a las células madre adultas (Dominici ef al., 2006).
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Figura 1: Grados de potencia de las células madre en diferentes estadios del desarrollo, desde el cigoto el cual es
totipotente, pasando por el blastocisto, en el que sus celulas son pluripotentes, hasta un organismo adulto donde las
celulas que lo conforman son de caracter multipotente y dan origen a los diferentes tipos celulares de un organismo

(tomado y adaptado de Hayes et al., 2012).



Células madre mesenquimales (MSC)

Los primeros reportes respecto cultivos de MSC, fueron derivados de médula dsea
(Friedenstein, 1980). Se reportaron cultivos exitoso de células con aspecto fibroblastico que
lograban formar colonias, pero no fue hasta los afos 90 que se asocid y popularizé a estas células
con el término: célula madre mesenquimal o del inglés mesenchymal stem cells (Caplan, 1991;
Horwitz et al., 2005), lo cual se logré por medio del estudio de los origenes de estas células y de
los tejidos de los cuales eran obtenidas. Estas células provienen de la capa mesodérmica del
embrion, capa germinal que da origen a todos los componentes del sistema musculo esquelético
(musculos, ligamentos, tendones y cartilago), por lo que el término mesenchymal, que deriva del
griego mes (medio) y enkyma (infusion) hace referencia a la capacidad de las células a migrar
durante el desarrollo embrionario temprano hacia la capa ectodérmica y endodérmica del embrion
(Caplan, 1991). Hay controversia sobre esta denominacidn acuiada por Caplan, la cual, en estricto

rigor, no es adecuada para este tipo celular.
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La Sociedad internacional para la investigacion de células madre (de su sigla en ingles
ISSCR), clasifica a las MSC humanas, como células que cuentan con las siguientes caracteristicas:
1) capacidad de renovarse, dividirse y generar copias de ellas mismas, 2) capacidad de diferenciarse
en diferentes tipos de células especializadas y 3) capacidad de adherirse al plastico en cultivo
(Horwitz et al., 2005; ISSCR, 2014). Junto a esto, en el afio 2006 se establecieron los criterios
minimos para definir a una MSC en cultivo, indicdindose que estas células deben cumplir con; 1)
Adherencia al plastico en condiciones de cultivo celular in vitro, 2) expresion de antigenos
especificos de superficie, donde el 95% de la poblacion de MSC debe expresar marcadores como
CD105, CD73 y CD90 y carecer (< 02-05% de positividad) de CD45, CD34, CD14 o CD11b,
CD79a o CD19 y MHC de clase 11, lo cual debe ser establecido por medio de una citometria de
flujo y 3) presentar un potencial de diferenciacion multipotente hacia osteoblastos, adipocitos y
condroblastos, bajo condiciones estandares de diferenciacion in vitro (Dominici et al., 2006).

Para poder identificarlas, se establece el siguente patron inmunofenitipico, deben ser
positivas para:

e CDI105 (Pilz et al., 2011; Rolandsson y Sjoland, 2014; Maleki ef al.,2014), conocida como
endoglin y originalmente como MAB SH2 (Dominici et al., 2006), ha sido caracterizada
como una molécula accesoria al receptor de TGF- (Pierelli et al., 2001)

e (D73, es una exo-5"nucleotidasa, que juega un papel crucial en la generacion de adenosina,
es uno de los marcadores mas expresados en las MSC (Ode et al., 2012)

e (D90 conocida también como THY-1 (Wiesmann et al., 2006; Kawamoto et al., 2013), es
una molécula de adhesion celular y un pequeiio miembro de la super-familia de las
inmunoglobulinas (Kisselbach et al., 2009).

Y negativas para:

e (D45 (Chow et al., 2011; Parker, 2013), es una glicoproteina de superficie celular con un
dominio tirosina fosfatasa citoplasmatica, la que estd involucrada en la activacion y
maduracion de los linfocitos T (Im et al., 2011; Cheng et al., 2014)

e CD34 (Lin et al, 2013), es un antigeno de superficie de células progenitoras
hematopoyéticas, también conocido como podocalxin-like protein, con funciones aln
desconocidas, se postula que estd encargada de potenciar el trafico y la migracion de células

hematopoyéticas (Nielsen y McNagny, 2008)



10

e (D14 (Zimmermann et al., 2003), también llamada leucine-rich a2 glycoprotein, tiene
como funcion ser un receptor para el factor de Von Willebrand en la superficie de la
membrana de la plaqueta (Setoguchi ef al., 1989)

e CD11b es una molécula de adhesion de la familia de las B2-integrinas (Mafi et al., 2011)

e CD79a (Chen et al., 2014), es un marcador de citoplasmatico que esta altamente asociado
a linajes de linfocitos B (Chung et al., 2007)

e (D19 es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, presente en la superficie
de los linfocitos B y las células dendriticas foliculares del sistema hematopoyético. Es un
regulador esencial en el desarrollo, activacion y diferenciacion de los linfocitos B (Alipour
etal., 2010).

e MHC de clase II es un potente aloantigeno relacionado con el rechazo a injertos (Ryan et
al., 2005)

Si bien, estos son los criterios de la ISSCR para determinar si este tipo celular corresponde a
una MSC, las diferencias en los procedimiento de obtencion de los tejidos, los protocolos y los
grupos de investigacion, han llevado a que exista una variedad en los patrones de expresion de
marcadores de superficie, en relacion al tejido del cual deriven las MSC (Mafi et al., 2011).

El tercer criterio, corresponde a la capacidad de diferenciacion a linajes mesodérmicos, esta
es una caracteristica que demuestra la funcionalidad de las MSC (Horwitz et al., 2005), ya que, las
MSC bajo estimulos especificos in vitro, pueden diferenciarse a osteblastos, condroblastos y
adipocitos (Dieudonne et al., 2013; Amable et al., 2014). Aun asi, no estan del todo comprendidas
las vias de sefializacion que rigen la diferenciacion de las MSC, pero si se han logrado dilucidar
algunos de los reguladores moleculares y sus mecanismos de accion (Kolf et al., 2007). En las tres
lineas de diferenciacion mesodérmica, hay factores de transcripcion maestros que deben ser

activados para dirigir la diferenciacion de MSC hacia alguno de estos linajes (Figura 3).

Factores reguladores de la diferenciacion

En la diferenciacion condrogénica intervienen varias moléculas, entre ellas, varios tipos de
TGF-B. Durante el periodo de diferenciacion de la MSC a condroblasto in vivo, hay una alta
proliferacion y las células comienzan a depositar moléculas especificas de cartilago como colageno

tipo II y agrecan, seguido de una diferenciacion terminal del condrocito a una osificacion
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endocondral. TGF-f, juega un rol importante en esta evolucion condrogénica sobre las MSC,
estimulando la condensacion celular por medio de un aumento en la expresion de N-caderina
incrementando asi la adhesion celular (Van der Kraan et al., 2009), también se estimula la actividad
MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) y se modula la sefial de Wnt (Tuli et al., 2003). Junto
a TGF-P, hay otros factores de crecimiento importantes en la induccién y mantencion de las MSC
hacia condrocitos, como la Proteina Morfogénica Osea (BMP del inglés Bone Morphogenic
Protein), Factor de Crecimiento tipo Insulinico (IGF del inglés insulin-like-growth factor) y el
Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF del inglés Fibroblast Growth Factor; Da-Ae et al., 2012).
Por otro lado también se ha demostrado que Sox9 es el factor de transcripcion clave en la
condrogénesis, pero es dependiente de una induccién con BMP2 (Pan ef al., 2008).

Las proteinas de la familia de las BMP, que son componentes de la super-familia de los TGF,
juegan un rol critico en la diferenciacion osteogénica, ya que al exponer a las MSC a BMP, resulta
en un aumento de la expresion de marcadores especificos de osteoblastos, fosfatasa alcalina y
marcadores tardios como osteocalcina, osteopontina y Runx2 (Luu et al., 2007; Beederman et al.,
2013). Runx es una familia compuesta por 3 proteinas (Runx1, 2 y 3), donde Runx2 es la encargada
de desencadenar la diferenciacion osteogénica, ya que activa y regula la osteogénesis por medio de
la activacion de genes involucrados en diferentes vias de senalizacion como, TGF-B1, Wnt, HH y
NELL-1, considerandose a Runx2 como el factor de transcripcion maestro de la osteogénesis
(James, 2013).

Mientras que la diferenciacion adipogénica, estd mediada principalmente por PPARY, el
que es expresado en bajos niveles en tejido adiposo o en otros tejidos, pero sus niveles de expresion
son altos en el estadio temprano de la diferenciacion adipogénica, siendo un clave regulador de la
expresion génica en la adipogénesis (Peter ef al., 1994). Aun asi, las MSC no solo cuentan con la
capacidad diferenciarse a linajes mesodérmicos, se ha reportado que también lo pueden hacer hacia
linajes que no son de origen mesodérmicos, como neuronas, cé¢lulas del pancreas endocrino,

hepatocitos, células endoteliales y cardiomiocitos (Schiffler y Biichler, 2007).
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Figura 3: Representacion esquematica de la diferenciacion de las MSC hacia linajes mesodérmicos. Las células
pueden diferenciarse a osteocitos, condrocitos y adipocitos, por medio de la expresion de factores maestros para cada

linaje (Tomado y adaptado de Beederman et al., 2013).

Wnt es una proteina rica en cisteina, que se encuentra en la membrana celular y desencadena
en el espacio intracelular una serie de eventos que regulan el desarrollo, la proliferacion celular, la
motilidad y el destino celular. Wntl, 2, 3, 3a, 8 y 8a son consideradas como las Wnt candnicas. Es
una via de sefalizacién que es dependiente de B-catenina. En las MSC, la via Wnt, juega un rol
vital en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular, expresando varios ligandos Wnt
(5a, 11, 16) y varios receptores para la proteina Wnt, como FZD2, 3, 4, 5 y 6. Se sugiere que este
estado indiferenciado, se mantiene gracias a la via canonica Wnt (Ling et al., 2009).

Notch es un receptor tipo ligando de trans-membrana que se compone de dos clases, DIl o
Jagged. En vertebrados hay 4 receptores Notch (Watt et al., 2008). La via Notch se destaca por ser
importante en la funcion de células madre de muchos tejidos, es una via de sefializacion bastante
conservada a través de la evolucion que regula decisiones celulares como la proliferacion,
diferenciacion y la apoptosis celular (Xie et al., 2013).

Las BMP son de miembros de la superfamila TGF—f. Estas proteinas que componen la via
de senalizacion de las BMP (Beederman ef al., 2013), juegan un rol importante en la diferenciacion
de las MSC, principalmente en la diferenciacion osteogénica (Wozney et al., 1988).

La via de senalizacion MAPK, estd encargada principalmente de iniciar y mantener el
programa de diferenciacion celular en las MSC (Mei et al., 2013), donde los factores de

transcripcion PPARy y Runx2 son necesarios para promover la adipogénesis y la osteogénesis
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respectivamente y ambas estdn asociadas a las vias de sefalizacion de ERK/MAPK (Ge et al.,
2007).

TGF-B, PDGF y FGF son citoquinas que inducen la proliferacion en las MSC, por medio de
la activacion de c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), que son parte de las MAPK. Estas citoquinas,
activan esta via induciendo la proliferacion celular y el ciclo celular, pasando desde la fase GO/G1

a la fase S (Kang et al., 2005).

Interaccion de las MSC y los nichos

Las MSC estan presentes practicamente en todos los tejidos de un individuo adulto, donde
pueden interactuar con las células del propio tejido en las que residen, asi como también con células
del sistema inmune, en situaciones de un proceso inflamatorio (Hoogduijn ef al., 2014).

En muchos tejidos, estos nichos contienen poblaciones celulares heterogéneas, teniendo cada
uno de ellos una funcion especifica, donde se genera una interaccion entre estas y las MSC (Lane
et al.,2014). La existencia de estas poblaciones de MSC de reserva, para dar origen a células con
un mayor grado de especializacion y la reversion de células diferenciadas hacia MSC, esta
condicionada por el nicho.

En el nicho, las MSC interactian de dos maneras, a través del contacto directo célula-célula
entre las MSC y el resto de las células del nicho o de manera indirecta, a través de interacciones
mediadas por factores secretables. En el contacto directo, priman receptores como moléculas de
adhesion células-células y de ligdndos unidos a membrana (Lane ef al., 2014). En el grupo de los
ligandos, se encuentran diversas vias de sefializacion que intervienen en el desarrollo y
diferenciacion de las MSC, como Wnt, Notch, BMP, miembros de la familia MAPK, miembros de
la familia TGF y FGF, siendo todas estas, vias de sefializacion, las que estan implicadas en la

regulacion de la diferenciacion de las MSC (Andersson ef al., 2011).

Fuentes de obtencion de MSC

El tejido mesenquimal o también conocido como tejido estromal, contiene una importante
poblacion de MSC, hasta la fecha se han aislado MSC desde diferentes tejidos, tales como el tejido
adiposo (ASC del inglés Adipose derived Stem Cells; Zuk et al., 2001), médula 6sea (BM-SC del
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ingles Bone Marrow-derived Stem Cells; Krebsbach et al., 1999), ligamento periodontal (PDL-SC
del ingles, Periodontal Ligament—derived Stem Cells; Miletic ef al., 2014), pulpa dental (DP-SC
del ingles Dental Pulp-derived Stem Cells: Akpinar ef al., 2014), membrana sinovial (SM-MSC
del ingles Synovial Membrane-derived Stem Cells; Vandenabeele et al., 2003), cordon umbilical
(CB-MSC del inglés Cord Blood-Mesenchymal Stem Cells; Zhang et al., 2011), sangre de cordon
umbilical (UCB-MSC del inglés Umbilical Cord Blood-Mesenchymal Stem Cells; Koch et al.,
2007; Sibov et al., 2012), gelatina de Wharton (UCM-SC del inglés Umbilical Cord Matrix-Stem
Cells; Seshareddy et al., 2008), células madre derivadas de sangre periférica (BD-SC del inglés
Blood derived Stem Cells; Marfe et al., 2012; Spaas et al., 2012) y otros como periostio (Kisiel et
al., 2012), musculo (Qu-Petersen et al., 2002), higado (Lu et al., 2014), pericondrio (Arai et al.,
2002), foliculo piloso (Yu et al., 2006), placenta (Miao et al., 2006), liquido amnidtico (Wouters
et al., 2007), menstruacion (Patel et al., 2008), orina (Zhang et al., 2014) y desde endometrio
(Gargett et al., 2009; Cabezas et al., 2014; Cabezas et al., 2017; Rink et al., 2017).

Caracteristicas de las MSC derivadas de tejido adiposo

El tejido adiposo en el humano, estd compuesto por dos tipos, los cuales coexisten, pero
tienen diferentes funciones, la grasa blanca y la grasa parda. La grasa blanca est4 encargada de la
reserva energética mientras que la grasa parda es especializada en el gasto energético, teniendo una
actividad termogénica (Cannon, 2004). El tejido adiposo blanco, estd compuesto por adipocitos
maduros, células vasculares estromales (Figura 4), donde podemos encontrar células inmunes,
células endoteliales y células precursoras de adipocitos (Dani y Billon, 2012).

Las células precursoras de adipocitos derivan de las MSC que provienen de la capa germinal
mesodérmica (Cannon, 2004). Pero durante el desarrollo de los vertebrados superiores, el
mesodérmo no es la unica capa germinal de la que derivan las MSC de tejido adiposo (Dani y
Billon, 2012b). Ya que hay estudios donde se demuestra que en la cabeza por ejemplo, los hueso
faciales derivan desde la cresta neural, que corresponde a un grupo de células que derivan del
neuroectodérmo (Dupin, et a/.,2000). Pero aun asi varios estudios han intentado dilucidar el lugar
en el que residen las MSC en el tejido adiposo, demostrando por inmuno-tincion, que las MSC
derivan de la Fraccion Vascular Estromal (FVE) del tejido adiposo, encontrandose especificamente

en la zona peri-vascular de los vasos sanguineos que lo irrigan, localizdndose la expresion de
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marcadores como a-SMAD en la musculatura lisa de todos los vasos sanguineos, CD31 en el
endotelio de los mismos vasos sanguineos, mientras que OCT4 y SSEA-1 fueron localizados en
musculo liso pero no en células endoteliales (Lin et al., 2008).

Las ASC, tienen una gran ventaja sobre el resto de MSC, ya que son una fuente de células
con mayor accesibilidad que las BM-SC por mencionar un ejemplo (Schiffler y Biichler, 2007),
pero aun asi, no hay mayores diferencias en morfologia, aislamiento, expresion de marcadores, y
capacidad de diferenciacion (Kern et al., 2006). En relacion a la morfologia, son células con
aspecto fibroblastico, que contienen un abundante reticulo endoplasmatico, una alta proporcion
nucleo-citoplasma, con mitocondrias y vacuolas citoplasmaticas en la zona peri-nuclear,
concluyendo en base a estudios realizados sobre la comparacion de ASC de diferentes especies,
estas no muestran diferencias significativas en su morfologia al ser aisladas, ni al mantenerlas en

cultivo in vitro (Grzesiak et al., 2011).

Embryonic stem cells

Generation of adipocyte precursors
|

Mesenchymal stem r:gll/ o

% ________ Terminal differentiation =N
Pref1, Sox9, C/EBPs, PPARg,... “—o>=—+/

Stromal-vascular fraction Adipocyte fraction
Adipocyte precursors,... Adipocytes

Self renewal,

plasticity

Figura 4: Eventos claves de la diferenciacion desde MSC a adipocitos en dependencia de la existencia de factores
maestros de la diferenciacion adipogénica, donde se puede apreciar los tipos de células que coexisten en la grasa blanca.

(tomado y adaptado de Dani y Billon, 2012).
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Aislamiento de las ASC

Los primeros reportes se realizaron en los afios 60, aislando las células desde tejido adiposo
del epididimo de un ratén, por medio de un procedimiento quirrgico, mecénico y posteriormente
enzimatico (Rooney et al., 1963; Rodbell y Jones, 1966). Seguido a esto, se plantea un protocolo
de aislamiento de MSC a partir de lipo-aspirados humanos, de tejido subcutaneo, obteniéndose la
FVE.

La FVE corresponde a una poblacion heterogénea de células, que incluye células
endoteliales, mastocitos, macrofagos, células epiteliales (Rooney et al., 1963) y MSC (Almeida et
al.,2008). En la practica veterinaria, la lipoaspiracion no es comun y por lo general se obtienen las
ASC a partir de tejidos seccionados quirtirgicamente, lo que hace més complicada la disponibilidad
y el acceso en comparacion con el lipo-aspirado. Las poblaciones de ASC pueden variar
dependiendo del tipo de método que se usa para su obtencion, ya sea por un lipo-aspirado o por
una abdominoplastia. Si bien en el lipo-aspirado se obtiene una gran cantidad de tejido y por ende
muchas células para cultivo, esta técnica genera un alto dafio en el tejido, resultando en la liberacion
de mediadores pro-inflamatorios, situacién que genera la migracion de otros tipos celulares a la
zona de lesion (Tholpady et al., 2006). El rendimiento promedio en relacion a la cantidad de MSC
que pueden llegar a obtenerse varian enormemente dependiendo de la fuente de aislamiento, ya
que en el aislamiento de BM-SC por medio de un gradiente de densidad, solo el 0,001 a 0,01% de
las células aisladas corresponden a MSC, mientras que desde 1gr de tejido adiposo pueden ser
aisladas aproximadamente 5x10° MSC, una cantidad 500 veces mayor de células que las que se
logran obtener a partir de la médula 6sea (Pittenger et al., 1999). Es por ello, que el aislamiento,

cultivo y uso en tratamiento de las ASC se hace mas atractivo.

Caracteristicas biologicas de las ASC

Las MSC que son aisladas desde tejido adiposo, presentan un variado patron fenotipico. En
humanos por ejemplo, se ha descrito que las ASC deben ser, (CD29, CD44, CD73, CD90 y
CD105)" y (CD14, CD34, CD45, CD117, CD31 y HLA-DR) (Ryu ef al., 2013), mientras que en
ratas, deben ser (CD29, CD90, CD54 y MHC de clase I)" y (CD45, CD106 y MHC de clase 1I)
(Niyaz et al., 2012).
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En cultivo las ASC tienen la capacidad de formar colonias (Friedenstein, 1974). En las MSC
humanas las colonias se forman a partir de una sola célula, en cambio en ratones una célula puede
generar varias colonias dado que la célula se desprende de la superficie de la placa de cultivo, se
expande y vuelve a re-sembrarse y adherirse a la placa (Pochampally, 2008). La formacion de
colonias ha sido ampliamente reportada en investigaciones con MSC (Pessoa et al., 2014). El
tiempo de doblaje de las MSC es muy superior a las células somaticas normales, con un doblaje
que va de los 3.6 a los 4.7 dias en células somaticas vs a 1 dia en MSC (Mitchell et al., 2006).
Algunos estudios indican que las ASC tienen una capacidad proliferativa mayor que las BM-SC,
dado el namero de células que se puede obtener desde la muestra inicial (Pendleton et al., 2013).

Mientras que la capacidad de diferenciacion de las ASC hacia linajes mesodérmicos, esta
ampliamente estudiada y demostranda, logrando diferenciarlas in vitro hacia adipocitos,

condrocitos y osteoblastos (Bunnell et al., 2008; Pendleton et al., 2013; Devitt et al., 2015).

Caracteristicas especificas de ASC equinas derivadas de tejido adiposo (eASC)

Diversos grupos de investigacion han caracterizado las MSC derivadas de tejido adiposo en
la especie equina, por los tipos de lesiones que sufren estos animales y su impacto econdmico. Para
estas células, en las especie equina, se ha descrito que en cultivo in vitro, presentan una capacidad
de adhesion mayor que las MSC derivadas de médula 6sea y de cordén umbilical, con una adhesion
al plastico que se genera entre las 32 y 48 hrs post cultivo respectivamente (Barberini ez al., 2014)
y dentro de las primeras 24 hrs de cultivo, ya se pueden apreciar células mononucleares con forma
de huso adheridas a la placa de cultivo (Vidal et al., 2007).

En relacion a su potencial de diferenciacion hacia linajes mesodérmicos, ha sido ampliamente
reportado que las ASC equinas tienen la capacidad de diferenciarse a linajes osteogénicos,
condrogénicos y adipogénicos bajo estimulos adecuados (Vidal et al., 2007; Ranera et al., 2011;
Bravo et al., 2012; Carvalho et al., 2013; Barberini et al., 2014) y presentan una alta expresion de
fosfatasa alcalina (Vidal et al., 2007).

Hay muchos estudios respecto al estudio del inmunofenotipo de las MSC, pero muy pocos
de estos, cuentan con paneles de expresion completos para los marcadores indicados por la ISSC.
Dentro de lo que se ha reportado, estas células resultan ser positivas para CD90, CD105, CD44
(Carvalho et al., 2009; Carvalho et al., 2013; Barberini et al., 2014), CD29, CD73 (Ranera et al.,
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2011) y MHC I (Carrade et al., 2012), mientras que presentan una baja expresion de CD34, MHC
II (Barberini et al., 2014), CD14, CD79 (Carvalho et al., 2013), CD13 (Carvalho et al., 2009),
CD45 y CD11b (Bravo et al., 2012).

Todas estas caracteristicas que son analizadas in vitro, corresponden a parte de las
caracteristicas biologicas que le otorgan la capacidad de renovar tejidos a las MSC, por lo cual, en
las ultimas décadas, han sido objeto de interés para ser utilizadas como herramientas para
tratamientos en patologias degenerativas tanto en humanos como en otras especies de mamiferos

domésticos.

Uso de MSC equinas en medicina regenerativa

Las MSC en la medicina veterinaria, se han adoptado como una poderosa herramienta
terapéutica para lesiones degenerativas, en especial en la especie equina, dado el gran numero de
animales que sufren lesiones asociadas al tipo de actividad que realizan. Varios grupos alrededor
del mundo, han trabajado en revertir lesiones principalmente musculo esqueléticas en equinos de
competencia utilizando tratamientos a base de MSC, pero muchos de estos trabajos carecen de un
grupo control y son basados principalmente en la casuistica clinica (Schnabel et al., 2013). Herthel
(2001) traté 100 caballos con lesiones en el ligamento suspensor, con BM-SC aut6logas. A los 6
meses, el 84% de los caballos habian retornado al trabajo de forma completa, resultando en el
primer reporte de tratamientos con MSC en equinos. Esto gatilld una serie de ensayos empleando
diversas fuentes de MSC, tales como BD-SC (Marfe et al., 2012; Spaas et al., 2012), BM-SC
(Renzi et al., 2013), ASC (Del Bue et al., 2008; Nixon et al.,2008; De Mattos Carvalho et al.,
2011), placenta (Carrade et al., 2011) y UCB-MSC (Van Loon et al., 2014).

Las patologias tratadas en equinos han sido principalmente, lesiones musculo esqueléticas y
reproductivas, en las que se ha demostrado ser efectivas, como es el caso de la enfermedad
degenerativa articular (Carrade et al., 2011; Spaas et al., 2012), lesiones en el tendon flexor digital
superficial (Smith et al., 2003; Nixon et al., 2008; Godwin et al., 2012; De Mattos Carvalho ef al.
2013), laminitis (Morrison et al., 2014), osteoartritis (Nicpon et al., 2013) y endometriosis
(Mambelli et al., 2013; Falomo et al., 2015).

