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INTRODUCCION

1.1. CELULAS TRONCALES. ANTECEDENTES Y ESTADO
ACTUAL DEL TEMA

1.1.1. DEFINICION DE CELULA TRONCAL

ha célula troncal, comunmente llamada en castellano célula madre, es una célula indi-
(llferenciada con capacidad de autorrenovacion. Es la responsable de generar la amplia
diversidad de tejidos, érganos y células existentes en los organismos pluricelulares, a través
de un mecanismo denominado diferenciacion (Liu et al. 2009), dando lugar a la generacién
de diferentes tipos celulares maduros. Son también responsables de renovar los tejidos y de
reparar los distintos dafos que éstos puedan sufrir durante la vida del organismo adulto
(Smith, 2006). Todos los organismos pluricelulares tienen alguna forma de célula troncal. El
ejemplo mas representativo y estudiado es el de la célula troncal hematopoyética (Hsc, del
inglés, haematopoietic stem cell), capaz de dividirse y formar todos los tipos celulares que se
encuentran representados en el tejido sanguineo (Figura 1).

La propiedad de autorrenovacion implica que cada vez que una célula troncal se divi-
de, lo hace de forma simétrica, generando dos células hijas iguales; mientras que la propiedad
de diferenciacion implica una division asimétrica, que genera dos células distintas, una igual
a la célula troncal y otra con un marcado destino de diferenciacién (Knoblich, 2008). Estas
dos propiedades estan determinadas directamente por el microambiente en el que ocurre la

division celular, denominado nicho celular (Moore et al. 2013), que se detallara mds adelante.
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Figura 1. Ontogenia de las células hematopoyéticas (modificado de Wang & Wagers, 2011).

Aunque la autoria de su descubrimiento es dificil de asignar, la primera vez que

aparecio el término célula troncal en la literatura cientifica fue en el libro Natiirliche Schop-

fun-Geschichte, del bidlogo aleman Ernst Haeckel (Haeckel, 1868). En él, Haeckel introdujo

el término aleman stammzelle (Ramalho-Santos & Willenbring, 2007), traducido al inglés

como stem cell y al castellano como célula troncal o célula madre (Figura 2), haciendo apolo-

gia de los esquemas en forma de arbol (en inglés, stem tree) que explicaban la evolucién de los

organismos a partir de un ancestro comun. Con este término defini al organismo unicelular

ancestral del que derivan todos los organismos pluricelulares. Mas tarde, Haeckel también

propuso dicho término para definir al zigoto, encargado de dar lugar a todos los tipos celula-

res que forman el organismo (Haeckel, 1877).
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Figura 2. Stemtree de Haeckel, en el que el autor representa la evolucion de los organismos a partir de
un precursor tinico (modificado de Haeckel, 1868).
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El término célula troncal se fue popularizando, pero su existencia en el organismo
adulto no se demostrd hasta anos mas tarde, cuando Florence Sabin, pionera en muchos
campos de la biomedicina, postulé en el articulo «The production of osteogenic sarcomata and
the effects on lymph nodes and bone marrow of intravenous injections of radium chloride and
mesothorium in rabbits», la existencia de una Hsc en el conejo, cuya cromatina, afectada por
la radiacion, llevaba al animal a un estado de anemia (Sabin et al., 1932). Posteriormente, la
propia Sabin describié los multiples cambios que ocurrian en las células de la médula ésea y
de la sangre debido a la radiacién, confirmando la existencia de la HSC, aunque ésta no fuera
aislada hasta 31 afios después, y relacionandola con las aportaciones previas de Pappenheim
(Sabin et al., 1936). La importancia de los estudios de Pappenheim, radica en su ingeniosa
idea de posicionar a un solo precursor comun para todas las células hematopoyéticas (Ra-
malho-Santos & Willenbring, 2007). Basandose en esta premisa, ide6 un esquema con