Un resultado que se puede extraer de estos reportes, el cual no es menor, resulta ser la

recuperacion de los animales posterior al tratamientos con porcentajes de reincorporacion que
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superan en algunos casos el 80% (Marfe et al., 2012; Renzi et al., 2013), lo cual es de gran interés
tanto para el médico veterinario como para el propietario o productor, ya que las terapias con MSC
mejoran notablemente la calidad de vida del paciente y permiten recuperar la performance del
animal versus un tratamiento tradicional (Del Bue et al., 2008; Godwin et al., 2012; Durgam y
Stewart, 2017).

Otro problema en la medicina veterinaria, que ha sido objeto de interés, corresponde a las
lesiones reproductivas en yeguas, centrandose principalmente en el tratamiento de la endometrosis
pero con resultados hasta la fecha muy pobres (Mambelli ef al., 2013). No existen hoy en dia
estudios suficientes y adecuadamente controlados que permitan tener una comprension mas
profunda respecto a la posibilidad de regenerar el endometrio en yeguas con MSC, situacion que
también es valida para la medicina regenerativa en lesiones de tendones, ligamentos y
articulaciones en equinos (Berry-Miller, 2012), no obstante son en su mayoria reportes de casos
clinicos, pero aun asi aportan informacidon valiosa respecto a la regeneracion de tejidos y a la
inocuidad de los tratamientos. Uno de los estudios mas completos y controlados se realizé en 2013,
donde se experimentd en ocho equinos, con los cuales se formaron dos grupos randomizados,
cuatro de ellos fueron tratados con ASC y los cuatro restantes fueron tratados con PBS (control
negativo), a todos los equinos se les indujo quirurgicamente la misma lesion dos semanas previas
al tratamiento y se administraron ASC autologas, dentro de los resultados obtenidos, se observo
que el uso de MSC impidié la progresion de la lesion, exhibiendo mejoras tanto en la arquitectura
del tendon y en la disminucion del proceso inflamatorio entre los animales tratados versus los no
tratados (Carvalho et al., 2013).

Eluso de MSC en la medicina regenerativa en equinos y en otras especies, es una herramienta
prometedora, pero atin hay que responder muchas preguntas respecto a sus usos terapéuticos, como
(cudl es el nimero Optimo de células a aplicar?, ;jcual es la mejor via de administracion? y
[conservan sus caracteristicas inmunomoduladoras posterior a un cultivo in vitro?. Actualmente se
hacen enormes esfuerzos para responder estas interrogantes, pero para ello, se requieren mayores
estudios, normas de manufactura estandarizadas como las normas de Buenas Practicas de
Fabricacion (Good Manufacturing Practice: GMP) y que sean realizados de forma controlada
(Schnabel et al., 2013). En las ultimas décadas ha existido un aumento en las aplicaciones clinicas
de las MSC, lo cual ha generado una gran preocupacion respecto a la produccion de estas células,

principalmente para su uso en humanos, por parte de la Food and Drug Administration (FDA) y la
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European Medicine Agency (EMA), para que las MSC sean consideradas como drogas
(medicamentos), por lo que, estan sujetos a los mismos requisitos legales y reglamentarios como
otros medicamentos para animales o humanos (FDA, 2015) y por ende, se rigen por las normas
establecidas para el ensayo y validacién de estos, debiendo ser producidas en condiciones GMP

(Sensebé et al., 2013).
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INMUNOBIOLOGIA DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Secrecion de factores bioactivos de las MSC

La manera en que las MSC actiian en una zona lesionada, ain no estd del todo clara, pero
uno de los postulados que mas ha cobrado fuerza en los ultimos afos, es el efecto modulador y
regulador de la respuesta inmune (Carrade ef al., 2012). El paradigma respecto a como las MSC
actian, cambi6 hace algunos afios cuando se incluy6 dentro de las caracteristicas de las MSC la
secrecion de factores bioactivos (Figura 5), que ejercen efectos paracrinos, inmunomoduladores,
anti-cicatrizacion y quimioatractantes sobre otras células (Meirelles et al., 2009).

Dentro de los factores bioactivos secretados por las MSC, se encuentran citoquinas anti-
apoptdticas tales como VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, IGF-I, postulando en base a esto,
que las MSC no reemplazan a las células del tejido lesionado, si no que actiian protegiéndolas de
procesos apoptoticos y estimulando su propia regeneracion (Rehman, 2004; Togel et al., 2007). De
igual modo, se han hallado citoquinas angiogénicas y quimioatractantes como VEGF, bFGF, HB-
EGF, TGF-a, TGF-B, TGF-p1, CXCL-1, RANTES, MCP-1 y M-CSF, las cuales intervienen
principalmente en estimular la neo-formacion de vasos sanguineos, a través del aumento en la
proliferacion de células endoteliales (Kinnaird et al., 2004). Otros factores descritos con
propiedades anti-cicatrizantes son bFGF y HGF, factores que estan involucrados principalmente
en prevenir la produccion de zonas fibroticas (Rehman, 2004). Ademas de los factores
mencionados, se ha demostrado que las MSC cultivadas in vitro expresan moléculas tales como
IL-6, IL-11, SCF, LIF, M-CSF, SDF-1 y angiopoietina-1 (Park et al., 2009). De lo anterior se
desprende, que estos factores permiten generar las condiciones para regular la proliferacion, la
diferenciacion y la mantencion de las MSC (Haynesworth ef al., 1996). Mientras que en las ultimas
décadas, ha tomado cada vez mayor importancia los reportes de mediadores de la inmunidad
mediada por las MSC como PGE, (Bouffi et al., 2010), TGF-B (Nicola et al., 2002), iNOS (Sato
et al.,2007) e IDO (Meisel et al., 2004).
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Figura 5: Citoquinas liberadas por las MSC y sus efectos paracrinos en diferentes escenarios (Tomada y modificada

de Singer y Caplan, 2011)

Inmunomodulacion mediada por las MSC

Las terapias con MSC, se han basado en el uso de MSC provenientes del propio paciente

(autologos) o de un donante (alogénicos). En el primer caso, el donante y el receptor son el mismo

individuo y en el segundo caso el donante y el receptor son individuos diferentes, pero de la misma

especie. Varios estudios en medicina humana (Rafei et al., 2009; Hare et al., 2012; Majeed et al.,

2012; Xu et al., 2012) y en medicina veterinaria (Udehiya et al., 2013; Kol et al., 2015), han

determinado que el uso de MSC alogénicas pudieran presentar efectos adversos posterior a la

administracién. Sin embargo existe gran controversia respecto a este tema, llegando incluso a

sugerir que las MSC alogénicas, en comparacion con las autdlogas, tienen un mayor efecto

inmunosupresor (Maccario et al., 2005).
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Las MSC, son en general consideradas como células que presentan una baja
inmunogenicidad o “inmunoldgicamente privilegiadas™ (Uccelli et al., 2006). Esto es debido a la
reducida expresion de antigenos MHC clase I y I, junto a la expresion de marcadores de superficie
CD40, CD80 y CD86, que corresponden a moléculas co-estimuladoras requeridas para la
activacion de linfocitos T. Se ha visto tanto in vitro como in vivo, principalmente en humanos y
recientemente en especies domesticas, que las MSC modulan la produccion de citoquinas por parte
de las células dendriticas y subpoblaciones de células T DC1/Th1l y DC2/Th2, también bloquean
la maduracion y activacion de las células presentadoras de antigenos, aumentan la produccion de
células T reguladoras CD4" y CD25" y suprimen la funcion de células B y NK (Bassi et al., 2011;
Singer y Caplan, 2011).

Cuando evaluamos el efecto que tienen las MSC sobre poblaciones celulares involucradas en
la respuesta inmune, observamos que:

Las MSC in vitro, pueden inhibir la diferenciacion y la activacion de células dendriticas, las
cuales permanecen en un estado inmaduro, por el bloqueo de monocitos al entrar a la fase G1
acumulandose células de forma progresiva en la fase GO (Ramasamy et al., 2007). También pueden
generar cambios en el patréon de secrecion de estas células, estimulando la secrecion de
interleuquina 10 (IL-10), la inhibicién de Interferon gama (IFN-vy), interleuquina 12 (IL-12) y del
factor de necrosis tumoral o (TNF-a; Nauta e al., 2006). Al inhibir la maduracion y diferenciacion
de las células dendriticas, estas presentan una inhibicion de la expresion de proteinas de superficie
como CDla, CD40, CD83, CD80, CD86 y HLA-DR y una inhibicién de la endocitosis, lo cual se
ha observado cuando las celulas dendriticas son sometidas a un cultivo con el sobrenadante
proveniente de las MSC (Zhang et al., 2004; Jiang et al., 2005).

En linfocitos B en humanos, se ha visto que las MSC logran inhibir la diferenciacion terminal
de los linfocitos B a células plasmaticas, por lo cual se genera una disminucion de la secrecion de
inmunoglobulinas IgM, IgD e IgG y de la expresion de CD138 (Asari ef al., 2009). También se ha
observado que inhiben la quimiotaxis de los linfocitos B, a través de la modulacion en la expresion
de receptores de quimioquinas como CXCLI2 que interactia con CXCR4, de CXCL13 que
interactua con CXCRS5, de CCL19 y CCL21 que interactian con CCR7, receptores que se han visto

disminuidos en linfocitos B enfrentados con MSC (Corcione et al., 2006).
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Los efectos inmunomoduladores de las MSC sobre poblaciones de linfocitos T en humanos,
es algo que ha sido descrito principalmente en experimentos realizados con BM-SC. Las MSC son
capaces de reducir la expresion de algunos marcadores de activacion como CD25, CD38 y CD69,
esto apoya la hipotesis de que las MSC logran escapar al reconocimiento mediado por los linfocitos
T y que logran suprimir la proliferaciéon de células (CD3, CD4)" (Linfocitos T helper) y (CD3,
CDS8)" (Linfocitos T citotoxicos; Blanc et al., 2004). Cuando son sometidas a co-cultivo con las
MSC, la diferenciacion de los linfocitos T virgen (Tn) hacia linfocitos Thl se ve afectada,
disminuyendo los niveles de secrecion de IFN-y. Una situacion similar ocurre en la diferenciacion
de los linfocitos Tn hacia linfocitos Th2 en presencia de MSC, generandose una disminucion de
secrecion de IL-4 (Aggarwal, 2005). Por otro lado, cuando se diferencian linfocitos Tn hacia
células Th17 (CD3 y CD28)", se genera una inhibicién de la diferenciacion y de la secreciéon de
IL-4, IL-5, IL-13 y IL-10 (Ghannam et al., 2010).

En el caso de los linfocitos Natural Killer (Nk), las MSC generan una disminucion de los
receptores de superficie como MRFI, NKp30, NKp44, NKG2D, CD244 y CD132 (Spaggiari et al.,
2008). También se ha reportado, que inducen cambios en el patron de secrecion de las NK y de la
citotoxicidad de estas contra HLA clase I, lo cual se da por una baja expresion de NK Group2D
(NKG2D), el que esté involucrado en el reconocimiento inducido por el estrés del MHC de clase |
(Reinders y Hoogduijn, 2014).

Mientras que en el caso de los linfocitos T reguladores (Treg), cuando son enfrentados a las
MSC, no obstaculizan las funciones y los efectos de estas. Las primeras evidencias indicaron que,
las MSC inhiben fuertemente la expansion de linfocitos T CD8" y de células NK, pero favorece la
expansion de los linfocitos T CD4" especificamente al subconjunto que co-expresan CD25 y/o
CTLA-4, que corresponde a la sub poblacion de células conocida como Treg (Maccario et al.,
2005). Los linfocitos Treg dificultan la proliferacién de linfocitos CD4", CDS8" y células
dendriticas, los mismos subconjuntos de células inmunes que regulan las MSC (Velthuis et al.,
2006; Hendrikx et al., 2009). Junto a esto, se ha visto que las moléculas que los Treg utilizan para
su efecto tolerogénico, son las mismas que estan implicadas en la inmunomodulacion de las MSC,

como IL-10, TGF-f y Heme oxigenasa-1 (HO-1; Tang y Bluestone, 2008).
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Los mediadores por los que las MSC adquieren un fenotipo inmunomodulador varia

dependiendo de cada especie. De manera general, estas moléculas tienen como objetivo

inmunomodular y/o inhibir una respuesta inmune. Por mencionar algunos, en el caso de las MSC

de murinos, se ha visto que inhiben la proliferacion de células T por medio de la secrecion de NO,

mientras que las MSC humanas y primates no humanos, las citoquinas inflamatorias inducen la

secrecion de IDO (Ren et al., 2009). Estas diferencias y los mediadores descritos para las diferentes

especies estudiadas, pueden apreciarse en la tabla 1.

Tabla 1: principales mediadores inmunomoduladores detectados en diferentes especies de mamiferos.

Especie

Mediador Referencia
Humanos Hepatocyte Growth Factor (HGF) Ren et al., 2009
Indolamine 2,3-Dioxygenase (IDO) Ren et al., 2009
1L-6 Djouad et al., 2007
1IL-10 Tasso et al., 2012
Semaphorin-3 A Lepelletier et al., 2010
B7-H4 Xue et al., 2010
Leukemia Inhibitory Factor (LIF) Nasef et al., 2008
Galectin Lepelletier et al., 2010
Heme Oxigenase-1 (HO-1) Chabannes et al., 2007
Prostaglandina E2 (PGE,) English et al., 2009
Fas Ligand (FasL) Akiyama et al., 2012
Caninos Hepatocyte Growth Factor (HGF) Kang et al., 2008
Indolamine 2,3-Dioxygenase (IDO) Kang et al., 2008
TGF-p1 Lee et al., 2011
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Leeetal., 2011
COX2 Leeetal., 2011
IL-8 Leeetal., 2011
Prostaglandina E2 (PGE,) Kang et al., 2008
Murinos Oxido Nitrico (NO) Ren et al., 2008
1L-6 Djouad et al., 2007
1IL-10 Tasso et al., 2012
Chemokine Ligand 2 (CCL2) Lepelletier et al., 2010
Heme Oxigenase-1 (HO-1) Chabannes et al., 2007
Prostaglandina E2 (PGE,) English et al., 2009
Fas Ligand (FasL) Akiyama et al., 2012
Pollos Oxido Nitrico (NO) Khatri et al., 2009
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Equinos TGF-p1 Carrade et al., 2012
IL-6 Carrade et al., 2012
Prostaglandina E2 (PGE,) Carrade et al., 2012
Cerdos TGF-B1 Poncelet ez al., 2007
IL-10 Raoufi et al., 2011
Conejos TGF-p1 Liu et al., 2006
IL-10 Liu et al., 2006
Primates no humanos TGF-B1 Berman et al., 2010
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Berman et al., 2010

Se ha descrito que las MSC equinas secretan los siguientes mediadores: PGE,, IL-6, TGF-
e iNOS. Siendo estos estudios realizados comparando a las eASC y eBM-SC, determinando que
las MSC logran inhibir la proliferacion de linfocitos T y presentan un incremento en la secrecion
de IL-6 cuando son co-cultivadas con linfocitos T versus lasque no fueron co-cultivadas. Po otro
lado se ha observado una reduccion en la produccion de TNFa e IFNy por parte de los linfocitos T
cuando estaban en presencia de las MSC. Mientras que la produccion de iNOS, fue detectada
solamente en las e BM-SC, no asi en las eASC. Por otro lado, IDO no se ha detectado en ninguna
de las fuentes celulares hasta la fecha (Carrade ef al., 2011). Este estudio preliminar en la especie
equina permiti6 identificar las moléculas secretadas por las distintas fuentes de células madre
equinas.

De esta manera se postula, que la inhibicion de los linfocitos T depende de la fuente de origen
de las MSC equinas. Estudios posteriores realizado por el grupo de investigacion de Carrade et al.,
(2014) de la Universidad de California, Davis, USA, determinaron que la IL-6, no es la responsable
de inhibir los linfocitos T, lo cual se determind por el uso de anticuerpos anti IL-6. Al co-cultivar
los linfocitos T con las MSC, se inhibi6 la proliferacion, pero al inhibir la IL-6 no se revirtio el
efecto inhibitorio mediado por las MSC. Lo mismo se realizd con iNOS, el cual se inhibid por
medio de L-NAME y no se vieron efectos de reversion del fenomeno, pero cuando se analiz6 la
secrecion y la inhibicion de PGE,, se observd que al inhibir PGE; si se lograba revertir el efecto
inhibitorio, observandose una proliferacion progresiva de los linfocitos T. Esto fue acompafiado de
una restauracion de la secrecion de citoquinas producidas por los linfocitos T, tales como TNFa y
IFNy. Lo interesante de esto, es que PGE, es secretada por las principales fuentes de MSC como

las ASC, BM-SC, CB-MSC y UCB-MSC.
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Se postulan varias explicaciones para el fenomeno de inhibicion de la proliferacion de
linfocitos T, dependiendo de la fuente celular; este puede estar dado por (1) una disminucion de la
sintesis de ADN en la fase S, (2) un arresto en el ciclo celular en fase GO/G1 ¢ (3) una induccion
de la apoptosis. Las eASC y las eUC-SC, inducen a la apoptosis de las células T, mientras que las

eUCB-SC y las eBM-SC inducen a los linfocitos T a quedar arrestados en GO (Carrade et al., 2014).

Precondicionamientos de las MSC

Los fendmenos descritos, han sido evaluados principalmente in vitro, situacion muy diferente
a lo descrito in vivo. Durante el trasplante de MSC, existe una gran pérdida de estas en las zonas
lesionadas, ya sea por una bajo subministro de sangre, isquemia, inflamacién o por la induccién de
apoptosis celular (Noiseux et al., 2012). Esto genera grandes complicaciones y obliga a la
comunidad cientifica a buscar alternativas para minimizar estos riesgos, entre ellos se ha estudiado
la posibilidad de generar precondicionamientos in vitro a las MSC y asi potenciar sus
caracteristicas.

Junto al precondicionamiento de las MSC, se ha estudiado el efecto de diferentes moléculas
para generar un efecto mitogénico en los linfocitos T, utiliando diferentes estrategias para estimular
la capacidad proliferativa de estos. Entre los precondicionamientos usados, se ha descrito el uso de
triaclil lipopeptido para estimular TLR1, peptidoglicanos para estimular TLR2, dSRNA como Poly
I:C para estimular TLR3, el uso de LPS para estimular TLR4, diacril lipopeptido para estimular
TLR6, ssARN para estimular TLR7 y CpG ADN para estimular TLR9 (Caramalho et al., 2013;
Peng et al., 2005; Liu et al., 2010; Salem et al., 2011; Kulkarni et al., 2011). De esta manera se
estimula la activacion de celulas CD4", se suprime la actividad de linfocitos Treg o se logra
aumenta la supervivencia de los linfocitos T, este fenomeno es escencial para realizar los ensayos
in vitro de cocultivo y determinar la efectividad del licenciamiento inmunologico de las MSC.

Por otro lado, para potenciar las caracteristicas inmunomoduladoras de las MSC, se han
probado diferentes estrategias in vitro (Saparov et al., 2016), como el precondicionamiento con
hipoxia (Bader et al., 2015; Rosova et al., 2015; Beegle et al., 2015), el uso de citoquinas de la
inmunidad innata como el IFNy y el TNFa (Tu et al., 2010; Noone et al., 2013), moléculas pro-
inflamatorias como el LPS (Gray et al., 2015; Ti et al., 2015), IFN, IFNy, IL-1B (Gu et al., 2015),
Poly I:C (Fuenzalida et al., 2016), hormonas como la Oxitocina (Szeto et al., 2008; Elabd et al.,
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2008; Kim et al., 2012; Noiseux et al., 2012; Vu et al., 2014) y cultivos tridimensionales como el
uso de esferoides (Ylostalo et al., 2012; Bartosh et al., 2013). Pero hasta la fecha le uso de PGE,y
sustancia P (SP) como moléculas precondicionantes, no han sido testeadas ni reportadas para el
precondicionamiento de las MSC.

En el caso particular de las moléculas analizadas en este estudio, se ha demostrado
ampliamente que la PGE; es uno de los mediadores importantes en la inmunomodulacion de las
MSC (Yagi et al., 2010; Zhao et al., 2015). Estudios in vitro con MSC han demostrado que PGE,
es producida en bajas cantidades en condiciones de cultivo, ya que para su expresion requiere de
un contacto célula-célula y una sefial paracrina proveniente de linfocitos (Zafranskaya et al., 2013).
En ausencia de un proceso inflamatorio, las MSC expresan de manera limitada factores como
COX-2, PGE,, TGF- e IDO, pero cuando estan en un ambiente inflamatorio, los factores pro-
inflamatorios estimulan a las MSC e inducen la secrecion de factores anti-inflamatorios (Tilley et
al.,2001). Se ha visto que en presencia de TNF-a e [FNy se incrementan la secrecion de PGE,, en
un contexto in vivo, lo cual se genera a través de la activacion de linfocitos T que secretan TNF-q,
el cual interactua con los receptores de TNF-a presentes en las MSC (Aggarwal et al., 2005). Se
ha discutido ampliamente si la secreciéon de PGE; o IDO tienen menor o mayor importancia en la
inmunomodulacién que ejercen las MSC, observandose que la PGE; estaria relacionada con la
supresion inmune temprana, mientras que IDO estaria relacionada con una supresion retardada
mediada por las MSC (Zafranskaya ef al., 2013). Ahora, la PGE; por si sola, no es mejor que el
resto de los mediadores, ya que el efecto inmunomodulador estd asociado al factor soluble que es
secretado (Kang ef al., 2008b). Lo cual indicaria que la asociacion de factores cooperan para un
efecto inmunomodulador mas efectivo (Zafranskaya et al., 2013).

Por otro lado, la SP es un neuropéptido de 11 aminoacidos que estd relacionada con la
percepcion del dolor (Hong et al., 2009; Li, 2014). Pero también se ha visto involucrada en la
quimiotaxis, movilizacion y homing de las MSC. Estoha sido observado en estudios realizados en
BM-SC en lesiones corneales, generandose una liberacion de SP endogena, la cual atrae células
CD29" desde el estroma de la médula 6sea. También son atraidas, cuando la SP es inyectada por
via intravenosa, por lo cual se deduce que la SP es un factor de dafio inducible que actia
tempranamente en el proceso de cicatrizacion. En el mismo estudio se logré demostrar que la SP
tiene la capacidad de estimular la transmigracion, la proliferacion celular, la activacion de la via

ERK 1 y 2 y la translocacion nuclear de B-catenina in vitro. Todo esto convierte a la SP en un
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mensajero y movilizador de células CD29" para la cicatrizacion de heridas, desde la periferia hacia
la zona de lesion (Hong ef al., 2009; Li, 2014; Lan et al., 2015). Otro estudio que se realizé con
una linea celular de médula 6sea ST2, demostro la expression del receptor NK1 en su superficie
(receptor para SP) y que éstas no sufrian efectos citotdxicos al ser tratadas con SP. También se
observo la capacidad de migracion de éstas células al estar en presencia de SP, generandose una
movilizacion a las 9 hrs posterior al tratamiento en una herida inducida (Tong et al., 1999). Con
estos datos se podrian evaluar tres enfoques importantes en la estimulacién con SP; (1) aumentar
la proliferacion de MSC endodgenas in vivo, (2) mejorar la migracion de las MSC desde la médula
6sea y (3) para inducir la proliferacion de las MSC recolectadas in vitro (Dubon y Park, 2015).
También, se ha reportado que la SP tiene un potente efecto sobre las MSC y su actividad
inmunomoduladora, ya que estudios recientes demostraron que la actividad de las MSC que eran
cultivadas por largos periodos de tiempo perdian la capacidad moduladora sobre los linfocitos T,
por una reduccion en los niveles de TGF-B1. Esto indica que la produccion de factores
inmunomoduladores decrece y eventualmente la funcion inhibitoria de las MSC sobre el sistema
inmune puede desaparecer. Pero cuando las MSC son precondicionadas con SP, estas incrementan
la produccion de TGF-B1 in vitro e IL-10 in vivo, de esta forma se revierte la incapacidad de
suprimir la actividad de los linfocitos T (Jin et al., 2015).

De lo discutido en esta seccion se puede concluir que las MSC son una herramienta
imprescindible en la medicina regenerativa veterinaria actual y que, desde el punto de vista practico
y funcional, las aproximaciones terapéuticas deben pasar preferentemente por el uso de células
alogénicas, para lo cual se precisa entender y manipular, como las células exdgenas pueden evitar

ser detectadas y eliminadas por el sistema inmune del receptor.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hipotesis

Sobre la base de lo planteado anteriormente, se propone la siguiente hipdtesis: “El
precondicionamiento con PGE; y Sustancia P, potencia las caracteristicas inmunomoduladoras de
las células madre mesenquimales equinas derivadas de tejido adiposo”.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del precondicionamiento de células madre mesenquimales (MSCs) con
PGE, y SP, sobre la capacidad de dichas cé¢lulas de adquirir actividad inmunomoduladora in vitro,

en un modelo celular equino, para su uso futuro en terapias regenerativas alogénicas in vivo.

Objetivos especificos

1. Aislary caracterizar las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo obtenidas de

muestras de caballo chileno.

2. Establecer la capacidad de dos moléculas (PGE, y Sustancia P) y de sus combinaciones, de
estimular la sintesis y secrecion cuantificable de mediadores de la actividad inmunomoduladora

de MSC:s in vitro.

3. Ensayar la actividad inmumoduladora in vitro de las MSCs sometidas a las sustancias y
combinaciones del objetivo anterior o no (virgenes), sobre linfocitos T. Seleccionar la mejor

condicion.

4. Evaluar el efecto de los tratamientos precondicionantes sobre la actividad bioldgica intrinseca

(no inmune) de las MSCs, en ensayos de migracion y de diferenciacion in vitro.
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5. Establecer mediante secretomica a través de la técnica MALDI-TOF, el patron de secrecion

global diferencial (proteico) de MSCs precondicionadas vs células virgenes.
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MATERIALES Y
METODOS
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Lugar de trabajo

La etapa de obtencion de las muestras de tejido adiposo se realizd en el hospital de animales
mayores de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Concepcion, campus Chillan
y la fase de procesamiento, andlisis de las muestras y experimentos, se desarrollo en el Laboratorio
de Biotecnologia Animal del Departamento de Ciencia Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Concepcion, campus Chillan. Este proyecto se realizo con el
financiamiento del proyecto FONDEF IDEA ID14110234 y con la aprobacién del comité de

bioética dentro del marco de dicho proyecto.

Disefio experimental

El modelo animal que se utilizd en este proyecto corresponde la especie equina, dada su
importancia en la economia deportiva en Chile y en el mundo por el gran impacto econdmico que
significa tener a uno de estos animales lesionados y la posibilidad de extrapolar este conocimiento
a la especie humana. Las muestras para la investigacion fueron de facil acceso dado el interés de
los propietarios de estos animales, los que tienen un gran valor sentimental, econémico y genético.
Las muestras fueron obtenidas a partir de tres animales, de la Fina Sangre Chilena (FSC), con
condicién corporal 5/9, buen estado de salud y de edades de entre 5 y 8 afios.

En relacion a los objetivos planteados, el estudio se dividié en dos grandes partes; en la
primera parte del estudio, se caracteriz6 biologicamente a las MSC derivadas de tejido adiposo
equino, en relacion a su capacidad proliferativa, diferenciacion a las tres estirpes mesodérmicas,
hueso, cartilago y grasa, capacidad de migracion e inmunotipificacion celular. Mientras que la
segunda parte, comprendid el estudio de las MSC en relacion a los factores de secrecion, la
adquisicion de una capacidad inmunomoduladora, ante el reto con moléculas PGE; y Sustancia P
y el efecto de estas moléculas sobre las propiedades bioldgicas intrinsecas definidas en la primera

parte del estudio (figura 6).
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5) Evaluacién de marcadores de superficie por medio de citometria de flujo

Poli:IC

Figura 6: Disefio experimental del estudio de la inmunobiologia de las eASC sometidas a precondicionamiento con

PGE, y SP. Fuente: elaboracion propia.

DETALLES DE LOS MATERIALES Y METODOS

1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES
DERIVADAS DE TE]JIDO ADIPOSO (eASC) OBTENIDAS DE MUESTRAS DE CABALLO
CHILENO.

1.1. Animales

Se obtuvieron muestras de tejido adiposo de tres caballos FSC con una condicién corporal 5
de una escala de 9 puntos (Henneke et al., 1983) y de un rango de entre 5-8 afios de edad, sanos al

examen clinico.
1.2. Coleccion de tejido adiposo y aislamiento de MSCs

Recoleccion y procesamiento del tejido adiposo: se tomaron quirargicamente 15 grs de
tejido adiposo subcutaneo desde la grupa de los caballos. El tejido se sometid a varios lavados en

una solucion salina tamponada con fosfato sdédico (PBS al 1%) a 37°C, suplementado con 1X de

Ensayos
. realizados con
MSC en
pasaje 3

6) Evaluacion de la capacidad de diferenciacion .
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antibiotico antimicotico (AAM), seguido de un picado manual y digestion en tubos de 15 mL
conicos por 2 hrs en presencia de colagenasa-A (1 mg/mL) con agitacion suave a 38°C, como se
describid anteriormente (Castro et al., 2014). El tejido y los trozos sin digerir se dejaron sedimentar
y el sobrenadante se extrajo cuidadosamente y se sembro en placas de Petri estériles de 60 mm que
contenian DMEM: F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de AAM a 39°C
en 5% de CO,. Las células se adhirieron, crecieron y alcanzaron la confluencia en
aproximadamente 3 a 5 dias y se subcultivaron dos veces mas antes de la congelacion. El cultivo
primario se denomind equine adipose stem cells (¢ASC). En todos los experimentos se usaron estas

células en pasaje 3 (P3).
1.3. Viabilidad celular

La viabilidad celular se evalu6 usando tincidon con naranja de acridina/ioduro de propidio (kit
de viabilidad celular AO/PI, Logos Biosystem, Seul, Corea), segtn instrucciones del fabricante. La

lectura se realizé en un contador de células fluorescentes automatico Luna I (Logos Biosystem).
1.4. Estimacion del tiempo de duplicacion de la poblacién (PDT)

Este ensayo se realiz6 esencialmente como se describi6 anteriormente (Alipour et al., 2015).
En resumen, las células en P3, se sembraron a una densidad de 30000 células/pocillo en placas de
12 pocillos. Después de 6 dias o al llegar a la confluencia, el nimero de células se contd de nuevo
y el PDT se calculd utilizando un software en linea (http//doubling-time.com/compte.php). El
algoritmo para el calculo fue, PDT: duracion del cultivo * log (2) /log (concentracion final) - log
(concentracion inicial). Todo el conteo se realizo en el contador automético de células fluorescentes

Luna IT (Logos Biosystem, Setl, Corea).
1.5. Diferenciacion de tri-linaje y tincion especifica

Todos los procedimientos descritos a continuacion se realizaron para cada animal por
triplicado en placas de 6 pocillos en P3. Las células se sembraron y se les permitié alcanzar 80-
90% de confluencia. En este punto, se eliminé el medio de cultivo, las células se lavaron dos veces
con PBS al 1X y se cambi6 por los medios de induccion comerciales (STEMPRO Differentiation
kit A1007001, A1007101, A1007201, Gibco, Grand Island, NY, EE. UU.) y se mantuvieron bajo

los estimulos de diferenciacion durante 21 dias. En los dias 7, 14 y 21 se realiz6 la tincion
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especifica. Cada experimento incluia un control negativo de células tefiidas las que no se

encontraban inducidas.

1.5.1. Tincion de Alizarin red para la diferenciacion osteogénica: las células se lavaron dos
veces con PBS al 1% y luego se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15 min a
temperatura ambiente (TA) y se tifieron con 1 mL por pocillo de Alizarin red S al 2%
(Sigma Aldrich), pH 4,1 a 4,3, se incub6 durante 20 minutos con agitacion suave. El exceso
de tincién se elimind lavando 4 veces en 1 mL de PBS al 1% durante 5 minutos con
agitacion sutil. Finalmente, las placas se examinaron bajo el microscopio invertido para
buscar cristales de hidroxiapatita.

1.5.2. Tincion con Alcian Blue para la diferenciacion condrogénica: las células se lavaron dos
veces con PBS al 1% y luego se fijaron con etanol al 100% durante 60 minutos a TA, se
lavo con PBS al 1% y se tifieron con 1 mL por pocillo de Alcian Blue 8GX al 0,02% (Sigma
Aldrich), pH 1, durante 3 hrs con agitacion suave y posteriormente se lavd 3 veces con 1
mL de etanol al 100% durante 5 minutos con agitacion. El exceso de liquido se eliminé y
luego se evaluo bajo el microscopio invertido para glicosaminoglicanos acidos (GAG).

1.5.3. Tincion con Oil red para la diferenciacion adipogénica: las células se lavaron dos veces
con PBS al 1% y luego se fijaron con formaldehido al 10% durante 20 min a TA, se lavaron
y se tifieron con la solucion de Oil red durante 20 minutos bajo agitacion sutil. Las células
se lavaron 3 veces con 1 mL de PBS al 1% para eliminar el exceso de colorante. Finalmente,
las células se visualizaron bajo el microscopio invertido, para observar la coloracion roja

de las vacuolas lipidicas dentro de las células.

1.6. Analisis de imagenes

La medicion semicuantitativa de la diferenciacion se realizé por medio del analisis de las
imagenes con el software libre ImageJ (https://imagej.net). Para esto, diez marcos representativos
de cada imagen para cada tipo de diferenciacion fueron elegidos y procesados aleatoriamente por
el software Imagen J. Los valores se expresaron como porcentaje del area de cobertura para la

tincion dada y se calcularon usando la media de todas las mediciones y desviacion estandar.
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1.7. Histologia

Los pellets de la diferenciacion condrogénica fueron fijados en paraformaldehido al 4% en
PBS 1%, por 48 horas, luego fueron procesadas en un procesador automatico Citadel 1000
Shandon, cortes a 4um fueron hechas desde muestras embebidas en parafina (FFPE). Las muestras
fueron tefiidas con hematoxilina eosina, Alcian blue PAS pH 2,5 segin pardmetros de la AFIP
(Armed Forces Institute Pathology, Estados Unidos). Para visualizarlas se utilizd un microscopio

de luz Axioscope 4.0 Carl Zeiss.
1.8. Migracion celular por ensayo de Scratch

La monocapa de células cultivadas en placas de 12 pocillos en confluencia total se expuso
durante 2 hrs a 10 mg/mL de Mitomicina C derivada de Streptomyces caespitosus (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, EE. UU.), para evitar sellar el scratch por la proliferacion celular. Después de la
incubacion, la mitomicina C se lavd con medio fresco y las células se sometieron al ensayo de
migracion como se describe anteriormente (Justus et al., 2014). La monocapa se rasguiié con una
punta amarilla en linea recta perpendicular al punto central imaginario de la placa. El rasgufio
abarc6 todo el fondo de la placa (ancho aproximado: 1 mm). Después del scratch, las células se
alimentaron con DMEM:F12 (1:1) sin suero (grupo de control) o con DMEM: F12 suplementado
con SFB al 10%. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El area rasgufiada sin células
se captur6 inmediatamente después del rasguio y se midi6 a las 12 y 24 hrs usando la captura de
fotografias y un sistema de software asociado con un microscopio invertido de fluorescencia EVOS
FL (ThermoFisher, Santiago, Chile). La barra de escala utilizada como referencia para las medidas
fue de 1000 mm. Se midio el porcentaje de llenado del rasguiio en diferentes puntos de tiempo para

eASC. Las iméagenes fueron analizadas por el software ImagelJ (https://imagej.net).

1.9. Analisis de marcadores de superficie de las eASC para marcadores

multipotentes

La citometria de flujo se utiliz6 como técnica para analizar los marcadores de superficie de
las MSC, en un citometro de flujo acustico (Attune® NXT Acoustic Focusing Cytometer,
ThermoFisher, Santiago, Chile). Los marcadores, la marca, el nimero de catélogo y el clon de los

anticuerpos utilizados se muestran en la Tabla 1. Todos los anticuerpos primarios, a excepcion de
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CD29 y CDI105, estaban conjugados comercialmente. Para CD29 y CD105, se utilizaron
anticuerpos secundarios marcados. En todos los casos se midio la autofluorescencia y la
fluorescencia de los anticuerpos marcados que coinciden con isotipos (IgGlk e IgG2a segtn el
anticuerpo primario). Se contaron 10,000 eventos en cada medicion. La reactividad cruzada de los
anticuerpos se provéd previamente en el laboratorio (datos no mostrados) utilizando controles
positivos y negativos apropiados tanto en citometria celular como en inmunofluorescencia, ademas
todos los anticuerpos utilizados se habian notificado anteriormente para caballos en la literatura

especializada (Carrade et al., 2012).

Tabla 2. Lista de los anticuerpos utilizados para el analisis de marcadores de superficie de MSCs equinas, a través de

citometria de flujo

Anticuerpo Especificidad Compaijiia  Clon Numero de Reactividad Hospedador
catalogo

PE mouse anti human CD90 CD90 BD SE 10 555596 Humano Raton

Mouse anti horse CD44:RPE CD44 ABD CVS18 MCA1082PE  Equino Raton

Mouse anti horse MHC class I MHC class I ABD CVS22 MBS224439  Equino Raton

monomorphic: RPE

Mouse anti horse MHC class 11 MHC class I1 ABD CVS20 MCAI1085PE  Equino Raton

monomorphic: RPE

Anti Human CD105 (unconjugated) CD105 eBioscience  SN6 124714 Humano Raton

CDA45 antibody PE conjugate CD45 Thermo EM-05 MA1-10233  Ratén Rata

CD29 antibody (unconjugated) CD29 Beckman 4b4LDCILDHS8 4235595-G Ratén/Rata Raton

2. ESTABLECER LA CAPACIDAD DE DOS MOLECULAS (PGE2, SUSTANCIA P) DE
ESTIMULAR LA EXPRESION CUANTIFICABLE DE MEDIADORES DE LA
ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE eASC in vitro.

2.1. Analisis de RT-qPCR

Un microgramo de ARN total, fue utilizado para la sintesis de ADNc, mediante transcripcion
reversa. La contaminacion de ADN, fue eliminada por medio del tratamiento de DNase y RNase-
free. Para cada muestra, se realiz6 una reaccion completa, pero sin transcriptasa inversa (RT). Los
cebadores se seleccionaron cuidadosamente para amplificar regiones expresadas verdaderas,
abarcando intrones de los genes y para evitar la amplificacion de pseudogenes o variantes de corte
y empalme. El andlisis de expresion génica se realizd mediante PCR en tiempo real usando el
método de curva estandar. Para eso, las curvas estdndar para cada gen se prepararon utilizando

diluciones seriadas de productos de PCR cortados y eluidos de geles de agarosa y cuantificados
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por Epoch (Biotek, Berlin, Alemania). Se incluyeron ocho puntos en cada curva estandar y se
usaron 2 pl por duplicado para cada punto de la curva. En todas las lecturas de qPCR, se utiliz6
ACTB y GUSB como controles internos. Solo aquellos experimentos de PCR con una eficiencia
(incluyendo curvas estdndar y muestras) con un rango de 90-110% con un coeficiente de
correlacion de 0.97, se usaron para el analisis de expresion génica. Ademas, todas las muestras
dentro del rango de cuantificacion de la curva estandar se consideraron para el analisis. Las
muestras se procesaron por triplicado en una reaccion de 10ul usando SYBRGreen en el equipo de
PCR en tiempo real MX3000P (Agilent, Santa Clara, CA, EE. UU.). Los valores de la curva de
disociacion y el umbral de corte (CT) se calcularon con el software incorporado para todas las
lecturas. La lista de partidores est4 disponible en la tabla 3. Los genes analizados son los siguientes:

TNFa, IL1a, IL-10, IL-8, IL-6, PGES y los genes constitutivos ACTB y GUSB.

Tabla 3: Pares de partidores utilizados para el analisis de PCR con sus respectivas secuencias y temperaturas de

anilling (TA)).

Numero de acceso Gen Forward Reverse TA

NM_001081819.2 TNFa
NM_001082500.2 IL-la
NM_001082490.1 IL-10
NM_001083951.2 IL-8
NM_001082496.1 IL-6
NM_001081935.1 PTGES
NM_001081838.1 ACTB
XM_005598720.2 GUSB

-GCTGGAGAAGGGTGATCAAC-3"
-GACTGTTTGTGAGTGCCCAA-3"
-TCATCGATTTCTGCCCTGTGA-3"
-TTGGCCGTCTTCCTGCTTTC-3"
-CCAAAGTCCTGGTCCAGATCC-3"
-GAAGAAGGCTTTCGCCAACC-3°
-GCTCCCAGCACGATGAAGAT-3"
-TGATGTGGTCTGTGGCCAAT-3

-TCACAGGGCAATGATCCCAA-3" 55°C
-AAGAAGAGGAGGTTGGTCTCA-3" 53°C
-ACTCATGGCTTTGTAGACACCT-3" 54°C
-AAGGTTTGGAGTGCGTCTTGA-3"  55°C
-GTGAATGCAGCTTAGCCAGC-3’ 55°C
-ATGGTCTCCATGTCGTTCCG-3" 58°C
-GGTGGACAATGAGGCCAGAA-3"  53°C

5
5
5
5
5
5
5
5 -CGGGAAGGGTCCAAGTCTTT-3" 56°C

5
5
3
5
5
5
5
5

3. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD INMUMODULADORA in vitro DE LAS eASC
SOMETIDAS A LAS SUSTANCIAS Y COMBINACIONES DEL OBJETIVO
ANTERIOR O NO (ViRGENES), SOBRE LINFOCITOS T EN MODELOS DE CO-
CULTIVO. SELECCIONAR LA MEJOR CONDICION.

3.1.Linfoproliferacion

3.1.1. Células monocucleares aisladas desde sangre periférica (PBMC): La sangre fue

colectada de sangre periférica de equinos, desde la vena yugular, en tubos con EDTA. Se
obtuvo mezclando 15 mL de sangre entera con 15 mL de PBS al 1X, depositandolos en 15

mL de Ficoll Histopaque-1077 (Sigma, 10771), se centrifugaron a 400 x g por 30 minutos
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sin freno, la fraccion de PBMC fue aislada y se lavdo dos veces con PBS al 1X
centrifugdndolas a 1500 rpm por 10 minutos sin freno y el pellet resultante se re-suspendio
en medio RPMI 1640 (Biological Industries) suplementado con 10% de SBF inactivado y

se mantuvieron en hielo hasta su uso.

. Precondicionamiento de las eASC: las eASC se cultivaron en placas de 6 wells hasta

llegar a un 90% de confluencia en pase 3, una vez alcanzada la confluencia se estimularon
con 3 uM por 24hrs de PGE; (Prostaglandin E2, Cayman Chemical, 14010, Ann Harbor,
MI, Estados Unidos), en medio DMEM HG (Gibco) a pH 6.8, otro grupo con 3 uM de
PGE, asociada a 100nM por 24 hrs SP (TOCRIS, 1156) en medio DMEM HG a pH 6,8, un
grupo solo con 100nM por 24 horas SP y otro grupo con 10ng/ml de IFNy (Recombinant
human IFN gamma protein, R&D) en medio DMEM HG pH 7,2 por un periodo de 24 hrs
a 37°C, 5%CO; y humedad continua. Para evitar la proliferacion de las eASC en el co-
cultivo se inactivaron con Mitomicina C (Sigma, M4287), posterior a las 24 hrs de

precondicionamiento, por un periodo de 2 hrs a 37°C, 5%, CO, y humedad continua.

. Funcién inmunomoduladora de las MSC sobre las poblaciones de PBMC: se evaluo

por medio de la capacidad de modular a las PBMC activadas por mitégenos. Los mitogenos
utilizados fueron LPS (1pug/mL, LPS-BS5, InvivoGen, 15C11-MM) y Poly I:C (100pg/mL,
Poly (I:C) HMW fluorescein, InvivoGen, TLR-PICF). El co-cultivo se realizé utilizando
una proporcion de eASC:PBMC de 1:10 (10.000:100.000), en placas de 96 pocillos,
cultivadas en 100ul de medio RPMI 1640, suplementado con 10% de SBF inactivado. El

cultivo se mantuvo por un periodo de 72 hrs a 37°C, 5%, CO, y humedad continua.

. Ensayo de BrdU, para evaluar proliferacion de poblaciones de PBMC: este ensayo se

realizo segln lo indicado por el fabricante, para lo cual se uso el kit BrdU Staining kit para
citometria de flujo (Invitrogen). Brevemente: se adicionaron 10um de BrdU al medio de
cultivo 18 hrs previo a que se cumpla el tiempo final (en este caso 72 hrs). Se expusieron
las células al marcador a 37°C por 1 hr, se lavaron 2X. Se incubaron con el buffer de tincioén
para citometria de flujo por 15 minutos. Posteriormente, se agregaron 300ul de DNasa por
1 hr bajo incubacion a 37°C. Se agregaron 5Sul de anticuerpo anti BrdU y se incubaron por

20 a 30 minutos en oscuridad. Posterior a esto se leyo en el citdmetro de flujo.
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3.2. Analisis de marcadores para linfocitos T reguladores

Para el andlisis de los marcadores de linfocitos T reguladores, se utilizaron los anticuerpos
primarios conjugados CD4, Foxp3 y CD25 sin conjugar (tabla 4). El analisis se realizé por medio
de la citometria de flujo (Attune® NXT Acoustic Focusing Cytometer, ThermoFisher, Santiago,
Chile). Se consideraron 10.000 eventos por cada medicién. La medicion por citometria de flujo, se

realizo por triplicado para cada tratamiento.

Tabla 4: Lista de los anticuerpos utilizados para el analisis de marcadores de superficie de linfocitos T reguladores,

medidos a través de citometria de flujo

Anticuerpo Especificidad Compajiia Clon Numero de Reactividad Hospedador
catalogo

Mouse anti horse CD4 FITC CD4 BioRad CVs4 MCA1078F Equino Raton

Human CD25/IL-2R alpha antibody CD25 R&D Policlonal AF-223-NA Humano Cabra

Anti-mouse/rat Foxp3 PE FOXP3 Affimetrix ~ FJK-16s 12-5773. Ratén/Rata Rata

AffiniPure F(ab’) APC CD25 Jackson IR Policlonal 705-136-147 Cabra Donkey

4. EVALUAR EL EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS PRECONDICIONANTES SOBRE LA
ACTIVIDAD BIOLOGICA INTRINSECA (NO INMUNE) DE LAS eASC Y ANALISIS DE TRI-
POTENCIA DIFERENCIATIVA in vitro.

4.1. Capacidad tripotente de las eASC precondicionadas

Para evaluar la capacidad de diferenciacion de las eASC posterior al precondicionamiento se
someti6 a las mismas condiciones mencionadas anteriormente en el punto 1.5. La diferencia
consistio en que las células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos, por un periodo de 24 hrs de
precondicionamiento, momento en el cual se sustituy6é el medio de cultivo por los respectivos
medios inductores de la diferenciacion condrogénica, adipogénica y osteogénica, procedimientos

previamente descritos en los materiales métodos.
4.2. Inmunofenotipo de las eASC precondicionadas

Para la evaluacion de efecto del precondicionamiento sobre el inmunofenotipo de las eASC,
se sometieron a las mismas condiciones previamente descritas en el punto 1.9., pero cultivadas en
placas de 6 pocillos y precondicionadas con PGE; y SP por un periodo de 24 hrs, momento en el

que se realizo la lectura de los marcadores por citometria de flujo.
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5. ESTABLECER MEDIANTE SECRETOMICA, EL PATRON DE SECRESION
GLOBAL Y DIFERENCIAL DE eASC PRECONDICIONADAS CON PGE, y SP VS
LAS eASC VIRGENES, DE LA MEJOR CONDICION SELECCIONADA EN EL
OBJETIVO 2.

5.1. Analisis de proteinas secretables (secretémica)

Para el andlisis de las proteinas secretadas por las eASC. Las células se cultivaron con medio
precondicionante sin SFB por 24 hrs. Los medios precondicionantes utilizados fueron 1) PGE; en
medio DMEM HG (Gibco) a pH 6.8, 2) PGE; + SP en medio DMEM HG a pH 6,8, 3) SP; y 4)
IFNy (estdndar de oro) en medio DMEM HG pH 7,2 por 24 hrs a 37°C, 5%, CO; y humedad
continua. Para el andlisis comparativo se utiliz6 como control células eASC no precondicionadas
y su secretoma se consider6 como la linea basal de proteinas secretadas al espacio extracelular.
Posterior a la incubacion por 24 hrs, se colectaron los sobrenadantes, se resolvieron en un gel de
poliacrilamida al 12%, se cortaron las bandas (9 en total) y se enviaron a la Universidad de South
Dakota en Estados Unidos para el servicio de secuenciacion. Este se llevo a cabo por espectrometria

de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight).
5.2. Identificacion de proteinas de la digestion en solucion (proteé6mica de shotgun)

El analisis de shotgun se realizé de acuerdo a lo reportado por Sun et al., 2013 y Callegri,
2016. La proteina liofilizada se disolvio en acido clorhidrico Tris 50 mM, seguido de reduccion
con DTT 50 mM a 65°C durante 5 minutos y se alquilé con 100 mM de yodoacetamida a TA
durante 30 minutos. Se afiadi6 un grado secuenciado de tripsina a 1/40 (ng de proteasa/pug de
proteinas) e incub6 a 37°C durante la noche para realizar la digestion. La reaccion se detuvo
mediante la adicion de 4cido acético para alcanzar un pH<3 y las proteinas digeridas se colocaron
en hielo seco y luego se concentraron en un speedVac. Los péptidos tripticos se analizaron en un
Ultimate 3000 nanoUHPLC utilizando un atrapamiento y desalacion en linea a través de una
columna trampa con un cartucho de 300um x 20 mm Acclain PepMap C18 100A (Thermo
Scientific) y separados por un Acclaim PepMap RSLC 2um, 75um X 15 cm, nanoViper (Thermo
Scientific) acoplado al espectrometro de masas nanoESI QExactive Plus Orbitrap HR/MA. Las
condiciones de la cromatografia fueron las siguientes: se utiliz6 un gradiente largo de 2 horas: 0-4

min, B isocrético al 1,2%; 4-98 min, 1.2-98% B lineal. Fase A mévil (Agua/Acido formico, 99.9:
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0.1% v/v), y fase B (Agua/Acetonitrilo/Acido formico, 20/80/0.08% v/v). La velocidad de flujo
del solucionador fue 300-400 nL min-1. El instrumento QExactive Plus fue operado en modo
dependiente (DDS) para cambiar automaticamente entre la adquisicion completa de MS y MS/MS.
Los iones se analizaron en modo de ion MS positivo (m/z 350-1800) con una resolucion de 70,000
(m/z 200) después de la acumulacion con iones objetivo a un valor de 1x10° basado en el AGC
predictivo. La seleccion de iones MS/MS se establecio en 1x10° cuentas. El espectro se
deconvoluciono y se analiz6 utilizando Mascot Distiller v2.6 (www.matrixscience.com). Se generd
una lista de formatos genéricos de Macot (formato MGF) para identificar +1 o multiples iones

precursores cargados desde el archivo de datos de espectrometria de masas.
5.3. Analisis bioinformatico

Se aplico el servidor de Mascot v2.6.0 (www.matrix-science.com, Reino Unido) en modo de
busqueda de iones MS/MS (licencias locales), para realizar coincidencias de péptidos (masas
peptidicas y etiquetas de secuencia) y la busqueda de proteinas frente a Equus caballus
NCBInr 2017-071 (51584 secuencias; 25568827 residuos; localmente personalizado y curado) Se
establecieron los siguientes parametros para la busqueda: carbamidometilo (C) cisteina se seted
como fijo; las modificaciones variables incluyeron asparagina, desamidacion de glutamina y
oxidacion de metionina; se contaron las masas monoisotdpicas; el péptido precursor y la tolerancia
de la masa del fragmento se ajustaron a 15 ppm y 0,02 Da para QExactive Plus Orbitrap FTMS; el
puntaje i6nico o el corte esperado se establecid en 5. Los espectros MS/MS se buscaron con
MASCOT utilizando un intervalo de confianza del 95% (% CI) (p <0,05), con un puntaje minimo
de 30 para la identificacion de péptidos. La redundancia de proteinas que aparecid en la base de
datos con diferentes nimeros de gi y de acceso se limit6 a Equus caballus. Todas las proteinas
identificadas en el estudio actual se encontraron estos dominios.

La informacion entregada por el andlisis de MASCOT, se analiz6 por medio de las siguientes

herramientas: UNIPROT (http://www.uniprot.org), para analizar las interacciones de las proteinas

secretadas para la identificacion de los ID, funciones moleculares, procesos biologicos, SPRING

(http://string-db.org), para analizar las interacciones de las proteinas secretadas, PHANTER

(http://geneontology.org), para el andlisis de procesos bioldgicos y funciones moleculares y

REACTOME (https://reactome.org), para el analisis de las pathways, pero esta vez el andlisis se

realiz6 con bases de datos de de Homo sapiens.
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6. Analisis estadisticos

Todos los resultados se muestran como valores de medias con su desviacion estandar (SD).
La diferenciacion, migracion, citometrias y proliferacion de linfocitos T, se analizaron a través de
un analisis de Varianza de una via (One Way ANOVA) y mediante un post hoc test de Tuckey
utilizando el software Graphpad Prims 6.0 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, EE. UU.). En
el caso del QRT-PCR, se utilizo un Andlisis de varianza (ANDEVA) y un post hoc test de Duncan's
con el Software InfoStat® 2010 (Universidad de Cérdoba, Argentina).
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RESULTADOS
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OBJETIVO 1: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS CELULAS MADRE
MESENQUIMALES DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO (eASC) OBTENIDAS DE
MUESTRAS DE CABALLO CHILENO.

1.1. Aislamiento y cultivo de las eASC

Se lograron obtener cultivos celulares primarios de todas las muestras sometidas a digestion
con colagenasa. In vitro, la adhesion al plastico se produjo aproximadamente 20 a 24 hrs después
de la siembra y las células aisladas mostraron un aspecto fibroblastico, con un nucleo central y
abundante citoplasma, que fue evidente 48 hrs después de la siembra (figuras 7 a y b). La viabilidad

promedio de las células siempre fue superior al 95% (datos no mostrados; figura 7 c y d).

a b
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Figura 7: Morfologia fibroblastoide representativa de MSCs aisladas de tejido adiposo en un aumento de 10X (a) y
20X (b) en alta confluencia. Viabilidad de las células que se usaron en el estudio, en verde (naranja acridina) y azul

(Nuc blue) en un aumento de 10X (c¢) y 40X (d).
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1.2. Tiempo de duplicacion de la poblacion (PDT)

Al analizar la capacidad proliferativa de las eASC, el PDT mostré que éstas células

duplicaron su poblacion cada 37,3 + 12,3 hrs en condiciones de normoxia.
1.3. Diferenciacion

La diferenciacion hacia los tres linajes, se document6 en todas las eASC en los puntos de
tiempo indicados después de la induccion con los estimulos correspondiente. Las células que
estuvieron bajo los estimulos de diferenciacion, tendieron a cambiar la morfologia fibroblastica a
partir del dia 14 de la induccion para la diferenciacion osteogénica (figura 8 b) y adipogénica
(figura 8 d). En la diferenciacion condrogénica (figura 8 c), las células inducidas en el dia 7
comenzaron a desprenderse de la placa en monocapa y formaron una micro masa. En el control

(células no inducidas) no se observaron tales cambios morfoldgicos (figura 8 a).

(S0 |
Figura 8: Diferenciacion de los tres linajes de las eASC en el dia 21. (a) Células tefiidas no inducidas para el colorante
respectivo, imagen representativa de tincion con rojo de alizarina. (b) Los depoésitos de hidroxiapatita después de teflir
con rojo de alizarina son indicativos de diferenciacion osteogénica. (c) Los glucosaminoglucanos tefiidos con azul de
Alcian indican una diferenciacion condrogénica. (d) Las gotas de aceite se tifien de rojo aceite en las MSC que se

diferencian hacia los adipocitos (no se ven las flechas).
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El dia 21, se document6 la tincion positiva para la osteogenesis marcando de color rojo los
depositos de hidroxiapatita por medio del Alizarin red, en la adipogénesis los depositos de lipidos
en la vacuola se marcaron de color rojo con el Oil red y en la condrogénesis se marcé de azul los
glucosaminglicanos &cidos con Alcian blue, esto se observo en todas las células sometidas al
ensayo de diferenciacion (figura 8 b, ¢ y d), situacion que no se observé en el grupo control (figura

8 a).
1.4. Ensayo de migracion por scratch

El patrén de migracion, expresado como el porcentaje de llenado del rasgufio en las primeras
12 hrs, fue significativamente mayor para eASC suplementadas con 10% de SFB (92,8% + 7,4),
que, en los controles no suplementadas con 10% de SFB (Fig. 9 a y b). A las 24 hrs, el area del
rasgufio se lleno por completo en las eASC tratadas con 10% de SFB. No se detecté migracion en

el grupo de control (Fig. 9 a).
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Figura 9: Evaluacion de la capacidad de migracion in vitro de eASC. (a) Visualizacion bajo microscopio del area de
llenado real para ambos tipos de células. El area coloreada de verde, corresponde al rasgufio, la ampliacion es de 4X.
(b) Porcentaje de llenado del rasgufio en diferentes puntos de tiempo para eASC. (b) Los valores se presentan como el

promedio de dos repeticiones bioldgicas y tres réplicas técnicas. **** (p <0,05).
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1.5. Patron de marcadores de superficie de las eASC

Los eASC resultaron ser positivas para los marcadores CD29, CD44, CD90, CD105 y MHC
de clase I y negativas para los marcadores MHC de clase Il y CD45 (figura 10). Las eASC
mostraron una alta expresion de los marcadores CD90, CD44 y MHC de clase I, con porcentajes
de expresion por sobre el 70%, situacion que no ocurrid en los marcadores CD29 y CD105 (cerca
de un 30% de positividad promedio). Por otro lado, se observo una baja positividad en MHC de
clase II y nula expresion en el caso de CD45. Las células controles (no marcadas) mostraron

negatividad al andlisis de autofluorescencia (AF).

Los resultados resumidos del andlisis de citometria de flujo de los marcadores de superficie

analizados en las eASC, se muestran en la Tabla 5.
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Figura 10: (a) Porcentajes y desviacion estandar de la expresion de los marcadores de superficie analizados por
citometria de flujo en eASC. AF: autofluorescencia de células no marcadas. (b) Histogramas representativos de los

marcadores de superficie para eASC.

Tabla 5: Porcentajes y desviaciones estandar de los marcadores positivos y negativos para las eASC, medidos por

citometria de flujo comparadas contra el control negativo que corresponden a células sin marcar (P<0,05).

Marcador % de expresion
Autofluorescencia 0,81 0,55

Marcadores positivos
CD90 96 +£2,6
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CD44 82,62 + 6,83

MHC1 70,22 + 4,38

CD29 28,49+ 9,13

CD105 23,86 +9,13
Marcadores negativos

MHC 11 5,67+ 4,33

CD45 0,07+ 0,15
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OBJETIVO 2: EVALUAR EL EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS
PRECONDICIONANTES SOBRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA INTRINSECA (NO
INMUNE) DE LAS eASC Y ANALISIS DIFERENCIACION in vitro.

2.1. Patron inmunofenotipico en eASC precondicionadas

Al cultivar las eASC bajo condiciones de normoxia y con los estimulos precondicionantes,
se evaluo el efecto que tendrian la PGE,, SP, su combinacion e IFNy, sobre el patron
inmunofenotipico de las eASC. No se hallaron diferencias significativas entre los porcentajes de
expresion de los marcadores evaluados en los diferentes tratamientos respecto al control. El
fenotipo de superficie de todas las células se mantuvo similar al del experimento 1.4. siendo CD90",

CD44", MHC de clase I', MHC de clase IT' y CD45 (figura 11 y 12).
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Figura 11: Esquema representativo de los histogramas con los marcadores evaluados en las eASC posterior al

precondicionamiento con PGE,, PGE,/ SP, solamente con SP e IFNy.
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Figura 12: Grafico de barras de los porcentajes de positividad de los marcadores de superficie analizados posterior al
precondicionamiento con PGE,, PGE,/SP, SP e IFNy, donde no se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos respecto a los porcentajes de expresion de los marcadores analizados.

2.2. Diferenciacion tripotente en eASC precondicionadas

En este grupo de experimentos, se evalué la influencia de los precondicionamientos sobre
otra propiedad importante e innata de las eASC: su capacidad de diferenciacion tripotente. La
exposicion (precondicionamiento) previa de las células a PGE, y PGE,/SP, no modifico
sustancialmente el patron de diferenciacion osteogénica con respecto a las células control (no
precondicionadas). Sin embargo, cuando se usd SP sola o [FNy, se aprecié una menor capacidad

de las células para producir hidroxiapatita (figura 13 y 14).

Esta disminucion fue significativamente estadistica solo para IFNy, las cuales fueron

analizadas por medio de los softwares Image J y PRISM (figuras 15).
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Figura 13: Imagenes microfotograficas magnificadas de las diferenciaciones osteogénicas de las células
precondicionadas. a) eASC control de la diferenciacion (células que no fueron expuestas a medio precondicionado de
osteogénesis), b) células control (expuestas a medio condicionado de osteogénesis), c¢) células expuestas a
precondicionamiento con PGE,, d) PGE,/SP, e) SP y f) a IFNy . El color rojo corresponde a la tincién de la

hidroxiapatita con Rojo alizarina.
a d
b I I e
| . ‘ |

Figura 14: Analisis de imagenes representativas de la diferenciacion osteogénica de eASC precondicionadas con PGE,

(b); PGE,/SP (c); SP (d), IFNy (e); no precondicionadas, pero sometidas a diferenciacion osteogénica, (a) no

condicionadas y (f) sin haber sido sometidas a diferenciacion.
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Figura 15: Graficos de barras de los porcentajes de cobertura de matriz extracelular tefiida con Alizarin red en las
células sometidas a diferentes condiciones precondicionantes y el control. Donde se puede apreciar la diferencia
significativa encontrada solamente en las células sometidas a la diferenciacion osteogénica que estuvo bajo la

influencia de IFNy respecto al resto de los tratamientos y el control.

La diferenciacion condrogénica no fue diferente en ninguno de los tratamientos
(precondicionadas o no). En todos los grupos inducidos a dicha diferenciacion se observo la
formacion de una micro-masa a partir del cuarto dia de induccion. Esto es consistente con
resultados previos de nuestro grupo de investigacion con ASC equinas, las cuales forman esta
estructura una vez sometidas a la diferenciacion condrogénica. Las micro masas resultantes, se
sometieron a analisis histologico y tincion con Alcian blue-PAS (pH 2.5), contrastada con
Hematoxilina & Eosina (figura 17 a-j). Para esto las masas fueron cortadas en secciones de 4 pm
y tefiidas. Se detectd la produccion de proteoglicanos sulfatados (color azul a la tincidon de Alcian
blue) y de mucina (color violeta a la tincion PAS; figura 17 k-t). Las células mesenquimales que
no se sometieron al medio inductor de diferenciacion, no formaron micro-masas, ni se tifieron con

Alcian blue-PAS (figura 16 a).

Esta situacion no se observé en todos los cortes histologicos realizado en las micromasas de
condrogénesis, siendo el control (no sometido a tratamientos, pero si cultivado bajo la influencia
de medios condicionados para condrogénesis), el que mostré ambos tipos de productos. En el resto
de las muestras la produccion de proteoglicanos sulfatados no estaba presente, observandose

solamente la mucina &cida de color violeta (figura 17 k- 1).
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Figura 16. Diferenciacion condrogénica, imagenes representativas de las micromasas que se formaron a partir de la
induccion hacia condrocitos al dia 21 post induccion, donde podemos apreciar en la imagen a) control de la

diferenciacion, b) control del tratamiento, ¢) PGE,, d) PGE,/SP, ¢) SP y f) I[FNy.
r_‘v . ‘ b‘r”? g P T X d RN [ _.-A?;*"

AARAS

Figura 17: Cortes histologicos de las micromasas sometidas a diferenciacion condrogénica que se formaron a los tras
21 dias de induccién hacia condrocitos. Se puede apreciar en las imagenes (a-e), los cortes histologicos tefiidos con
hematoxilina y eosina con un aumento de 10X, (f-j) con un aumento de 40X. Las imagenes (a y f) corresponden al
control del tratamiento, (b y g) al precondicionamiento con PGE,, (c y h) SP, (d e i) PGE,/SP y (e y j) a IFNy. Las
imagenes de la tercera y cuarta fila, corresponden a los cortes histoldgicos tefiidos con Alcian blue PAS (k-0) con un
aumento de 10X y (p-t) con un aumento de 40X. Las imagenes (k y p) corresponden al control del tratamiento, (1y q)

al precondicionamiento con PGE,, (m y r) SP, (ny s) PGE,/SP y (0 y t) a IFNy.
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Mientras que en la diferenciacion adipogénica, los controles negativos no formaron vacuolas
de lipidos (figura 18 a.a), mientras que en los controles positivos si se formaron vacuolas de lipidos
(figura 18 a.b). En el caso de las eASC precondicionadas (figura 18 a.c-f), se observo la formacion
de vacuolas de lipidos que fueron tefiidas con Oil red (color rojo) durante los 21 dias de
estimulacion adipogénica, tal como se observo en el control positivo. El inico tratamiento que
mostro diferencias significativas (p<0,05) con un incremento en la formacion de vacuolas respecto

al control positivo, fue el tratamiento de PGE,/SP (figura 18 b).
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Figura 18: Diferenciacion adipogénica de las eASC sometidas a preondicionamientos y sus respectivos controles. (a)
control de la diferenciacion (células sin estimulos de diferenciacion adipogénica), (b) células sin ser sometidas a
precondicionamiento pero si estuvieron bajo el estimulo de la diferenciacion adipogénica, (c) células precondicionadas
con PGE, y sometidas a diferenciacion adipogénica, (d) células precondicionadas con PGE,/SP y sometidas a
diferenciacion adipogénica, (e) células precondicionadas con SP y sometidas a diferenciacion adipogénica y (f) células
precondicionadas con IFNy y sometidas a diferenciacion adipogénicas. Se puede apreciar la formacion de vacuolas de

lipidos tefiidas de color rojo por medio del Oil red. Aumento de 40X, barra de 100pm.
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OBJETIVO 3: ENSAYAR LA ACTIVIDAD INMUMODULADORA in vitro DE LAS eASC
SOMETIDAS A LAS MOLECULAS Y COMBINACIONES DEL OBJETIVO ANTERIOR
O NO (VIRGENES), SOBRE PBMC EN MODELOS DE CO-CULTIVO. SELECCIONAR
LA MEJOR CONDICION.

En estos ensayos, se evaluo la inhibicion de la proliferacion de PBMC, en dos escenarios,
uno: en PBMC provenientes de un animal sano (denominado a los efectos de simplicidad: linfocitos
bajo), con conteos y poblaciones celulares en condiciones normales; dos: en PBMC provenientes
de un animal que padecia una patologia crénica en un tendén enfermo (denominado a los efectos

de simplicidad: linfocitos alto).
3.1. Evaluacion del efecto mitogénico del LPS y Poly I:C sobre poblaciones PBMC.

Para complementar este objetivo, el primer ensayo consistio en la evaluacion de la capacidad
de dos mitogenos para activar PBMC, LPS y Poly I: C. Para ello, la poblacion PBMC fue purificada
por medio de un gradiente de densidad de Ficoll (figura 19) y sometidos al ensayo de BrdU (figura

20).
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Figura 19: Dot plot representativos de la citometria de flujo de (a) leucocitos y de (b) linfocitos aislados posterior al
gradiente de densidad de Ficoll, donde se puede apreciar en el cuadrante UC R1, todas las poblaciones de leucocitos y
eritrocitos presentes en la sangre y en el cuadrante BL1-A R1, las células aisladas por el gradiente de densidad que

corresponden solamente a poblaciones de células mononucleares o linfocitos.
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La mayor accién mitogénica sobre las poblaciones de PBMC, se logré a través de la
estimulacion con Poly I:C, con diferencias significativas entre este mitdogeno y el control, con un
incremento de hasta 4 puntos de absorbancia en relacion al control, situacion que también fue
observada entre la actividad mitogéna de LPS y Poly I:C, con un incremento de 2 unidades de

absorbancia entre ellos (p<0,05) (figura 20).
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Figura 20: Graficos de barra con la comparacion de la capacidad del LPS y Poly I:C para estimular la proliferacion
de PBMC virgenes, con sus respectivas desviaciones estandar, para linfocitos bajos y linfocitos altos, medidos por

citometria de flujo y marcados con BrdU (*P<0,05). AF corresponde a la autofluorescencia de los linfocitos.
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Una vez concluida la validacion de los mitdgenos, se co-cultivaron las eASC con poblaciones
de PBMC activadas, seglin lo descrito anteriormente y se evalu6 la capacidad anti-proliferativa al
estar expuestos al co-cultivo con las eASC. Las eASC impidieron la proliferacion de PBMC
previamente activados, en los experimentos de co-cultivo. No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre los mitogenos, lo que es indicativo de una actividad anti-

proliferativa mediada por las eASCs (figura 21).
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Figura 21: Ensayo de proliferacion de linfocitos activados con mitégenos y co-cultivados con eASC virgenes.
Porcentaje de proliferacion y desviaciones estandar del efecto de los mitogenos LPS y Poly I:C sobre poblaciones de
linfocitos Tn y el efecto de las eASC virgenes en la supresion de la proliferacion de linfocitos. Las barras indican

diferencias entre linfocitos altos y bajos (*P<0,05).

Esta situacion, también se detecto a través de imagenes de microscopia, donde se observa la

inhibicion y la estimulacion de la proliferacion (figura 22).
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Figura 22: Imagenes de microscopia con un aumento de 10X, donde se observa el efecto de los mitdgenos sobre
poblaciones de PBMC (b y ¢) y el efecto del co cultivo con las eASC (d-e). El efecto de los mitéogenos sobre la
proliferacion de PBMCse puede apreciar para (b) LPS, (c¢) Poly I:C y para el co-cultivo con las eASC virgenes y PBMC
estimuladas con (d) LPS y (e) Poly I:C y su respectivo (a) control (linfocitos Tn).
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3.2. Efecto anti-proliferativo de los tratamientos precondicionantes

Se evalud la capacidad intrinseca y adquirida de las eASC para inhibir poblaciones de PBMC
activadas con LPS y Poly I:C. Para ello, se midi6 a través de la técnica de tincion con BrdU y los
resultados se leyeron a través de citometria de flujo. Como linea base (proliferacion basal) se
tomaron las poblaciones PBMC sin activar (linfocitos Tn) y como control positivo se considero a
la estimulacion de las poblaciones de PBMC virgenes con LPS y Poly I:C, segun los resultados
anteriormente descritos. Como capacidad intrinseca de las eASC para inhibir la proliferacion, se
considerd al co-cultivo de las eASC sin haber estado bajo algin tipo de precondicionamiento

(eASC virgenes).

Al comparar el efecto de las moléculas precondicionantes sobre las eASC co-cultivadas con
PBMC activados con LPS, se observd una diferencia estadisticamente significativa (P<0,05) al
comparar la inhibicion entre los linfocitos bajos y los linfocitos altos (figura 23a). Especificamente
en los linfocitos bajos, la inhibicion generada por las eASC precondicionadas fue mayor que en los
linfocitos altos (con promedios no mayores al 26% y no menores al 45% de positividad a BdrU

respectivamente).

Todos los tratamientos precondicionantes a excepcion de PGE,/SP a los que fueron
sometidas las eASC co-cultivadas con linfocitos bajos activados con LPS, mostraron diferencias
estadisticamente significativas respecto al efecto mitogénico del LPS sobre los linfocitos Tn
(P<0,05). Siendo el IFNy el tnico tratamiento que mostrd una fuerte inhibicion de la proliferacion
de los PBMC activados con LPS (P<0,05), ver tabla 6. Mientras que en el co-cultivo con linfocitos
altos estimulado con LPS, todos los tratamientos mostraron una inhibicion estadisticamente
significativa respecto al efecto mitdgenico del LPS sobre los PBMC virgenes (P<0,05), sin

observarse diferencias significativas entre los tratamientos (figura 23a).
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Figura 23: Graficos con los porcentajes de positividad a BrdU, donde se observa la capacidad inhibitoria de las eASC
virgenes y precondicionadas sobre los PBMC virgenes y estimulados con (a) LPS y (b) Poly I:C (*P<0,05). AF

corresponde a la autofluorescencia de los linfocitos.
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Los linfocitos (bajos o altos) estimulados con Poly I:C y co-cultivados con eASC generaron
un patron similar a lo observado en la estimulacion con LPS. Se encontré ademas una diferencia

estadisticamente significativa entre ambos tipos de linfocitos (P<0,05; figura 23b).

Todos los tratamientos precondicionantes sobre las eASC y que se co-cultivaron con
linfocitos bajos y estimulados con Poly I:C, mostraron diferencias estadisticamente significativas
respecto al efecto mitogénico del Poly I:C sobre los linfocitos Tn (P<0,05), sin observarse
diferencias significativas entre los tratamientos. Mientras que en el co-cultivo con linfocitos altos,
en todos los tratamientos a excepcion de PGE,/SP, mostraron una inhibicion estadisticamente
significativa respecto al efecto mitogénico del Poly I:C sobre los linfocitos Tn (P<0,05), siendo el
IFNy el tnico tratamiento que mostrd una fuerte inhibicion de la proliferacion de los PBMC

activados (P<0,05).
3.3. Induccién de PBMC hacia células CD4", CD25" y FOXP3"

La adquisicion de un fenotipo regulador de los linfocitos T (Treg), se determino por medio
de citometria de flujo para los marcadores (CD25/FOXP3)’, sobre la poblacion de células CD4"
previamente identificadas. El estudio se llevo a cabo en PBMC virgenes recién aislados, como
también en PBMC expuestos a los mitogenos LPS (figura 24) y Poly I:C (figura 25), los cuales
fueron co-cultivados con eASC virgenes o e€ASC precondicionadas. El objetivo de este

experimento fue determinar el efecto del precondicionamiento sobre la adquisicion de dicho

fenotipo.

En los PBMC virgenes, se obtuvieron poblaciones con bajos porcentajes de células Treg
CD4", (CD25/FOXP3)", tanto en los linfocitos bajos (9,41% % 0,02) como en linfocitos altos (5,95
% =+ 0,35). El enfrentamiento de los PBMC previamente estimulados con LPS y con eASC
virgenes, produjo un aumento en el porcentaje de Treg (rango 23-42% para linfocitos bajos) y de
12-15% (para linfocitos altos). En ambos casos la diferencia contra la poblacion PBMC virgen fue

estadisticamente significativa (P<0.05).

Cuando se emplearon eASC precondicionadas, en lugar de virgenes, en todos los
tratamientos a excepcion del precondicionamiento con la combinacion de PGE; y SP, se observo

una diferencia significativa (P<0,05), en la capacidad de estas para inducir linfocitos con fenotipo
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Treg.

Entre los tratamientos, el uso de Sustancia P produjo una mayor induccion de Treg con
respecto al precondicionamiento con PGE; PGE,/SP e IFNy (p<0,05). Es de notar, que cuando se
emplearon linfocitos altos, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos

cuando se les comparo6 con las eASC virgenes.

CD25

FOXP3

Figura 24: Panel representativo del cambio de fenotipo de PBMC de un animal sano (linfocitos bajos) a Treg
(CD25/FOXP3)+, cuadrante superior derecho en cada plot (a-m). Panel superior (b-g; PBMC estimulados con LPS),
panel inferior (h-m; PBMC estimulados con Poly I:C). Los detalles de los tratamientos de los PBMC son: PBMC sin
MSC (b y h); PBMC co-cultivados con eMSC néive (c e i); con MSC+ PGE2 (d y j); con PGE2 + SP (e y k); con SP
(fy1); con IFNy (g y m). Panel a: autofluoresencia de los PBMC bajos

Cuando los linfocitos bajos fueron estimulados con Poly I:C y se expusieron a eASC virgenes
o precondicionadas, se obtuvieron esencialmente los mismos resultados de induccion de Treg que
con LPS. Se observo una diferencia significativa en el porcentaje de Treg obtenidos 34 y 48% con
respecto al control sin eASC. Mientras que los linfocitos altos al estimulados con Poly I:C y
expuestos a eASC virgenes o precondicionadas, se obtuvo una induccion del fenotipo Treg en el
9-14% de ellos, lo cual es significativamente menor que en las mismas condiciones para los

linfocitos bajos (figura 26 b).

De especial interés resultd el hecho de que las eASC con mayor capacidad inhibitoria de la
actividad proliferativa de PBCM del experimento 3.1, fueron las que menor proporcion de Treg
generaron en este ensayo. El fenomeno inverso también se pudo detectar, las eASC de menor

capacidad inhibitoria de la proliferacion de PBMC, mostraron un mayor porcentaje de Treg
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(CD25/FOXP3)". Dado el limitado tamafio muestral, no se pueden sacar conclusiones, pero los
datos pudieran ser indicativos de que el co-cultivo de PBMC virgenes, provenientes de un animal
sano con eASC, gatilla un efecto modulador de las poblaciones de PBMC virgenes hacia Treg

(figuras 24 y 25).
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Figura 25: Panel representativo del cambio de fenotipo de PBMC virgenes de un animal enfermo (linfocitos alto) a
Treg (CD25/FOXP3)+, cuadrante superior derecho en cada plot (a-m). Panel superior (b-g; PBMC estimulados con
LPS), panel inferior (h-m; PBMC estimulados con Poly I:C). Los detalles de los tratamientos de los PBMC son: PBMC
sin MSC (b y h); PBMC co-cultivados con eMSC néive (c e i); con MSC+ PGE2 (d y j); con PGE2 + SP (e y k); con
SP (fy 1); con IFNy (g y m). Panel a: autofluoresencia de los PBMC virgenes
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Figura 26: Graficos con los porcentajes de positividad a CD25 y FOXP3, donde se observa la capacidad del cambio
de fenotipo hacia iTreg por parte de las eASC virgenes y precondicionadas sobre los PBMC virgenes y estimulados

con (a) LPS y (b) Poly I:C (* P<0,05).
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OBJETIVO 4: ESTABLECER LA CAPACIDAD DE PGE; y SP PARA ESTIMULAR LA
EXPRESION CUANTIFICABLE DE MEDIADORES DE LA ACTIVIDAD
INMUNOMODULADORA DE eASC in vitro.

Para evaluar los mediadores de la actividad inmunomoduladora de las eASC, se ensayaron
ELISAs para algunas de las proteinas de interés, pero la falta de especificidad con la especie equina
y los altos costos asociados, impidieron hacer los andlisis apropiados, es por ello, que se decidié

realizar la deteccion de los transcriptos por medio de RT-qPCR.
RT-qPCR

Utilizando la técnica de RT-qPCR, se estudio la expresion de transcriptos de genes
especificos relacionados con la actividad inmunomoduladora, como PGES, IL-6, IL-1a, TNFa e
IL-8. Para ello se extrajo RNA de las eASC precondicionadas con PGE,, la combinacién de PGE;
y SP e IFNy.
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Figura 27: Graficos de los transcriptos analizados por RT-qPCR, indicando sus DS y sus fold change, para (a) PGES,
(b) IL-6, (c) IL-1A, (d) TNFa y (e) IL-8.
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Todos los genes anteriormente mencionados, fueron detectados en todas las eASC y
tratamientos analizados. Por un lado, la expresion de prostaglandina E sintasa (PGES) e
Interleuquina 1A (IL-1A) fue detectada en todos los tratamientos sin observarse una variacion de

la expresion de estos en relacion al tipo de tratamiento utilizado, ni tampoco con respecto al control.

Mientras que si se observaron diferencias en la expresion de IL-6 en los diferentes
tratamientos, observandose una regulacion a la alta de 0,5 veces en los tratamientos donde se utilizo
como precondicionante a PGE; y la combinacion de PGE; con SP. En el caso de la expresion de
TNFa, se vio una regulacion a la baja del gen en todos los tratamientos respecto al control. Mientras
que la expresion de IL-8 se vio regulada a la alta de 0,5 veces, solamente cuando las eASC

estuvieron bajo la estimulacion precondicionante de PGE, (figura 27).
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OBJETIVO 5: ESTABLECER MEDIANTE SECRETOMICA, EL PATRON DE
SECRECION GLOBAL Y DIFERENCIAL DE eASC PRECONDICIONADAS VS LAS
eASC VIRGENES, DE LA MEJOR CONDICION SELECCIONADA EN EL OBJETIVO 2

5.1. Patron de secrecion global de las eASC precondicionadas

En el grupo control se identificaron a 254 proteinas, de las cuales 95 (37,4%), resultaron ser
proteinas secretables. En el tratamiento con PGE, el total de proteinas fue de 239 con 114 proteinas
secretables (47,7%), en el precondicionamiento con PGE,/SP el total de proteinas fue de 335 con
124 proteinas secretables (37%) mientras que en el tratamiento con IFNy el total de proteinas fue
de 249 con 102 proteinas secretables (41%; figura 28). La lista detallada de las proteinas
identificadas esta compilada en las tablas 7-9 (ANEXO).
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Figura 28. Numero de proteinas totales y secretables analizadas en cada uno de los tratamientos

Una vez excluidas las proteinas no secretables, se encontrd un grupo comun de proteinas en
los tres tratamientos y en el control (figura 29). De igual modo, ciertas proteinas son compartidas
entre los tratamientos, mientras que se encontramos otras proteinas secretadas de manera individual

(tabla 9; ANEXO).
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PGE, PGE,/SP

Control IFNy

Figura 29. Diagrama de Venn, donde se aprecia la secrecion global de las eASC sometidas a los diferentes tratamientos

de precondicionamiento junto al nimero de proteinas que se comparten y se secretan de forma individual.

En los tratamientos precondicionantes, se identificO un subconjunto de 70 proteinas
secretadas que fueron comunes entre ellos (tabla 7; ANEXO). No todas las proteinas secretadas
por las eASC virgenes fueron compartidas con los tres grupos de tratamiento, aunque si entre el
control y alguno de ellos (tabla 8; ANEXO). El grupo de proteinas de mayor relevancia identificado
fue aquel que fue exclusivo de cada grupo tratado o del control. Las cifras fueron 15 proteinas
exclusivas del control, 17 proteinas en PGE,, 33 proteinas en PGE,/SP y 22 proteinas en IFNy
(figura 29).

5.2. Efecto del precondicionamiento en la participacion de las funciones moleculares y

procesos biolégicos de las proteinas secretadas por las eASC

Para evaluar el secretoma de las eASC sometidas a los diferentes tratamientos de
precondicionamiento, se analiz6 la participacion de las proteinas en relacion a las funciones
moleculares (FM) y procesos bioldgicos (PB), los cuales fueron analizados con la herramienta

online PHANTER classification system (http:/www.pantherdb.org), de acuerdo a esta
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herramienta, se puede apreciar que la secrecion de proteinas varid notoriamente en funcion de los
tratamientos experimentales, si bien algunas de estas proteinas se compartian entre todos los
tratamientos, cada grupo de forma independiente generd un set tnico de proteinas dependiendo

del estimulo.

Las principales FM en las que estaban involucradas las proteinas analizadas, tienen que ver
segun la prediccion del Gene Ontology (GO), con la actividad antioxidante (GO:0016209), union
(GO:0005488), actividad catalitica (GO:0003824), actividad receptora (GO:0004872), actividad
de transduccion de senales (GO:0004871), actividad de moléculas estructurales (GO:0005215) y
actividad de transporte (GO:0005215; figura 30). De particular relevancia parece ser la diferencia
a la alza en proteinas de efecto anti-oxidante que se hallaron particularmente en el tratamiento con

PGE; (figura 30).

En cuanto a los PB en los que estuvieron involucradas las proteinas segun las predicciones
del GO, corresponden a procesos de adhesion (GO:0022610), regulacion (GO:0065007),
organizacion de componentes celulares o biogénesis (GO:0071840), procesos celulares
(GO:0009987), desarrollo (GO:0032502), sistema inmune (GO:0002376), localizacion
(GO:0051179), locomocion (GO:0040011), metabdlicos (GO:0008152), de organismos
multicelulares (G0O:0032501), reproduccion (GO:0000003) y de respuesta a estimulos
(GO:0050896; figura 30). Si bien se logrd predecir la vinculacion de todas las proteinas con los
procesos biologicos mencionados, se encontraron diferencias en el comportamiento secretor de las
eASC en dependencia al tratamiento utilizado. Las figuras 31 a la 34 muestran estos andlisis para

el grupo control y para cada uno de los tres grupos experimentales por separado.
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Figura 30. Analisis de las funciones moleculares y procesos bioldgicos en los cuales estan involucradas las proteinas

analizadas segun la prediccion de la base de datos online de la herramienta PHANTER y sus GO.
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Figura 31. Redes de asociacion y co-expresion global de las proteinas secretadas por las eASC en el control evaluadas
con STRING. (a) Proteinas propias de las eASC no tratadas, (b) proteinas compartidas con PGE,, (c) proteinas

compartidas con PGE,/SP, (d) proteinas compartidas con IFNy y (e) proteinas comunes entre los cuatro tratamientos.
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Figura 32. Redes de asociacion y co expresion global de las proteinas secretadas por las eASC en el tratamiento
precondicionante con PGE, evaluadas con STRING. (a) Proteinas propias del tratamiento con PGE,, (b) proteinas
compartidas con PGE,/SP, (¢) proteinas compartidas con IFNy, (d) proteinas compartidas con el control y (e) proteinas

comunes entre los cuatro tratamientos.
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Figura 33. Redes de asociacion y co expresion global de las proteinas secretadas por las eASC en el tratamiento
precondicionante con PGE,/SP evaluadas con STRING. (a) Proteinas propias del tratamiento con PGE2/SP, (b)
proteinas compartidas con PGE,/SP, (c) proteinas compartidas con IFNy, (d) proteinas compartidas con el control y

(e) proteinas comunes entre los cuatro tratamientos.
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Figura 34. Redes de asociacion y co expresion global de las proteinas secretadas por las eASC en el tratamiento

precondicionante de IFNy evaluadas con STRING. (a) Proteinas propias del tratamiento con IFNy, (b) proteinas

compartidas con PGE,,(c) proteinas compartidas con PGE,/SP, (d) proteinas compartidas con el control y (e) proteinas

comunes entre los cuatro tratamientos.
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Del analisis de las redes de asociacion y co-expresion se puede apreciar con claridad, que el
precondicionamiento con cualquiera de las moléculas, genera un cambio notable en la estructura
de las interacciones entre las proteinas, las cuales no existen en el grupo control (figura 31), sin
embargo, se establecen en los grupos tratados (figuras 32, 33 y 34).

El tratamiento de las eASC con PGE,/SP, reguld positivamente la respuesta ante la
estimulacion inmunoldgica con organismos externos o sus derivados (GO:0050778), mientras que
el resto de los grupos tratados regularon negativamente dicho proceso (GO:0050777).
Curiosamente, el tratamiento con PGE,/SP, también gener6 proteinas que regularon negativamente
la respuesta inmune, sin embargo, estas proteinas fueron distintas a las que se generaron mediante
el precondicionamiento con PGE; e INFy.

En lo referente a la estimulacion de la produccion de citoquinas (GO:0001819), solo el
tratamiento con PGE,/SP, se observaron proteinas que regulan positivamente este proceso. En los
procesos de respuesta de defensa (GO:0031349), los tratamientos con PGE,/SP e IFNy secretaron
proteinas vinculadas a la regulacion positiva, mientras que todos los tratamientos presentan
proteinas secretadas que regulan a la baja la respuesta de defensa ante patdégenos (GO:0031348).

De especial importancia es la respuesta inflamatoria, en la cual las MSC juegan un papel
decisivo. Solo las células tratadas con IFNy secretaron proteinas involucradas en este proceso, que
estd relacionado con incrementar una respuesta inflamatoria, mientras que en la RN (GO:0050728)
del mismo proceso, todos los tratamientos secretaron proteinas que regulan a la baja las respuestas
inflamatorias, si bien IFNy se ve involucrada en ambos procesos, el set de proteinas es distinto. En
el caso de las regulaciones asociadas a la quimiotaxis, como la RP de quimiotaxis (GO:0050921)
y la quimiotaxis de leucocitos (GO:0002690), se detectaron proteinas en los tratamientos de PGE,,
PGE,/SP y en el control, con el mismo set de proteinas, mientras que no se detectd participacion
de proteinas en ninguno de los tratamientos analizados en las RN de los mismos procesos. La
proliferacion celular fue regulada positivamente solo en el grupo de células no tratadas
(GO:0008284), mientras que en la RN (GO:0008285) del mismo proceso, nuevamente solo en el

tratamiento de PGE,/SP se detectaron proteinas que participan de €l.
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Figura 35. Numero de proteinas secretadas por cada tratamiento que participan en las diferentes RP del sistema

inmune.

No todos los tratamientos, ni todas las proteinas, tuvieron una participacion en ambas
regulaciones, tal es el caso de las siguientes regulaciones, donde solamente hubo participacion en
las RP, como es el caso de los procesos efectores inmunes (GO:0002699), produccién de
mediadores moleculares de la respuesta inmune (GO:0002702), activacion de linfocitos
(GO:0051251), activacion de células T (GO:0050870), quimiotaxis de macrofagos (GO:0010759)
y secrecion de inmunoglobulinas (GO:0051024), solamente se detectaron proteinas involucradas
en la regulacion a la alta de estos procesos, en el tratamiento con PGE,/SP. Una situacion particular
ocurre en la RP de los procesos de biosintesis de MHC de clase I (GO:0045345), en el cual solo en
el tratamiento de IFNy secret6 un grupo de proteinas que estan involucradas en el incremento del
MHC de clase I, mientras que en la RN (GO:0045344) del mismo proceso, no hubo participacion
de ninguno de los tratamientos. Para analizar en detalle las proteinas asociadas a los GO predichos

por STRING, ver la tabla 11 y 12 (ANEXO) y figura 35.

Numero de proteinas
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Figura 36. Numero de proteinas secretadas por cada tratamiento que participan en las diferentes RN del sistema

inmune.
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En términos globales, el patron predictivo del secretoma derivado de las eASC control,
estaria participando principalmente en procesos asociados a la quimiotaxis y migracion celular,
comportamiento muy similar que tienen las eASC que fueron precondicionadas con PGE,,
proteinas que participan principalmente en procesos de quimiotaxis. Situacion totalmente diferente
a lo que ocurre con la adicion de SP al tratamiento con PGE,, en este caso, las proteinas secretadas
abarcan una amplia cantidad de regulaciones positivas, que van desde la respuesta de defensa,
secrecion de citoquinas, quimiotaxis, procesos efectores, activacion de poblaciones linfoides y
participacion de la secrecion de inmunoglobulinas, mientras que las eASC tratadas con IFNy,
presentan un patron de proteinas mdas asociado a la defensa ante organismos o estimulos

inmunogénicos, activando la maquinaria del MHC de clase I (tabla 11 y 12; ANEXO).
5.3. Participacion individual de las proteinas asociadas a procesos del SI

Al cambiar el anélisis desde uno més global hacia uno mas particular y poder de esa forma
profundizar en las proteinas individuales involucradas en los procesos asociados al SI, se observo
que varias proteinas participan de manera exclusiva en la regulacion ya sea positiva o negativa de
procesos inmunes (figura 37 y 38). De este modo, en las RP el tratamiento con PGE, aport6
proteinas como MARCO, C1S, ITGBI, IL-11, LAMCI, ENI1, TIMP1, TNC, FBLN1, ERBB2 y
ECMI1 mientras que en el caso del tratamiento con PGE,/SP se detectaron las proteinas PSMB?2,

PSMBI11, IGFBP2, MAPKO, IL-6, BSM, IL12RB2 y C1QTNF3 (figura 32).
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Figura 37. Numero de RP del sistema inmune en las que participan cada una de las proteinas secretadas por los

diferentes tratamientos segun las predicciones del GO.
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Por otro lado, otro conjunto de proteinas fueron detectadas, pero esta vez asociadas a RN de
procesos del sistema inmune, como es el caso de las proteinas GSTP1, APOD y ECM1 secretadas
por el control, la proteina TNEFAIP6 secretada por las células sometidas al tratamiento con PGE,,
el conjunto de proteinas MIF, PTGDS, ERBB2, CDH13, RBP4, AGT, TIMP2, SPARC, IL-6,
TRIMP25 y FTSL1 secretada por las células sometidas al tratamiento con PGE,/SP y las proteinas
PGLYRP4 y NLRP12 secretadas por las eASC estimuladas con IFNy (Figura 38).
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Figura 38. Numero de RN del sistema inmune en las que participan cada una de las proteinas secretadas por los

diferentes tratamientos segun las predicciones del GO.

5.4. Evaluacion del patron de secrecion individual de las eASC asociado al sistema inmune,

en las células nativas y en las células sometidas al precondicionamiento

Para investigar mas a fondo el patron de proteinas involucradas en el SI de cada uno de los
tratamientos y del control, se decidid agrupar las proteinas segin su participacion en las RP y RN
y analizar cuéles de ellas lo hacian de manera independiente o bien se compartian entre los
tratamientos y el control, por lo cual estos resultados estan relacionados inicamente al SI. Del total
de las 65 proteinas secretadas e identificadas por MALDI-TOF que estan involucradas con el SI
(figura 36), son en su mayoria proteinas que se comparten en los diferentes procesos del SI entre
los tratamientos y el control, mientras que las proteinas que participaron de forma independientes
en procesos del SI, corresponde a una pequefia proporcion del total analizado, lo que puede

visualizarse en el diagrama de ven (figura 36) y en la tabla 6, donde se puede apreciar que el control,
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que corresponde al estado virgenes de las eASC, tiene un patréon compuesto por 46 proteinas, el
tratamiento de PGE, estd compuesto por 44 proteinas, el tratamiento de PGE,/SP esta compuesto
por 53 proteinas y el tratamiento con IFNy estd compuesto de 32 proteinas (tabla 6). Con estos
datos se puede tener informacion respecto a como se esta comportando la célula ante los diferentes

estimulos a los que es expuesta en relacion al SI.

5.5. Proteinas asociadas al sistema inmune que son compartidas entre los diferentes

tratamientos y el control

En relacion a las proteinas que se comparten entre los tratamientos y el control, el estado
basal de las eASC (tabla 6), se observo que con los tratamientos con quienes mas se compartieron
proteinas fue con el secretoma del tratamiento precondicionante de PGE, (6 proteinas) y con
PGE,/SP (4 proteinas), mientras que con el tratamiento de IFNy, solamente se compartio 1 proteina
(figura 34). Del total de las proteinas observadas que participan en procesos del SI segun las
predicciones del GO (STRING y UniProt), 14 de ellas corresponden a proteinas que realizan
regulaciones de manera independiente, que solamente fueron detectadas en el secretoma del control

(figuras 34 y 35).

El precondicionamietno con PGE; gener6 un cambio en las proteinas secretadas por las eASC
al compararlas con el control, con este grupo compartio 6 proteinas, 10 proteinas con el tratamiento
de PGE,/SP (10 proteinas), y sélo 3 proteinas con el tratamiento de IFNy (figura 34). Solo 2
proteinas derivadas del tratamiento con PGE, vinculadas al SI, participan de forma independiente

en alguna regulacion de este sistema (figuras 34 y 35).

El precondicionamiento con la combinacion de PGE,/SP por su parte, comparte 10 proteinas
con PGE; como se menciond anteriormente y 4 proteinas con el control y con IFNy. La adicion de
SP al medio con PGE,, genera un patron diferente en la cantidad, el tipo y la funcion de las proteinas

presentes, con un total de 13 proteinas Unicas secretadas que participan en el SI (figura 39).

Por ultimo, en el tratamiento precondicionante con el “estdndar de oro” de IFNy, las eASC
muestran un patron distinto al de los grupos condicionados con base a PGE,, siendo menor el
namero de proteinas involucradas en el SI que se secretan bajo el efecto de esta citoquina. Se

comparten 3 proteinas, con el tratamiento de PGE,/SP comparte 4 proteinas mientras que con el



control comparte solo 1 proteina (figura 39).
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Figura 39: Diagrama de Venn, de las proteinas involucradas en procesos del SI tanto en RP como en RN, secretadas

por los diferentes tratamientos, donde se aprecia las proteinas que fueron secretadas de forma individual y las que son

compartidas por los distintos tratamientos y el control.

Tabla 16: Listado de 65 proteinas involucradas en procesos de RP o RN en el SI, secretadas por las eASC ante los

diferentes tratamientos. Esta lista se us6 como base para la confeccion del diagrama de Venn de la figura 34. Las X

indican ausencia de esa proteina en en el secretoma cada condicion y el v indica presencia de la proteina en el

secretoma de cada condicion.
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Figura 40: Esquema del modelo propuesto de participacion de las eASC en diferentes procesos de regulaciones
negativas y positivas del sistema inmune en dependencia del tratamiento aplicado, el cual se muestra en la parte
superior de la tabla y fueron: control o estado virgenes de las eASC, precondicionamiento con PGE,,
precondicionamiento con PGE,/SP y precondicionamiento con IFNy. Las regulaciones, negativas o positivas son

tomadas de la herramienta de prediccion GO de STRING
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5.6. Asociacion de las proteinas secretadas con su participacion en rutas metabolicas

(pathways analysis)

Para estudiar la participacion de las proteinas secretadas en las rutas metabdlicas (pathways),

se utiliz6 la herramienta publica online REACTOME (https://reactome.org). Las predicciones

realizadas se muestran en la figura 41. Las rutas que mayor cantidad de coincidencias mostraron y
se compartieron entre el control y los tratamientos precondicionantes fueron: el sistema inmune, el
ciclo circadiano, el desarrollo bioldgico, la transduccion de sefales, la homeostasis, la
transcripcion, el metabolismo, la enfermedad, el metabolismo del ARN, el transporte de pequefias
moléculas, las proteinas del metabolismo, el transporte mediado por vesiculas, la organizacion de

la matriz extracelular y la comunicacion celular (figura 41).

El precondicionamiento utilizado sobre las eASC, define las rutas cuando se le compara con
las células en estado virgenes. Bajo el estimulo de PGE,, junto a las rutas mencionadas
anteriormente, se suman rutas como la mitofagia (un tipo de autofagia selectiva para las
mitocondrias). También se observa un aumento de la participacion de proteinas secretadas, en rutas
asociadas a la organizacion de la matriz extracelular y el metabolismo, mientras que disminuyen

rutas relacionadas con el desarrollo bioldgico y la comunicacion celular (figura 41 b).

Para el estimulo con PGE,/SP, se afiaden rutas relacionadas con el ciclo celular, la muerte
celular programada, el metabolismo de las proteinas y la respuesta celular a estimulos externos.
También se observo un aumento en rutas del sistema inmune, el metabolismo del ARN, la
replicacion de ADN, la transduccion de sefiales, la transcripcion y la enfermedad, mientras que se

observo una disminucion en la organizacion de la matriz extracelular (figura 41 c).

En cuanto al estimulo con IFNy, no se observo la participacion de proteinas en nuevas rutas,
por el contrario, algunas de ellas desaparecieron, como lo fue la replicacion del ADN, el ciclo
celular, la muerte celular programada y la comunicacion celular. Junto a esto, se ve una diminucion
de proteinas que participan en rutas del sistema inmune, el metabolismo del ARN, la respuesta

celular a estimulos externos y el metabolismo de las proteinas (figura 41 d).
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Figura 41: Analisis de rutas metabolicas usando REACTOME. Se destaca la participacion de las proteinas en

diferentes rutas en (a) el control, (b) el tratamiento precondicionante con PGE,, (¢) con PGE,/SP y (d) con IFNy.

Productividad

Todos los resultados del primer bloque, se resumieron y dieron lugar a una publicacion de
corriente principal (Cabezas et al., 2017).

Mientras que los resultados del segundo bloque dieron lugar a una patente: Procedimiento
de preacondicionamiento celular in vitro para la obtencion de células madre mesenquimales
(MSCs) con caracteristicas inmunomoduladoras. 2017-02129. Castro F.O; Cabezas J; Rodriguez-
Alvarez L.L; Saravia F. Ano 2017.



90

DISCUSION



91

El objetivo de este trabajo, fue evaluar atributos bioldgicos importantes de las eASC como
la “stemness”, asi como también su capacidad de adquirir un fenotipo inmunomodulador en
dependencia de la exposicion a medios condicionados con PGE,, PGE,/SP e IFNy versus su estado
virgen.

In vivo, las MSC no secretan proteinas inmunomoduladoras a menos que sean activadas por
un ambiente inflamatorio (Peroni y Borjesson, 2011). Mientras que in vitro, ha sido demostrado
que cuando las MSC son expuestas a linfocitos activados o a citoquinas como IFNy o el TNFa, se
activa la secrecion de proteinas inmunomoduladoras (Deuse et al., 2011). Cuando esto sucede, las
MSC cambian su fenotipo al de una MSC anti-inflamatoria, lo cual se ha denominado como
fenotipo MSC2 (Bernardo y Fibbe, 2013; Vizoso et al., 2017; Redondo-Castro et al., 2017). Este
fendmeno estaria mediado por la estimulacion de los Toll-like receptor 3 (TLR3) expresados en su
superficie (Waterman et al., 2010). Es por eso, que nuestros resultados junto a los existente en la
literatura actual, soportan atin mas el hecho que la polarizacion de las MSC hacia un fenotipo
inmunomodulador potente, solo podria estar dado por un precondicionamiento in vitro de estas y

no como un fendmeno netamente intrinseco de las MSC.

CARACTERIZACION DE LOS ATRIBUTOS MULTIPOTENTES

A los efectos de esta discusion, se separara el andlisis de las propiedades bioldgicas no
inmunes (tiempo de doblaje, diferenciacion mesodérmica, capacidad migratoria y patrén de

marcadores de superficie), de las propiedades inmunes de las eASC.

Caracteristicas de las eASC en cultivo

Las células analizadas y estudiadas en este trabajo fueron obtenidas por digestion enzimatica
con colagenasa, generando una fraccion vascular estromal de la cual se obtuvieron los cultivos en
pase 3, similar a lo reportado por otros autores (Pascucci et al., 2010; Alipour et al., 2015). Las
células fueron cultivadas in vitro, y mostraron morfologia fibroblastica, alargada y fusiforme, un
crecimiento en monocapa y la capacidad de adhesion al pléstico, todas estas caracteristicas han
sido descritas previamente para las MSC equinas in vitro (Vidal et al., 2006; Vidal et al., 2007;
Vidal et al., 2008; Pascucci et al., 2010; Alipour et al., 2015).
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Tiempo de doblaje celular

El PDT promedio de 37,3 hrs observado en las eASC, result6 estar en concordancia con lo
reportado por otros autores, donde han observado valores de PDT entre 39.88 a 46.7 hrs promedio
para MSC derivadas de grasa de ratas, caninos y equinos (Peng et al., 2008; Villatoro et al., 2014,

Alipour et al., 2015, respectivamente).

Capacidad de diferenciacion tripotente de las eASC no precondicionadas

Una caracteristica de gran relevancia de las MSC es su capacidad bioldgica de diferenciacion
in vitro hacia linajes osteogénicos, condrogénicos y adipogénicos, para lo cual se usan condiciones
especificas para cada tipo de diferenciacion. Todas las eASC aisladas se diferenciaron in vitro en
osteocitos, adipocitos y condrocitos, sin encontrar diferencias en la cinética, en el patroén de tincion
o la intensidad de las mismas, respecto a lo reportado previamente para las eASC (Vidal et al.,
2007; Pascucci et al., 2010; Ranera et al., 2011; Ranera et al., 2012; Castro et al., 2014).

En el caso de la diferenciacion osteogénica, se observé que a partir del dia 5 post induccion,
ya existian depositos de minerales sobre la monocapa de células. Ya hacia el dia 14, todas
presentaban un marcado deposito de matriz extracelular tipo hidroxiapatita, lo que también se ha
visto en estudios previos de eASC equinas, con indicios de diferenciacién a los 10 dias post
induccion (Vidal et al., 2007; Barberini et al., 2014).

En el caso de la condrogénesis, en todos los cultivos a partir del dia 3, se observo que la
monocapa se comenzo a desprender desde los bordes y pasé a dar forma a una micromasa, la cual
al dia 14 estaba completamente formada, lo que concuerda con reportes previos de diferenciacion
de este tipo de células (Calvalho et al., 2013). Otros autores, han encontrado diferenciacion
condrogénica mas tardia, llegando incluso a evidenciarse después de los 21 dias de induccion
(Barberini et al., 2014). Por otro lado, en la histologia realizada sobre las micromasas formadas en
la diferenciacion condrogénica, se observaron diferentes patrones y calidades de diferenciacion en
dependencia del tratamiento utilizado versus el control (células sin precondicionamiento). Pudimos
observar que solamente las micromasas formadas a partir de las eASC precondicionadas con
PGE,/SP, tuvieron un aspecto histologico similar en arquitectura como en el tipo de matriz
extracelular a la histologia del control. Mientras que en el resto de las eASC precondicionadas y
sometidas a la diferenciacion condrogénica, las micromasas mostraban un patron de diferenciacion

incompleto, mas inmaduro, las cuales no eran solidas y que posterior a la tincion no observo la
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secrecion de los diferentes tipos de matrices extracelulares como si se logrd ver en el control
positivo, tal como ha sido reportado anteriormente en otros trabajos (Vidal et al., 2008; shademan
etal., 2015; Luesma et al., 2016; Desancé et al., 2018).

Por otro lado, en la diferenciacion adipogénica, las células comenzaron a aumentar de
volumen desde el dia 3 post induccién. Al dia 7 ya se podia observar pequefas vacuolas en su
interior, las que hacia el dia 14, eran de mayor tamafio, situacioén similar a lo reportado por otros
autores en MSC equinas (Vidal et al., 2007; Barberini et al., 2014). Sin embargo, la cantidad y
tamafio de las vacuolas, vari6 entre los tratamientos, siendo el tratamiento de PGE,/SP el que indujo
una mayor produccion de vacuolas en las eASC. Esto concuerda con resultados en MSC que fueron
precondicionadas con genisteina (Zhang et al., 2016), IGFBP2 en UC-MSC y CB-MSC humanas
(Wang et al., 2017) y diferentes concentraciones de insulina (Lee et al., 2015), observandose un

aumento en la capacidad de las MSC para diferenciarse hacia estirpes adipogénicas.

Capacidad migratoria

La capacidad de migracion hacia el quimioatractante, es una propiedad muy deseada para las
MSC, siendo un pre-requisito para el “homing” o anidamiento in vivo y la migracion hacia tejidos
diana, no necesariamente cercanos al nicho de las MSC (Becker and Riet, 2016). El éxito de la
aplicacion o administracion de las MSC depende de que las MSC presenten una eficiente migracion
y homing en los sitios de interés, pero solo un pequefio porcentaje de las células administradas
logran llegar a su diana (Devine et al, 2003). La manipulacion ex vivo de las células, tales como el
aislamiento y la expansion en cultivo, generan la perdida de moléculas que participan en el homing
(Rombouts et al., 2003; Honczarenko et al., 2006). Nuestros resultados indicaron que las células,
mantuvieron la capacidad de migrar hacia estimulos inespecificos como SFB al 10% a pesar de ser
manipuladas in vitro, tal como se ha informado anteriormente para otros tipos celulares (Smith et
al., 2012). La migracioén temprana evaluada a las 12 y 24 hrs, fue significativamente mayor en las
eASC tratadas con SFB que en las eASC control, las que no estaban suplementadas con 10% de
SFB, tal como se ha reportado en otros estudios (Baek et al., 2011; Ciria et al., 2017). Esto es
indicativo, de que, a pesar de la manipulacion las células mantenian su capacidad de ser atraidas

hacia un estimulo.
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Inmunofenotipo de las eASC

Con el fin de tener una caracterizaciéon mas profunda de las eASC aisladas y utilizadas en
este estudio, se evalud un panel de anticuerpos con reactividad conocida para marcadores de
superficie en las eASC. El analisis del inmunofenotipo, arrojo que la proteina CD90 y CD44, fueron
los marcadores mas expresados en las eASC, seguidos por CD29, CD105 y MHC-de clase I,
mientras que se detectd una baja o nula expresion de CD45 y MHC- de clase II.

El marcador CD90, es probablemente el marcador que es detectado con mayor frecuencia en
las MSC de equinos. Sin embargo, su expresion varia notablemente entre los diferentes reportes
existentes en dependencia de la fuente de MSC, como es el caso de eASC en las que los porcentajes
de positividad obtenidos son de un 99% (Barberini et al., 2014), mientras que otros autores han
reportado un 21,7% de expresion positiva (Hillmann et al., 2016). En el caso de las BM-MSC, los
resultados son ain mas amplios y dispares entre autores, con valores que oscilan entre el 98,2%
(Barberini et al., 2014) y el 3,07% (Paebst et al., 2014). Se ha reportado una situacion similar para
UCB-MSC con un 99,9% (Kang et al., 2013) y en UCT-MSC con rangos tan amplios que van
desde un 93.4% (Iacono et al., 2012) a un 0,22% o la nula expresion de este marcador (Hillmann
et al., 2016). En nuestro caso las eASC en caballo chileno, expresaron un 96% + 2,6 de positividad,
lo que esta acorde con lo reportado en trabajos previos para la especie equina (Iacono et al., 2012;
Kang et al 2013; Barberini et al., 2014).

Otros grupos han demostrado que las eASC expresan altos niveles de CD44, lo que concuerda
con nuestros resultados (Ranera et al., 2011; Carvalho et al., 2013; Barberini et al., 2014). Se ha
visto que este marcador, se incremenra en relacion al aumento en el nimero de pases de las células
en cultivo in vitro (Carvalho et al., 2013). Pero esta situacion no fue considerada en nuestros
experimentos, ya que todas las células se encontraban en el pase 3 al momento del analisis.

Respecto a los marcadores CD29 y CD105, también han sido ampliamente estudiados en las
MSC equinas de diferentes tejidos, con porcentajes de expresion positiva bastante variados. En el
caso de CD29, ha sido evaluado en fuentas como tejido adiposo (Ranera et al., 2011; Ranera et al.,
2012), médula 6sea (Carrade et al., 2012; Ranera et al., 2012; Paebst et al., 2014), sangre de cordon
umbilical (De schauwe et al., 2012; Carrade et al., 2012), cordon umbilical (Paebst et al., 2014) y
tendon (Paebst et al., 2014; Hillmann et al., 2015), donde se han obtenido valores con porcentajes
que fluctian entre un 37,5 a un 99,73% de positividad, porcentajes que estdn acordes a lo obtenido

en nuestro estudio.



95

Una situacion muy similar es la que se reporta para CD105, donde las mediciones que se
realizaron en MSC derivadas de médula dsea (Barberini et al., 2014), tejido adiposo (Bravo et al.,
2012; Carvalho et al., 2013; Paebst et al., 2014; Barberini et al., 2014; Hillmann et al., 2015),
cordén umbilical, sangre de cordon umbilical (Iacono et al., 2012; Kang et al., 2013; Paebst et al.,
2014), tendon (Hillmann et al., 2015) y liquido amnidtico (Iacono et al., 2012), presentaron valores
que fluctiian entre un 0,42 a un 98,38% de positividad. Estos porcentajes se encuentran en
concordancia con nuestros resultados, que, a pesar de ser bajos, la mayor parte de los resultados
reportados en la literatura para este marcador en la especie equina son bajos.

Mientras que el marcador MHC de clase I, es uno de los marcadores menos estudiados en las
MSC equinas, con escasos reportes, nuestros resultados coinciden con el unico estudio de este en
MSC adiposas equinas, (69,69% de positividad; Carrade et al., 2012; 70% de positividad en
nuestros resultados). Aun asi, se contrastan notoriamente con lo reportado por Tessier et al., 2015,
quien hall6é un 1% de expresion de MHC-I en MSC derivadas de sangre de cordon umbilical, lo
que probablemente esté relacionado con el origen de las células.

Por otro lado, los marcadores negativos analizados: MHC clase 11 y CD45, resultaron
claramente negativos, lo que coincide con la literatura e indican que las células no sean de origen
hematopoyético CD45 o poblaciones linfoides MHC de clase II (Radtke et al., 2011; Radtke et al.,
2013; Ranera et al., 2011; Iacono et al., 2012; Radtke et al., 2013; Paebst et al., 2014; Hillmann et
al., 2015; Lombana et al., 2015).

En resumen, de esta primera etapa del trabajo, se puede concluir sin ninguna duda que se
aislaron poblaciones de células madre mesenquimales equinas de origen adiposo, que cumplen con
los requisitos establecidos para MSC humanas por la ISSCR y que a su vez, coinciden con lo
reportado por otros autores para la especie equina.

Como se mencion6 al inicio de esta seccidn, el objetivo experimental fundamental de este
trabajo y que constituye la esencia de la hipotesis cientifica, es que el pre-condicionamiento de las
eASC con moléculas seleccionadas, les confiere a las células propiedades inmunomoduladoras, sin

que éstas pierdan sus atributos bioldgicos no relacionados con la inmunidad.

Precondicionamiento de las eASC
Diversos métodos han sido utilizados para estimular la secrecion de factores troficos e

inmunomoduladores y de esta manera potenciar los efectos paracrinos de las MSC. Estos métodos
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incluyen estrategias fisioldgicas como la hipoxia, moleculares como el uso de citoquinas y factores
de crecimiento, farmacoldgicas como el uso de LPS y fisicos como el uso de esferoides (Baraniak
etal.,2010; Mohammadi et al., 2017). A pesar de que en la literatura se reportan diferentes sistemas
o métodos de precondicionamiento, hasta la fecha no existe evidencia respecto a algun tipo de
precondicionamiento en MSC, en el cual se utilice PGE, y SP exogena y menos atn del uso
conjunto de éstas.

En el caso especifico de las MSC equinas de origen adiposo, se ha demostrado que los
mediadores del efecto inmunomodulador sobre poblaciones de leucocitos, a diferencia de lo que
sucede en MSC humanas y murinas, no son IL-6, iNOS, ni IDO. Sin embargo, este efecto estaria
mediado por PGE, (Carrade et al., 2012; Carrade et al., 2014; Colbath et al., 2017).

Esta respuesta, es claramente tejido-especifica, ya que en el caso de iNOS, solo es producido
por fuentes como eBM-MSC y en eCB-MSC, pero no por las eASC y las eCT-MSC, mientras que
en el caso de IDO, se ha reportado que no es producida por ninguna de las fuentes anteriormente
mencionadas (Carrade et al., 2012; Carrade et al., 2014). Todas las MSC equinas, sin embargo,
secretan PGE,, al ser estimuladas con linfocitos T activados (Carrade et al., 2014). No existen
reportes previos de secrecion, ni de la respuesta a SP por parte de las MSC equinas de ningun tipo.

En otras especies, la SP exogena (pero no utilizada como precondicionante), se ha visto
involucrada en fendmenos de migracion y proliferacion de BM-MSC provenientes de ratones
(Dubon and Park, 2015), via Wnt (MacDonald et al., 2009). Se ha visto que SP genera un efecto
protector en BM-MSC de ratas cuando se encuentran deprivadas de SFB (Fu et al., 2015) y tiene
la capacidad de potenciar la actividad inmunosupresiva de las hBM-MSC en pasajes tardios en
precondicionamientos in vitro (Jin et al., 2015). También existen reportes donde se ha vinculado a
la SP con diversos fendémenos de modulacion inmunologica (Katsanos et al., 2008). Esta
modulacion puede generar la alteracion de la funcion de macrofagos, la induccion de la produccion
de citoquinas y la participacion en la respuesta inmune en cobayos, indicando por ejemplo que los
macrofagos a travez de la estimulacion con SP, producen citoquinas proinflamatorias como IL-1,
IL-6, TNFa y PGE, (Chancellor-Freeland et al., 1995).

Si bien se ha reportado el efecto que tienen las moléculas sobre las MSC (in vivo en el caso
de la PGE; e in vitro en el caso de la SP), segiin nuestros resultados, la asociacion de estas dos
moléculas, que han demostrado potentes efectos sobre en las propiedades paracrinas de las eASC,

no ha sido reportada hasta la fecha.
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Evaluacion de 1a mantencion de las propiedades bioldgicas en las eASC precondicionadas

Entendiendo que las moléculas en cuestion generan cambios en el comportamiento de las
MSC, fue necesario evaluar el efecto que se generaba en las eASC al ser precondicionadas con
PGE, y SP. Para ello se evalu6 el patrén de marcadores de superficie de las eASC sometidas a
medios condicionados con éstas moléculas. De modo general, el patron inmunofenotipico de las
eASC no se vio afectado por los tratamientos de precondicionamiento con PGE,, PGE,/SP e IFNy,
y fue similar a las células que no se sometieron a precondicionamiento (eASC virgen), de las cuales
se discutio anteriormente. Esto esta en linea con lo reportado previamente en MSC humanas por
medio del precondicionamientos con pequefias moléculas (Jahandideh et al., 2017) o en
condiciones de hipoxia (Jiang et al., 2015), mientras que otros estudios, en los cuales las MSC
fueron expuestas a ambientes inflamatorios, si se vio un cambio en el patron, pero a nivel de
expresion génica de los marcadores mencionados (Barrachina et al., 2016).

Estudios previos han demostrado que las MSC pueden mantener sus propiedades biologicas
in vitro posterior a un precondicionamiento, principalmente lo que se conoce como “stemness”,
que engloba las propiedades inmunofenotipicas y de diferenciacion de estas (Hu and Li, 2018).
Reportandose por ejemplo, que la adicion de TGFf conduce a las MSC hacia la generacion de
osteoblastos in vitro, pero a su vez, se inhibe la diferenciacion adipogénica (van Zoelen et al,.
2016). Por otro lado, se ha visto que la adicion de IL-1 y TNFa inhiben la osteogénesis y la
adipogénesis en las MSC por medio de la activacion de la sefializacion de Nf-kB (Sullivan et al.,
2014). También se ha reporyado que la adicion de IL-1B, incrementa la diferenciacion
condrogénica en MSC, pero, cuando son sometidas a altas concentraciones de IL-1f, se reduce la
adhesion celular y la pluripotencia de las MSC (Matsumura et al., 2017). También se ha demostrado
que, bajo condiciones de hipoxia, las MSC no pierden su capacidad de diferenciacion hacia estirpes
osteogénicas y adipogénicas (Loftinia et al., 2015). Por otro lado, se ha visto que el
precondicionamiento con medios con remplazo de suero, no altera la capacidad de diferenciarse
hacia estirpes osteogénicas, adipogénicas y condrogénicas (Periasamy et al.,, 2018).
Especificamente en MSC derivadas de tejido adiposo, el precondicionamiento por periodos de 48
hrs con deferoxamina, no alter6 la capacidad de diferenciarse hacia estirpes osteogénicas,
adipogénicas (Oses et al., 2017), situacion muy diferente a lo observado en nuestros resultados,

que a pesar de que todas las eASC virgenes y precondicionadas se diferenrenciaron a adipocitos,
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se observo una diferencia significativamente mayor cuando estaban bajo el precondicionamiento
de PGE,/SP.

Los resultados de este trabajo, indican que el precondicionamiento tanto con PGE,,
PGE,/SP, SP e IFNy no alteran el patron inmunofenotipico de las eASC ni la capacidad para
diferenciarse a las estirpes anteriormente mencionadas, a excepcion cuando se encuentra en

presencia de IFNy, el cual genera una disminucion en la capacidad de diferenciarse a osteoblastos.

Analisis de los transcriptos en las eASC precondicionadas

A nivel transcriptomico, se evalu6 la presencia de los ARN mensajeros de PGES, IL-6, IL-
1, TNFa e IL-8. Previamente se ha visto que cuando las BM-MSC son precondicionadas con
hipoxia y también en UC-MSC estimuladas con IL-1p, se genera un aumento de IL-6 e IL-8 (Fan
et al., 2012; Chen et al., 2014). Otros reportes con precondicionamiento con LPS en UC-MSC, han
demostrado una disminucion de TNFa, IL-6 e IL-1 (Carrero et al., 2012), pero estos corresponden
a estimuladores precondicionantes tradicionales para inducir propiedades inmunes en las MSC. En
cuanto a la PGE,, no existen reportes de precondicionamiento en MSC y si bien, en el caso de la
SP hay reportes del efecto de esta en MSC (Jin et al., 2015), no se midi6 la expresion de las
citoquinas que fueron evaluadas en este estudio. Por lo cual, este, corresponderia al primer reporte
del efecto transcriptomico en MSC precondicionadas con PGE,, SP y su combinacion.

De todas formas, lo observado en nuestros resultados es concordante con lo reportado en el
precondicionamiento con hipoxia e IL-1p, donde se vio un aumento de la transcripcion de IL-6 e
IL-8. Esto también se ha observado en MSC equinas al estimular TLR4 por medio de del uso de
LPS (Cassano et al., 2017). Aun asi, estos resultados son contradictorios respecto a lo reportado
por Carrero (2012) en hBM-MSC, donde se observo una disminucion de IL-1B, diferencia que
puede estar dada por ser andlisis realizados en MSC de diferentes especies. Sin embargo, segin
nuestros resultados las MSC sin precondicionar, de forma basal, expresan todos los transcriptos

mencionados anteriormente.
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PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DE LAS eASC

Inhibicion de PBMC activadas

Uno de los fendmenos generados por las MSC que se han observado in vitro, es inhibir la
proliferacion de linfocitos T, lo cual ha sido ampliamente reportado (Carrade et al., 2012; Tobin et
al., 2012; Carrade et al., 2014; Niu et al., 2017). Distintos mediadores que participan en la
inhibicion de linfocitos T se han descritos para las MSC, como es el caso de PGE,, IDO, iNOS,
TGFB1, HGF y Hemoxigenasa-1 (Meisel et al., 2004; Aggarwal et al., 2005; Chabannes et al.,
2007; Patel et al., 2010). En el caso de las MSC equinas es la PGE; quien participa en la inhibicion
de la proliferacion de linfocitos T activados (Carrade et al., 2014).

Esta inhibicion mediada por las MSC, fue observada en este trabajo. Las eASC virgenes
generaron una marcada inhibicion de la proliferacion de los PBMC comparados con los PBMC
activados con LPS. Lograron mantener la inhibicion independientemente del tipo de
precondicionamiento al que fueron expuestas las eASC o al mitégeno con el que fueron
estimulados los PBMC virgenes. Estos resultados, son consistentes con estudios previos donde han
hallado que las MSC en presencia de estimulaciones inflamatorias, inhiben significativamente la
proliferacion de linfocitos T alogénicos (Carrade et al., 2012; Chen et al., 2010; Barminko et al.,
2013; Hsu et al., 2013).

Es interesante observar que no en todos los tratamientos se obtuvo el mismo fendmeno, si
bien todas las eASC inhibieron la proliferacion de PBMC, el unico tratamiento que indujo una
marcada inhibicion de PBMC respecto al efecto intrinseco de las eASC, fue el precondicionamiento
con IFNy, resultados similares han sido obtenidos previamente en otras investigaciones (Krenger
et al., 1996; Klinker et al., 2017). Pero este efecto, solamente se dio bajo el estimulo del LPS en
linfocitos bajos (de un animal sano), ya que, en linfocitos altos, no se observaron diferencias entre
los tratamientos.

Mientras que, en un escenario diferente, bajo las mismas condiciones de
precondicionamiento, pero con el estimulo de Poly I:C, sucedié una situaciéon contraria a lo
ocurrido en la estimulacion con LPS. Se observaron diferencias entre los tratamientos respecto a
las eASC virgenes al momento de inhibir las poblaciones de linfocitos bajos y tampoco en
linfocitos altos, pero aun asi todas las eASC generaron inhibicién de la proliferacion de PBMC

activados. Estos resultados concuerdan con las observaciones en ASC humanas, en las que la
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estimulacion con Poly I:C por 48 hrs, genera un efecto inhibitorio sobre los linfocitos T activados
(Manchefio-Corvo et al., 2015). Este efecto esta dado por un contacto directo con las MSC, las
cuales conducen a una detencion de la proliferacion de los linfocitos T en la fase GO del ciclo
celular (Glennie et al., 2005) y solamente ocurre el fenomeno antiproliferativo, cuando los
linfocitos T son activados. Mientras que, en un estado de quiescencia, las MSC solo apoyan la
supervivencia de los linfocitos T (Benvenuto et al., 2007; Xu et al., 2007). Este contacto célula a
célula, es bastante fuerte, ya que se ha observado que en sistemas de co-cultivos, los linfocitos T a
las 4 hrs toman contacto con las MSC quedando atrapados junto a estas, por hasta 60 hrs (Suva et
al., 2008). Algo no menor, es la especificidad del proceso por el cual las MSC logran inhibir la
proliferacion de los linfocitos T, demostrandose en MSC derivadas de tejido adiposo, que este
sistema funciona siempre y cuando los linfocitos T sean diferentes de las MSC en cultivo
(Quaedackers et al., 2009). Aun asi, otros estudios en ratones, han demostrado que las MSC in vivo,
no desencadenan una inhibicion de la proliferacion de los linfocitos T, situacion que si observaron

in vitro (Schurgers et al., 2010).

Induccion de linfocitos T CD4", CD25" y FOXP3"

La habilidad de las MSC para generar una induccién hacia un fenotipo de linfocitos Tregs,
ha sido ampliamente reportada tanto en humanos como en otras especies (Maccario et al., 2005; di
lani et al., 2008; English et al., 2009; Gonzales-Rey et al., 2012; Luz-Crawford et al., 2013;
Khosravi et al., 2017a; Khosravi et al., 2017b). Los linfocitos Tregs son una sub-poblacioén de
linfocitos T, que participan en fendmenos inmunosupresivos importantes para mantener la
homeostasis inmunoldgica y la auto-tolerancia (Vignali et al., 2008; Ohkura et al., 2013) y que se
producen a partir desde subpoblaciones de linfocitos T maduros en el timo o desde linfocitos Tn
en la periferia (Sakaguchi et al., 2008; Wood et al., 2012).

En este trabajo, todos los tratamientos, incluyendo el control (eASC virgen), lograron inducir
un cambio de fenotipo desde PBMC virgenes hacia linfocitos Treg CD4", CD25" y FOXP3", con
porcentajes de positividad superiores a los PBMC controles (Tregs basales). Los PBMC controles,
fueron medidos sin la presencia de eASC y mitdgenos, lo cual ha sido observado en otros estudios
previamente (Aggarwal and Pittenger, 2005; Ghannam et al., 2010; Kol et al., 2015; Yang et al.,
2015).

Varios autores han reportado que IL-6 es el mayor regulador del balance Th17/Tregs (Kimura
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and Kishimoto, 2010; Yan et al., 2015). Segun nuestros resultados, las eASC sometidas a los
tratamientos con PGE, y PGE,/SP, expresaron significativamente mas IL-6 que el control a nivel
transcriptomico, observandose un incremento de 0,5 fold change respecto al control. Junto a esto,
también se ha reportado que los cambios en poblaciones de células inmunes, principalmente el
fendomeno de induccion hacia células Tregs, se genera en un contexto en que las MSC deben estar
en contacto directo célula a célula (Le Blanc, 2003; Gur-Wahnon et al., 2007). Ya que se ha visto
que en condiciones de cultivo en un sistema de transwells, no se genera la induccion hacia células
Treg (Nicola et al., 2002; English et al., 2009). Es la razon por la cual nuestros resultados provienen
de experimentos realizados en un sistema de co-cultivo, donde las eASC se encontraban en
contacto directo con las poblaciones de PBMC virgenes (Luz-Crawford et al., 2013). Este
mecanismo de contacto y la capacidad de las MSC humanas de expandir los linfocitos T hacia
Treg, se ha visto que es dependiente del antigeno leucocitario humano G 5 (HLA-G5; Selmani et
al., 2008).

Seglin los resultados obtenidos y contrastados con los resultados de la inhibicion in vitro de
la proliferaciéon de PBMC (punto anterior), observamos que cuando las eASC fueron co-cultivadas
con PBMC virgenes provenientes desde un animal sano y estando bajo la estimulacion de LPS y
Poly I:C, junto a inducir un marcado cambio del fenotipo hacia Treg respecto al control, también
generaron una marcada inhibicion de la proliferacion de PBMC. Esto no ocurrié en microambiente
en donde se co-cultivaron con linfocitos altos, observandose que aquellos tratamientos que
inhibieron pobremente la proliferacion de PBMC, también tuvieron un bajo porcentaje en el cambio
de fenotipo hacia Treg. Sin embargo, se ha visto que aparte del efecto contacto célula-célula, hay
un efecto mediado por los factores solubles de las MSC humanas como TGF y PGE,, papel que
no es redundante, pero contribuyen a la induccién de linfocitos T CD4", CD25" y FOXP3", pero
este es un efecto que requiere de un contacto previo con las MSC (English et al., 2009). A pesar de
la evidencia existente respecto al papel que juega PGE; en este cambio de fenotipo, la adicion de
PGE; o su combinacion con SP exdgena al medio, no mejor6 la produccion de Treg en comparacion
con el efecto intrinseco de las eASC (eASC virgenes). Sin embargo, se observd que hay cambios
a nivel del patron secretor de las eASC cuando son sometidas a un microambiente con PGE; o su
combinacion con SP exogena, que afectan procesos inmunologicos. Selmani y colaboradores
(2007), demostraron que la proteina HLA-G5 (un miembro de la familia de los MHC de clase I),

juega un rol importante en la supresion de linfocitos T y la polarizacion de los linfocitos T hacia
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Treg, lo cual es esencial al momento del contacto célula- célula. En este sentido nuestras celulas
eASC, mostraron una alta positividad al marcador de superficie MHC de clase I (genérico), lo cual
podria ser en nuestro modelo uno de los causantes importantes del cambio de fenotipo de las PBMC

virgenes, junto a PGE, endogena.

Secretoma: induccion de factores paracrinos a través del precondicionamiento de las eASC

Una de las maneras por las cuales se dan los fendémenos anteriormente mencionados, es por
el efecto paracrino que ejercen las MSC sobre el sistema inmune (Ma et al., 2014; Seo and Jung,
2016; Saldafa et al., 2017). Estos corresponden a una parte muy significativa de su potencial
efector, es por eso, que, en este trabajo, se estudio las proteinas que secretan las MSC, tanto en su
estado virgen, como en condiciones precondicionantes a las que fueron expuestas, como PGE,,
PGE,/SP e IFNy.

Hay una variada evidencia que sugiere que modificaciones en el microambiente de las MSC
podria mejorar el efecto terapéutico de estas, a traveés de la modificacion de su secretoma (Vizozo
et al., 2017). Dentro de estos estudios, se ha visto que, bajo condiciones de Hipoxia, se activan los
factores inducibles por hipoxia (HIF-lalfa), induciendo a su vez la expresion de factores
angiogenicos como VEGF (Youn et al., 2011; Ahluwalia et al., 2012, Hawkins et al., 2013). En
humanos se ha visto, a traves de la adicion de moléculas proinflamatorias al microambiente como
IFNy, se logra estimular la produccion de IDO, lo que potencia la accion inmunomoduladora de
las MSC (Croitoru-Lamoury et al., 2011; Kang et al, 2012; Lin et al., 2012). Junto a esto, otros
reportes han demostrado que existe un fenotipo diferente en dependencia del estimulo que se ejerza
sobre la MSC, observandose que si la MSC es estimulada via TLR4, la MSC se polariza hacia un
fenotipo pro inflamatorio denominado MSC1, mientras que si se estimula via TLR3, la MSC se
polariza hacia un fenotipo inmunosupresivo conocido como MSC2, con patrones de expresion y
secrecion totalmente diferentes. Por medio de TLR3 se estimula la secrecion de CCL10, CCLS,
IL4 y IL-10, mientras que a través de la estimulacion de TLR4, se aumenta la secrecion de IL-6 'y
IL-8 (Waterman et al., 2010a; Waterman et al., 2010b). Por lo tanto, existe evidencia respecto a un
cambio de fenotipo de la MSC en dependencia del microambiente y del estimulo que se ejerza
sobre ella, lo cual sustenta lo que se conoce hoy sobre la MSC como una célula inmunomoduladora.
Mientras que, bajo estimulos inflamatorios, como TNFa e IFNy, se ha observado que hMSC, tienen

una marcada expresion de genes como IDO e IL-6, mientras que TIMP2 y TGFf} se ven bajamente
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expresados. Otros genes, como HGF, IL-1f y TIMP1 no mostraron diferencias entre células
virgenes y precondicionadas con las citoquinas mencionadas. También se ha visto que, se aumenta
la secrecion del factor H, lo cual se interpreta como un patrén secretor antiinflamatorio cuando las
MSC se encuentra bajo condiciones inflamatorias (van Buul et al., 2012; Tu et al., 2012).

Por otro lado, se ha evaluado el efecto de un ambiente inflamatorio a través del
precondicionamiento con IL-1B sobre poblaciones de MSC, donde se logré observar que en MSC
derivadas de cordon umbilical, se genera un aumento en la expresion de COX-2, IL-6 e IL-8, la
produccion de CXCR4 y mejora la capacidad migratoria de las células in vitro (Fan et al., 2012).
Mientras que en BM-MSC se ha observado que aumenta la expresion de TNFa, IL-6, IL-8, IL-23,
CCL5, CCL20, CXCL1, CXCL3, CXCLS5, CXCL6, CXCL10, CXCL11, moléculas de adhesion
como VCAM-1, ICAM-1 e ICAM4, aumenta la capacidad de reclutamiento de linfocitos,
monocitos, neutrdfilos y eosinédfilos, donde al parecer NF-kB jugaria un rol importante en este
proceso (Carrero et al., 2012). Estas moléculas, tienen gran importancia por ejemplo en procesos
de respuestas asociadas a la inmunidad innata, como es el caso del aumento en la migracion de
macrofagos (Chen et al., 2014) y a la vez, genera una disminucion de las poblaciones de macréfagos
con fenotipo M1 (Fan et al.,, 2012). Especificamente en el caso de TNFa e IL-1, estarian
involucradas en la produccion de proteinas de la fase aguda, con un consecuente reclutamiento de
neutrofilos y expresion de moléculas de adhesion (O Garra et al., 2007; Scheller et al., 2011).

Lamentablemente, muchos de estos estudios son evaluaciones a nivel de los transcriptos
utilizando la técnica de PCR y son muy pocos los analisis protedmicos o transcriptomicos
disponibles para las MSC. Es por eso que es tan importante, estudiar el efecto del microambiente
al que las MSC son expuestas y su relacion con las proteinas que expresan, ya que el microambiente
es el principal efector sobre el sistema inmune (Le Blanc et al, 2003). Muchos de los resultados
obtenidos en nuestro estudio, tienen relacion con lo reportado en la literatura para diferentes tipos
de MSC y en diferentes especies en torno a su funcion sobre el sistema inmune (Le Blanc y Davies,
2015; Contreras et al., 2016; Zhao et al., 2016; Rivera —Cruz et al., 2017), con una participacion
de proteinas secretadas por las MSC en procesos y regulaciones del sistema inmune innato (Le
Blanc y Davies, 2015) y en el sistema inmune adaptativo (Cao et al., 2015).

Por todo lo anterior, se decidid realizar un andlisis de forma global respecto al perfil
cualitativo de las proteinas secretadas por las eASC, con el fin de identificar directamente los

factores secretados por este tipo de células en las diferentes condiciones a las que fueron sometidas
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y su relaciéon con procesos inmunoldgicos, especificamente con las regulaciones del sistema
inmune. Como resultado, se hallaron patrones de secrecion muy distintos entre el control y los
tratamientos precondicionantes. Dado que la definicion de secretoma es el subconjunto de proteinas
secretadas activamente a partir de las células bajo determinadas condiciones (Bal et al 2013), es de
esperar que existan cambios cuantitativos de las proteinas secretadas en los diferentes tratamientos
aplicados, pero esto no ha sido analizado en nuestro estudio, el que se concentrd principalmente en
determinar el patron cualitativo de secrecion de las eASC bajo diferentes condiciones

precondicionantes versus las eASC virgenes.

Patron secretor de las eASC

La secrecion de proteinas por parte de las MSC vy las interacciones que estas forman, esta
influenciada por el microambiente, en este caso, las moléculas precondicionadoras. De especial
interés para esta tesis, son aquellas proteinas relacionadas con funciones inmunes de las MSC y
cémo estas son reguladas de modo positivo (RP) o negativo (RN), segun las predicciones de la
herramienta online de interacciones proteicas STRING. Las eASC secretan de modo constitutivo
proteinas que regulan a la alza (RP) funciones del sistema inmune (grupo control). Este patron se
mantuvo incluso cuando las células fueron fueron expuestas a PGE; o a IFNy y corresponde al
término GO:0002684 del GO. Este término engloba a procesos involucrados en el funcionamiento
del sistema inmune, que esta preparado ante cualquier respuesta a amenazas internas o invasivas.
Cuando las células fueron tratadas con la combinacion de PGE,/SP, por el contrario, se activaron
proteinas involucradas en la RN del mismo proceso (GO:0002683). Esto puede ser de gran valor
para el futuro uso de moléculas precondicionantes en momentos o situaciones particulares en las
cuales se requiera manipular a la alza o a la baja ciertos procesos relacionados con el sistema
inmune de los equinos.

Cuando se evalud el patron secretor de las diferentes condiciones a las que estuvieron
expuestas las eASC, observamos que las eASC virgenes presentaron un patron secretor relacionado
principalmente con regulaciones del sistema del complemento, de la respuesta inflamatoria,
procesos efectores, de la respuesta de defensa y de la migracion de linfocitos (Zachar et al., 2016).
Una vez que fue agregada la estimulacion con PGE; al cultivo de las eASC, se conservaron varias
regulaciones de las eASC virgenes, pero se perdieron regulaciones asociadas al sistema del

complemento, sin embargo, se observaron nuevos tipos de regulaciones, como son la produccion
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y secrecion de citoquinas y la quimiotaxis de linfocitos NK, situacion que ha sido observada en
MSC humanas (Cui et al., 2016). Cuando las eASC se sometieron a un precondicionamiento con
la combinaciéon de PGE, y SP, se observd que las proteinas secretadas abarcaron una mayor
cantidad de regulaciones de los procesos inmunoldgicos. En términos numéricos, este
microambiente generado por la combinacién de ambas moléculas, fue el que indujo la secrecion
de una mayor cantidad de proteinas respecto a los demds tratamientos y al control, y como
consecuencia, las proteinas estaban involucradas en una mayor cantidad de regulaciones
inmunologicas. Las principales regulaciones en las que logré predecir la participacion de estas
proteinas por el GO en el sistema inmune, estan asociadas a la respuesta de defensa, a procesos
inflamatorios, a procesos efectores del sistema inmune, a la produccion y activacion de citoquinas,
a la quimiotaxis de linfocitos T y de linfocitos NK. Al igual que lo ocurrido con la estimulacion
con PGE,, en este tratamiento, se encontraron, en menor proporcion, proteinas que estan
involucradas en regulaciones del sistema del complemento, las que, si fueron observadas en las
eASC virgenes, lo cual es interesante, ya que se ha reportado previamente que el complemento
participa en el reconocimiento y rechazo de las MSC después de la infusion y es activado por de
ellas (Liy Lin, 2012). El hecho de que estos tratamientos reduzcan o inhiban parte de la maquinaria
del complemento, es atractivo desde el punto de vista terapéutico con células alogénicas.

Varias de las proteinas que fueron detectadas en la secrecion de todos los tratamientos y el
control, regulan de manera negativa procesos asociados al sistema del complemento, como
CIQTNF3, C7, CFHR4, CFI, SERPINF1, SERPINGI, SERPINA7, mientras que la proteina
SERPINALI se compartia en la secrecion del tratamiento con PGE,; y PGE,/SP y también entre el
tratamiento de IFNy y control, la proteina SERPINAT1 también se encontraba compartida entre el
tratamiento de PGE,/SP e IFNy, mientras que la proteina C1S solo fue detectada en el secretoma
del control. Se ha reportado previamente que estas proteinas tienen una participacion en procesos
asociados al sistema del complemento, principalmente regulando la activacion de la cascada del
complemento (Beinrohr et al., 2011; Mika et al., 2012; Skerka et al., 2013; Turner et al., 2015; Xue
et al., 2017).

Otra de las regulaciones que se vieron mayormente sobre reguladas, son las que tienen
relacioén con la atraccion e induccion de efectos sobre poblaciones celulares vinculadas en gran
parte con el sistema inmune adaptativo, donde se detectd un conjunto de citoquinas y quimoquinas

entre los diferentes secretomas de los tratamientos y el control, las cuales estan, seglin lo reportado
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por otros autores, involucradas en regulaciones positivas de la quimiotaxis (Nagpal et al., 1997;
Weissenbach et al., 2004; Arndt et al., 2005; Huang et al., 2010; Le Blanc and Davies, 2015; Jovic
et al., 2016; Lee et al., 2017). Varias de estas se compartian entre los secretomas de los diferentes
tratamientos como CXCL6 y CCL7. Por otro lado, RARRES?2 es una proteina que fue secretada
bajo los tratamientos de PGE,, PGE,/SP y en el control, SERPINE1 en los tratamientos de
PGE,/SP, IFNy y el control, CCL2 en los tratamientos de PGE, y PGE,/SP.

También se detectaron en todos los tratamientos y el control, proteinas secretadas que
participaban de manera negativa en las regulaciones de la quimiotaxis como CDH13, RBP4,
APOH, AGT, FBLNI1, SPARC, SERPINF1 y GPLDI, tal como ha sido demostrado por otros
autores previamente. Otras proteinas, como GFBPS5, PTGDS y NDRG2 fueron secretadas de
manera compartida entre los tratamientos PGE, y PGE,/SP. La proteina TIMP2 que se comparti6
con PGE,, PGE,/SP y el control, corresponde a una proteina que se han visto previamente
secretadas por las MSC, pero sin estar asociadas a procesos del SI (Andersen et al., 2015; Holley
etal.,2015; Yoon etal., 2016; Dostert et al., 2017; Eslani et al., 2017; Takigawa et al., 2017; Chang
etal., 2018). La proteina ERBB2 estaba compartida entre los tratamientos de PGE/SP y el control,
mientras que la proteina IL-6 solo fue detectada bajo el tratamiento de PGE,/SP. Esta situacion es
interesante, ya que se ha reportado previamente que IL-6 es dependiente de la secrecion de PGE,,
pero como se menciond previamente, IL-6 solo fue secretada en precencia de SP (Bouffi et al.,
2010). Estos procesos practicamente se vieron ausentes con una marcada regulacion a la baja
cuando las eASC estaban bajo el efecto de IFNy, a pesar de que se han reportado una serie de
proteinas secretadas por las MSC para esta regulacion,

En nuestro estudio, la adicion de SP al medio precondicionante, gener6 la mayor
desregulacion en la expresion de proteinas involucradas en procesos inmunolédgicos. Si bien la
PGE; por si sola genera un cambio en el patron secretor de las eASC hacia un fenotipo
inmunomodulador, la mayor participacion de proteinas en procesos inmunes fue detectada cuando
estaban en presencia SP. Esto concuerda con lo reportado por otros autores con respecto al rol
clave de la SP en la migracién celular a través de la induccién de varias citoquinas, receptores y
moléculas de adhesion (Ahluwalia et al., 1998; Mashaghi et al., 2016). Se ha visto también que SP
estimula la migracion de neutréfilos (Ahluwalia et al., 1998) y recluta leucocitos hacia terminales
de nociceptores periféricos (Ren y Dubner, 2010).

De gran relevancia fueron las proteinas LYZ, B2M, MIF y IL-6, presentes en el
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precondicionamiento de PGE,/SP y que estaban ausentes en el resto de los tratamientos y en las
eASC virgenes. Se ha reportado previamente que tanto la PGE; como la SP contribuyen en varios
aspectos de la defensa antimicrobiana (Allaker et al., 1999; Kowalska et al., 2002; El Karim et al.,
2008; Lin et al., 2016). También SP induce la secreciéon de citoquinas proinflamatorias,
quimioquinas, metabolitos del dcido araquidonico que resultan ser claves en células inmunes como
leucocitos polimorfonucleares, mastocitos, macrofagos y células no inmunes como células
mononucleares de sangre periférica y lineas de células epiteliales (Lorenz et al., 1998; Cuesta et
al., 2002; Wong et al., 2005; Kulka et al., 2008; Yaranee et al., 2009; Gallicchio et al., 2009; Kulka
et al., 2008). Si bien para las MSC no se han descrito funciones antibacterianas inducidas a través
de SP, esta descrito que en BM-MSC, la SP potencia las propiedades inmunomoduladoras (Jin et
al., 2015). Por otro lado, se ha reportado que PGE, tiene un fuerte vinculo con la sefializacion de
STAT3, generandose un ciclo de retroalimentacion positiva entre el eje COX-2/PGE, y la
senalizacion de STAT3 (Lin et al., 2016). Previamente se habia demostrado que existe una
regulacion de COX-2 via TLR4 (Fukata et al., 2004; Weinlich et al., 2008). También se ha
reportado que PGE, amortigua la respuesta inmune que desencadenan los macréfagos alveolares,
al inhibir eventos de sefializacion de los receptores de reconocimiento de patrones como lo es el
TLR4 (Degraaf et al 2014), por lo cual, todo indica que la PGE; juega un rol importante en la
inmunidad innata.

Dentro de las proteinas que fueron inducidas por el tratamiento con PGE,/SP, hubo proteinas
con funciones antibacterianas, con participacion en la presentacion de antigenos y en la produccion
y secrecion de interleuquinas y citoquinas. Dentro de las proteinas antibacterianas, encontramos la
proteina Lisozima C (LYZ), que corresponde a una enzima involucrada en la inmunidad innata, la
cual tiene roles de defensa contra bacterias generando una hidrdlisis de la pared de peptidoglicanos
(Callewaert et al., 2010). Es una proteina que se encuentra presente en abundancia en los
mamiferos, en sangre e higado y en fluidos como las lagrimas, la orina, la saliva y la leche, como
también en superficies corporales. Principalmente se ha descrito su secresion en macréfagos,
neutrofilos y células dendriticas (Callewaert et al., 2010; Lelouard et al., 2010). Hay una amplia
evidencia respecto al efecto antibacteriano de las MSC, con efectos beneficiosos en el tratamiento
de sepsis inducida por bacterias (Eiro et al., 2007; Gupta et al., 2007; Gonzales-Rey et al., 2009;
Nemeth et al., 2009; Mei et al., 2010), como también el efecto bactericida que tienen las hUCESC-
CM sobre E. Coliy S. epidermidis (Beer et al., 2017). Aun asi, hasta la fecha no se ha descrito esta
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proteina como parte de la secrecion de las MSC, por lo que nuestros hallazgos de la proteina LYZ
en el secretoma de las eASC gatillada por el precondicionamiento con PGE; y SP, corresponderia
al primer reporte de este hallazgo.

Otra proteina de interés corresponde a B2M, la cual es una proteina de bajo peso molecular,
que puede estar presente en forma sérica secretable o en asociacion con la cadena a del MHC de
clase I en la superficie celular (Peranau et al., 1990). Dado que forma parte de manera fisiologica
del MHC de clase I, es que se ha utilizado como un gen “housekeeping” para el andlisis de
transcriptos (Berko et al., 2005; Matsuzaki et al., 2015; Nazari et al., 2015). Al ser parte del MHC
de clase I, también juega un rol en la presentacion de antigenos (Cooper and Plesner, 1980), pero
cuando B2M es un metabolito, que esta presente de forma libre en los fluidos, no se sabe claramente
cudl es su funciodn, sin embargo, se ha reportado un nuevo rol antibacteriano de B2M (Kim et al.,
2012; Chiou et al., 2016). Nuestros resultados al igual que otros realizados en células epiteliales,
muestran que B2M solo se expresa y secreta bajo condiciones determinadas, algunos estudios lo
han demostrado a traves de la exposicion a patdogenos, observando un aumento del ARNm de b2m
(Kim et al., 2012). En este trabajo, se observd la presencia de esta proteina secretada en el
sobrenadante de las eASC expuestas Uinicamente al tratamiento de PGE,/SP. De este modo, al
parecer la combinacion de PGE;, y SP genero en las eASC un efecto antibacteriano inducido, lo
cual es novedoso y de potencial relevancia para futuras perspectivas terapéuticas.

MIF corresponde a otra proteina que fue secretada de forma diferencial en las eASC
expuestas a PGE,/SP. La proteina MIF es una citoquina pleiotropica que se ha reportado su
expresion en diversos tipos celulares como macréfagos y monocitos, células musculares de vasos
sanguineos y cardiomiocitos (Calandra et al., 1994; Burger-Kentischer et al., 2002; Willis et al.,
2005). Sin embargo, se ha observado que las MSC expresan y secretan altos niveles de MIF bajo
condiciones de hipoxia al compararlas con células en normoxia, mostrando potentes efectos
protectivos sobre las MSC contra los efectos de la hipoxia, actuando como un agente anti-
apoptotico a través de la via de sefializacion dependiente de CD74 (Xia et al., 2015).

Por ultimo, la citoquina IL-6, corresponde a otra proteina de gran relevancia que fue
detectada unicamente en el secretoma del tratamiento con PGE,/SP y segun las predicciones del
GO, indican amplios efectos sobre las regulaciones de procesos inmunoldgicos (Tanaka et al.,
2014). Segtn nuestros resultados, las eASC en un estado virgen no secretan IL-6, lo cual si se ha

visto en MSC de otras especies, como en MSC de humanos (Gu et al., 2015; Deng et al., 2016; Mi
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and Gong, 2017) y en ratones (Huh and Lee., 2013). Es de interés, que, en nuestro trabajo, si se
encontrd el RNAm de IL-6 en todos los tratamientos y en las eASC virgenes, lo cual también ha
sido reportado por otros autores en la especie equina (Paterson et al., 2014; Carrade et al., 2014).
Cuando las eASC estuvieron bajo el estimulo de PGE,/SP, si se detect6 IL-6 secretable, lo cual no
ocurrid cuando las eASC estuvieron bajo el precondicionamiento con PGE,, por lo que
aparentemente, la adicion de SP resultaria ser el detonante que contribuye a que las eASC adquieran
una actividad inmunoreguladora incrementada. La funcién més conocida de la IL-6 es la de una
citoquina proinflamatoria, reportandose que al interactuar con IL-1 y TNFa se induce a la secrecion
de proteinas de la fase aguda, reclutamiento de neutrdfilos y estimula la proliferacion de linfocitos
T (Xing et al., 1998; Scheller et al., 2011). De manera conjunta con IL-4 participa en la generacion
de linfocitos Th2 (Scheller et al., 2011) y también se ha reportado su participacion en la respuesta
humoral (Benihoud et al., 2000). Pero recientemente se ha reportado la participacioén de IL-6 como
una citoquina con funciones anti-inflamatorias al regular el balance de Th17 e induccién de Treg
(Kimura and Kishimoto, 2010; Yan et al., 2015), ya sea interactuando con TGFf y generando Th17
(Veldhoen et al., 2006) o a través de la inhibicion de TGFp e asi induciendo Treg (Mangan et al.,
2006). Pero, aun asi, no seria la molécula responsable de inhibir la proliferacion de linfocitos T, ya
que se ha visto en otros estudios en MSC equinas, que al bloquear IL-6, no se logra revertir el
arresto proliferativo de los linfocitos T (Carrade et al., 2014).

Los resultados de este trabajo muestran que las eASC en su estado virgen son capaces de
generar un efecto inmunomodulador, lo cual se condice con el uso reportado para ellas en terapias
alogénicas, no obstante, el fenotipo y patron de secrecion de proteinas involucradas en funciones
inmunes son distintos al de las células precondicionadas in vitro. De gran interés resulta el uso de
PGE,, como molécula precondicionadora, ya que ésta ha sido identificada como la mediadora clave
de la inmunomodulacién en células madre mensenquimales equinas. Sin embargo, en este trabajo
se demostro que la PGE; per se, al parecer, no juega ese papel tan decidor en la induccién de un
patrén inmunomodulador. El uso combinado de PGE;, y Sustancia P, si generd una respuesta
inmunomoduladora potente en los ensayos realizados.

De igual modo, en este trabajo se demostrd que, si bien existe un efecto basal de inhibicion
de la proliferacion de PBMC activados y una induccion de Tregs, por la célula virgen, el mayor
efecto se logra al combinar PGE, y Sustancia P, obteniendo resultados incluso por encima del

IFNy, considerado para MSC humanas y murinas el “estdndar de oro” en la inducciéon de un
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fenotipo inmunomodulador (“immunological licensing”).

Por lo anterior estos resultados retan el estado del arte actual referente a la adquisicion de
dicho fenotipo en células MSC equinas, y abren las puertas para estudiar mas a fondo este
fendémeno para dicha especie. Concretamente, se propone que la combinacion de PGE; y Sustancia
P, y no IFNy pudieran ser el verdadero “estandar de oro” en la inmunomodulaciéon de MSC equinas.

Se sugiere el precondicionamiento de MSC con esta combinacion para el tratamiento de

enfermedades autoinmunes y para el uso en terapias regenerativas alogénicas.



111

CONCLUSION



1)

2)

3)

4)

5)
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El aislamiento de células madre mesenquimales a partir de tejido adiposo se logro de
una manera simple, reproducible y las células aisladas se adhirieron a la superficie de
la placa de cultivo, migraron, se diferenciaron al tri-linaje y expresaron un patréon

inmunofenotipico de MSC, cumpliendo con las caracteristicas bioldgicas de una MSC.

Se demostr6 mediante PCR la expresion diferencial de genes cruciales de mediadores

de la actividad inmunomoduladora.

El precondicionamiento con PGE; y SP, resulté en una mejora en la capacidad de las
eASC para inhibir la proliferacion de PBMC activados y para inducir a un cambio en el

fenotipo Treg (CD4, CD25 y FOXP3)*.

El precondicionamiento con PGE: y SP, resulto ser la mejor condicién para inducir un
lincenciamiento inmunolégico in vitro de las eASC, mientras que el
precondiconamiento candnico con IFNy, resulté generar una menor capacidad de

adquirir un licenciamiento inmunoldgico.

Se demostr6 y se describieron por primera vez para las eASC, los patrones de
secrecion de de proteina bajo estas condiciones precondicionantes, resultando en un

cambio del patron secretor bajo el estimulo de PGE; y SP.
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Tabla 10: Set de proteinas compartidas por todos los tratamientos precondicionantes utilizados en el experimento, se

describe su nombre sistematico y su ID (Nombre del gen).

Nombre sistematico Nombre del gen
72 kDa type IV collagenase MMp2
afamin isoform X2 AFM
alpha-1B-glycoprotein A1BG
alpha-2-HS-glycoprotein AHSG
alpha-fetoprotein precursor AFP
angiotensinogen AGT
apolipoprotein A-I APOA1
apolipoprotein M APOM
Bardet-Biedl syndrome 4 protein isoform X2 BBS4
basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein_ partial HSPG2
B-2-glycoprotein 1 APOH
cadherin-13 precursor CDH13
cation-independent mannose-6-phosphate receptor IGF2R
C-C motif chemokine 7 CCL7
collagen alpha-1(I) chain COL1Al
collagen alpha-1(V) chain COL5A1
collagen alpha-1(VI) chain COL6A1
collagen alpha-2(I) chain COL1A2
collagen alpha-2(V) chain COL5A2
collagen alpha-2(VI) chain COL6A2
complement C1q tumor necrosis factor-related protein 3 isoform X2 C1QTNEF3
complement component C7 C7
complement factor H isoform X5 CFHR4
C-X-C motif chemokine 6 precursor CXCL6
decorin precursor DCN
fibromodulin precursor FMOD
fibronectin FN
fibulin-1 FBLN1
fibulin-2 FBLN2
follistatin-related protein 1 FSTL1
GTPase IMAP family member GIMD1 GIMD1
hemicentin-1 HMCNI1
hemoglobin subunit 8 HBB
hepatocyte growth factor activator HGFA
insulin-like growth factor II precursor IGF2
keratin_ type I cuticular Ha7 KRT37
keratin_ type II microfibrillar component 7C K2M2
laminin subunit gamma-1 LAMC1
latent-transforming growth factor B-binding protein 2 LTBP2
membrane primary amine oxidase isoform X1 AOC3
metalloproteinase inhibitor 1 precursor TIMP1
netrin-4 NTN4
nidogen-1 NIDI
nidogen-2 NID2
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pantetheinase VNNI1
pigment epithelium-derived factor precursor SERPINF1
plasma kallikrein KLKB1
plasma protease C1 inhibitor SERPING1
probable E3 ubiquitin-protein ligase DTX2 isoform X2 DTX2
protein NLRCS5 NLRCS
prothrombin F2
putative bifunctional UDP-N-acetylglucosamine transferase and deubiquitinase ALG13 isoform X4 ALG13
retinol-binding protein 4 precursor RBP4
rotatin isoform X1 RTTN
serotransferrin precursor TF
serum albumin precursor ALB
serum amyloid P-component APCS
SPARC precursor SPARC
tenascin TNC
thrombospondin-2 precursor THBS2
thyroxine-binding globulin SERPINA7
transforming growth factor-p-induced protein ig-h3_ partial TGFBI
vitamin D-binding protein GC
vitamin K-dependent protein S PROS1
vitronectin VTN
kininogen-1 isoform X1 KNG1
MHC class I heavy chain precursor HLA-A
pancreatic alpha-amylase-like AMY2A
phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D isoform X1 GPLD1
complement factor I isoform X3 CF1
Tabla 11: Proteinas compartidas entre los diferentes tratamientos precondicionantes y el control
Secrecion simultanea Nombre sistematico Nombre del
gen
PGE,-PGE,/SP alpha-1-antiproteinase 2 precursor SERPINA1
angiopoietin-4 isoform X1 TEK
C-C motif chemokine 2 precursor CCL2
collagen alpha-1(XI) chain COL11Al
dynactin subunit 5 isoform X2 DCTN2
galectin-1 LGALS1
insulin-like growth factor binding protein-5 precursor IGFBP5
insulin-like growth factor-binding protein 4_ partial IGFBP4
interleukin-12 receptor subunit -2 isoform X4 IL12RB2
prostaglandin-H2 D-isomerase precursor PTGDS
protein NDRG?2 isoform X2 NDRG2
ribonuclease 4 RNASE4
small integral membrane protein 14 C4orf34
SPOC domain-containing protein 1 SPOCD1
sushi_ nidogen and EGF-like domain-containing protein 1 SNED1
PGE,-IFNy 3-keto-steroid reductase isoform X1 HSD17B7
kunitz-type protease inhibitor 1 isoform X1 SPINT1



PGE,-Control

PGE,-PGE,/SP-IFNy

PGE,-PGE,/SP-
Control

PGE,-IFNy-Control

PGE,/SP-Control

PGE,/SP-IFNy-
Control

IFNy-Control

signal peptide  CUB and EGF-like domain-containing protein 3 isoform X1

tetratricopeptide repeat protein 24

vasorin

SET and MYND domain-containing protein 4 isoform X1
B-crystallin S

IGF-like family receptor 1 isoform X1

signal peptidase complex subunit 3_ partial
ubiquitin-like protein ATG12 isoform X1

arfaptin-2 isoform X2

CUB and sushi domain-containing protein 1
EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1
laminin subunit gamma-3_ partial

protein AMBP

fibrinogen gamma chain

interleukin-11

metalloproteinase inhibitor 2

retinoic acid receptor responder protein 2
sialidase-2 isoform X2

tetranectin

transthyretin

apolipoprotein D isoform X2

procollagen C-endopeptidase enhancer 1 isoform X2
receptor tyrosine-protein kinase erbB-2 isoform X2
C-C motif chemokine 26

chitinase-3-like protein 1

plasminogen isoform X2

protein NOV homolog

sushi_ von Willebrand factor type A_ EGF and pentraxin domain-containing

protein 1
alpha-tectorin

integrin B-1 isoform X1

plasminogen activator inhibitor 1

protein FAM180B

tripartite motif-containing protein 45 isoform X1
tRNA (uracil(54)-C(5))-methyltransferase homolog
alpha-1-antiproteinase 2-like
microfibrillar-associated protein 2

urocortin-3

collagen alpha-1(II) chain precursor
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SCUBE3
TTC24
VASN
SMYD4
CRYGS
IGFLR1
SPCS3
ATG12
ARFIP2
CSMD1
EFEMP1
LAMC3
AMBP
FGG

IL11
TIMP2
RARRES?2
NEU2
CLEC3B
TTR
APOD
PCOLCE
ERBB2
CCL26
CHI3L1
SERBP1
NOV
SVEPI

ITGB1

SERPINE1
FAM180B
TRIMA45
TRMT2B
APOD
SERPINA1
MFAP2
UCN3
COL2A1

Tabla 12: Lista de proteinas secretadas de forma independientes por el control y los tratamientos precondicionantes

Secrecion Nombre sistematico Nombre del
independiente gen
Control A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 14 ADAMTS14
BH3-interacting domain death agonist BID
CD160 antigen CD160
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chondroadherin-like precursor CHADL
complement C1s subcomponent C1S
ecto-ADP-ribosyltransferase 5 isoform X3 ART3
extracellular matrix protein 1 ECM1
glutathione peroxidase 3 precursor GPX3
glutathione S-transferase P GSTP1
laminin subunit alpha-3-like LAMA3
macrophage receptor MARCO MARCO
neuroserpin SERPINI1
prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1 LRP1
tetratricopeptide repeat protein 34 TTC34
thyroglobulin TG
PGE, A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 2-like ADAMTS2
anosmin-1 KAL1
carbohydrate sulfotransferase 4 CHST4
collagen alpha-1(IX) chain COL9A1
C-type lectin domain family 4 member F CLECA4F
cytokine receptor-like factor 3 CRLF3
ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 3-like isoform ENPP3
X2
insulin-like growth factor binding protein-6 precursor IGFBP6
interleukin-22 1L22
laminin subunit alpha-2 isoform X2 LAMA2
properdin CFP
proprotein convertase subtilisin/kexin type 5 isoform X2 PCSK5
protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 5 TGMS
PX domain-containing protein 1_ partial PXDC1
transmembrane emp24 domain-containing protein 9 TMED9
tumor necrosis factor alpha-induced protein 6 precursor TNFAIP6
von Willebrand factor precursor VWF
PGE,/SP B-2-microglobulin precursor B2M
interleukin-6 precursor IL6
arrestin domain-containing protein 4 ARRDC4
arylsulfatase D ARSD
cell death activator CIDE-B CIDEB
chitinase-3-like protein 2 CHI3L2
coagulation factor XI F11
E3 ubiquitin/ISG15 ligase TRIM25 TRIM25
E3 ubiquitin-protein ligase MSL2 MSL2
ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 1 ENPP1
enteropeptidase TMPRSS15
hepatocyte growth factor-like protein isoform X1 MST1
insulin-like growth factor-binding protein 2_ partial IGFBP2
laminin subunit alpha-5_ partial LAMAS
L-amino-acid oxidase IL411
L-seryl-tRNA(Sec) kinase isoform X2 PSTK
lysozyme C LYZ

macrophage migration inhibitory factor MIF



IFNy

matrix Gla protein

metallophosphoesterase domain-containing protein 1
metallothionein-1B

mitogen-activated protein kinase 9 isoform X4
orexigenic neuropeptide QRFP

pro-epidermal growth factor isoform X4
proteasome subunit 3 type-11

proteasome subunit f3 type-2

protein CutA isoform X1

Ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 1
S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme
Semaphorin-3G

Sentan

spondin-1

B-1_4-glucuronyltransferase 1

butyrophilin-like protein 2

carboxypeptidase N catalytic chain isoform X1

C-type lectin domain family 17 member A isoform X1
C-type mannose receptor 2

E3 ubiquitin-protein ligase NEURL3

F-box only protein 44 isoform X3

Ig gamma-1 chain C region

interleukin-17 receptor C

laminin subunit -4

NACHT_ LRR and PYD domains-containing protein 12-like isoform X1
peptidoglycan recognition protein 4 isoform X1
proteasome subunit 3 type-8

protein jagged-1

rootletin

signal peptide_ CUB and EGF-like domain-containing protein 2
succinate dehydrogenase assembly factor 2_ mitochondrial
sushi repeat-containing protein SRPX isoform X1

T-cell surface glycoprotein CD8 alpha chain-like
uncharacterized protein LOC102149743 isoform X3

WD repeat-containing protein 72

zymogen granule protein 16 homolog B-like
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MGP
MPPEDI
MTIB
MAPK9
QRFP
EGF
PSMBI11
PSMB2
CUTA
RGLI
AMDI
SEMA3G
SNTN
SPONI

B3GNT1
BTNL2
CPNI1
CLECI1A
MRC2
NEURLIB
FBXO3
IGLL1
IL17RC
LAMB4
NLRP12
PGLYRP4
PSMB8
JAGI1
CROCC
SCUBE2
SDHAF2
SRPX
CDSA
C12o0rf73
WDR72
ZG16B

Tabla 13: Regulaciones bioldgicas asociadas con inmunidad segiin GO, de las proteinas secretadas por las eASC en

los distintos tratamientos de precondicionamiento y el nimero de proteinas encontradas en cada uno de ellos.

Numero de proteinas

GO GO Regulacién Control PGE, PGE,/SP IFNgama
GO:0050727  Regulacion de la respuesta inflamatoria 14 15 13

GO:0002673  Regulacion de la respuesta inflamatoria aguda 8 7 6
GO:0031347 Regulacion de la respuesta de defensa 18 17 21 19



G0:0002682
G0:0030449
G0O:0050776
G0:0002697

G0:2000401
G0O:0001817
G0:0002700

G0:0050863
G0:0051249
G0:0045088
G0O:0051140
GO:1901222
G0:0002740

G0:0050707

Regulacion de los procesos del Sistema inmune

Regulacion de la activacion del complemento

Regulacion de la respuesta inmune

Regulacion de los procesos efectores inmunes

Regulacion de la migracion de linfocitos

Regulacion de la produccion de citoquinas

Regulacion de la produccion de mediadores moleculares de la

respuesta immune

Regulacion de la activacion de linfocitos T
Regulacion de activacion de leucocitos
Regulacion de la respuesta inmune innata
Regulacion de la quimiotaxis de NK

Regulacion de la sefializacion de NIK/NFkB

Regulacion de la secrecion de citoquinas envueltas en la

respuesta immune

Regulacion de la secrecion de citoquinas
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22 19 27 20
5
16 19 12
8 9 11 8
3
12 14 10
5
7
8
8
2 2
3
2
5

Tabla 14: Regulaciones positivas asociadas con la inmunidad segin GO de las proteinas secretadas por las eASC en

los distintos tratamientos de precondicionamiento y el nimero de proteinas encontradas en cada uno de ellos.

GO Regulacion positiva Control PGE2 PGE2/SP IFNy
GO:0002684  Regulacién positive de RBP4, VNNI, LGALSI, TEK, VNNI, IGF2,
procesos del Sistema RARRES2, NLRCS, CCL2, VNNI1, NLRCS, MMP2,
inmune SERPING1, CXCL6,  SERPINGI, NLRCS, SERPING1, CCL7,
SERPINEI1, CCL7, CCL7, IGF2, RBP4, CXCL6, CFI,

G0:0008284

G0:0050921

G0:0002690

G0O:0050778

Regulaciones positivas
de la proliferacion
celular

Regulacion positiva
de la quimiotaxis

Regulacion positive de
la quimiotaxis de
leucocitos

Regulacion positive de
la respuesta inmune

IGF2, MMP2, C7,
GPLD1, MARCO,
CFL, CIS

ITGBI, IL11, AGT,
F2,1GF2, LAMCI1,
FN1, TIMP1, TNC,
FBLNI, CDH13,
ERBB2, ECM1

RARRES2, CXCL6,
CCL7, SERPINEL,
CDH13

RARRES2, CXCL6,
CCL7, SERPINE1

SERPINE1, MMP2,
RARRES2, CFI, C7,
CFP, GPLD1

CCL2, CCL7,
RARRES?2,
SERPINE1, CDH13,
CXCL6

CCL2, CCL7,
RARRES?2,
SERPINE1, CXCL6

RBP4, C7, GPLD1,
PGLYRP4, JAG1

CDH13, RARRES2,
CCL7, CXCLS6,
SERPINE1, CCL2, IL6

RARRES?2,
SERPINE1, CCL2,
CCL7, CXCL6, IL6

TEK, LGALSI, VNNI,
SERPINGI, CFI, C7,
CCL2, IGF2, NLRC5,
MMP2, GPLD1,
PSMB2, PSMBI1,
IGFBP2, MIF,
MAPKSY, IL6, B2M



G0:0002699

GO:0001819

G0:0002702

GO:0051251

G0:0031349

G0O:0050870

GO:0010759

G0:0051024

G0:0050729

G0O:0045345

Regulacion positive de
los procesos efectores
inmunes

Regulacion positive de
la produccioén de
citoquinas

Regulacion positive de
la produccion de
mediadores
moleculares de la
respuesta immune

Regulacion positive de
la activacion de
linfocitos

Regulacion positive de
la respuesta de
defense

Regulacion positive de
la activacion de
células T

Regulacion positiva
de la quimiotaxis de
macroéfagos

Regulacion positiva
de la secreciéon de
inunoglobulinas

Regulacion positiva
de la respuesta
inflamatoria

Regulacion positive de
los procesos de
biosintesis del MHC
de clase I

TEK, RBP4, CCL2,
MIF, IL6, B2M

TEK, IL12RB2,
CIQTNF3, SERPINEI,
AGT, CCL2, MAPKO,
MIF, IL6

TEK, RBP4, MIF, IL6

LGALSI, VNNI,
CCL2, IGF2, MIF,
IGFBP2, IL6

KLKBI, SERPINEI,
AGT, NLRCS5, MMP2,
PSMB11, PSMB2,
MAPKO9, IL6

LGALSI, VNNI,
CCL2, IGF2, IGFBP2,
IL6

RANRRES?2

RBP4, IL6
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NLRCS, KLKBI,
AGT, MMP2,
SERPINEI,
PGLYRP4,
IL17RC, NLRP12

AGT, KLKBI,
SERPINEI,
IL17RC, NLRP12

NLRCS5, NLRP12

Tabla 15: Regulaciones negativas asociadas con la inmunidad segin GO, de las proteinas secretadas por las eASC en

los distintos tratamientos de precondicionamiento y el nimero de proteinas encontradas en cada uno de ellos.

GO

Regulacion negativa

Control

PGE2

PGE2/SP

TFNy

G0O:0002683

GO:0008285

Regulacion negative de
los procesos del Sistema
inmune

Regulacion negative de
la proliferacion celular

SERPINGI1, HLA-A,
APOA1, AMBP, APCS,
CCL2, NLRCS,
ERBB2, MIF,

IGFBPS, PTGDS,
NDRG2, CDH13,
RBP4, APOH, AGT,
TIMP2, FBLN1,
SPARC, SERPINF1,
GPLD1, ERBB2, IL6



G0O:0050777

GO:0001818

G0O:0031348

G0O:0050728

GO:0050711

GO:0071638

G0:0001960

GO:0050710

G0:0030336

G0O:0045824

Regulacion negative de
la respuesta inmune

Regulacion negative de
la produccién de
citoquinas

Regulacion negative de
la respuesta de defensa

Regulacion negative de
la respuesta
inflamatoria

Regulacion negativa de
la secrecion de
interleuquina 1

Regulacion negativas de
la produccion de la
proteina 1
quimiotractante de
monocitos

Regulacion negative de
las vias de sefializacion
mediadas por
citoquinas

Regulacion negative de
la secrecion de
citoquinas

Regulacion negative de
la migracion

Regulacion negative de
la respuesta immune
innata

ATGI12, APOAL,
CIQTNF3, NLRCS,
FN1, FBLNI,
GSTP1, APOD

APCS, APOAL,
NLRCS, CIQTNE3,
SERPINGI,
SERPINF1, HLA-A,
LAMA3, APOD

APCS, APOAL,
CIQTNF3,
SERPINF1, GSTP1,
APOD

CIQTNF3, GSTP1,
APOD

APOAI, NLRC5,
ECM1, GSTP1

APOAI1, C1QTNE3,
FN1, FBLNI,

APOH, TIMP1,
SERPINF1, LRP1,
APOD, SERPINEI,

NLRCS,
SERPINGI1, HLA-A

SERPINGI,
NLRC5, AMBP,
APOA1, HLA-A

NDRG2, CIQTNE3,
NLRCS, FN1,
APOAL, ATG12,

TEK, SERPINGI,
CIQTNF3, NLRCS,
APOAL, APCS,
SERPINF1,
TNFAIP6, HLA-A

TEK, CIQTNEF3,
APOAL, APCS,
SERPINF1,
TNFAIP6

CIQTNEF3, APOAL,
FBLNI, FNI1,

IGFBPS, CCL2,
APOH, SERPINEI,
TIMP1, SERPINF1

SERPINGI,
NLRC5, HLA-A

SERPING1, AMBP,
APOAL, HLA-A,
NLRC5

NDRG2, APOAL,
CIQTNF3, FNI,
FBLNI, NLRCS,
TRIM25

TEK, SERPINGI,
CIQTNF3, APOAL,
APCS, NLRCS,
SERPINF1, HLA-A

TEK, APOAI,
CIQTNF3, APCS,
FTSL1,

APOAL1, C1QTNEF3,
FN1, FBLNI, IL6
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HLA-A, NLRCS,
SERPINGI,
AMBP, APOAL,
PGLYRP4

FN1, FBLNI,
NLRCS, APOAL,
CIQTNF3,
PGLYRP4,
NLPRI2

HLA-A,
SERPINF1,
NLRCS,
SERPINGI,
CIQTNF3, APCS,
APOA1, NLRP12

SERPINF1,
CIQTNF3, APCS,
NLRP12, APOAL1

APOA1, NLRP12

FN1, FBLNI,
CIQTNF3,
APOA1, NLRP12

HLA-A, NLRCS,
SERPING1
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Figura 42: Esquema resumen: Las células provenientes desde a) un equino donante, b) son aisladas y cultivadas in
vitro. Una vez que se cuenta con una apropiada concentracion de células, estas son c¢) precondicionadas con PGE2
combinada con SP. En un estado d) virgen, las células secretan proteinas asociadas principalmente al sistema inmune
innato, mientras que e) las células precondicionadas, secretan proteinas que participan en el sistema inmune innato y
en el sistema inmune adaptativo. Dentro de los fendmenos que se generan encontramos principalmente f) funciones
inmunomoduladoras sobre poblaciones de células del sistema inmune como macréfagos, células dendriticas,
polimorfonucleares, linfocitos NK, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y linfocitos B. En la g) inmunidad innata
junto a efectos sobre células, se secretan proteinas que estan involucradas en la respuesta de defensa contra patdgenos,
activacion del complemento y proteinas bactericidas. Mientras que en h) sistema inmune adaptativo, son efectos
principalmente celulares los que se generan, como el bloqueo de la proliferacion de linfocitos T CD4+, bloqueo de la
diferenciacion terminal de linfocitos B, bloqueo de la diferenciacion desde linfocitos T CD8+ hacia linfocitos T
citotoxicos y el cambio de genotipo desde linfocitos T CD4+ hacia linfocitos T reg. A pesar de los resultados obtenidos,
i) es necesario ahondar aun mas en las proteinas encontradas en el precondicionamiento de PGE2 y SP, las cuales
segun la literatura, cuentan con funciones importantes, que le otorgan a la terapia celular, abarcar una mayor cantidad
de procesos inmunologicos y de esta manera, j) poder utilizar esta herramienta para el uso de células alogénicas

(derivadas de un donante) o sus derivados secretantes como tratamiento.



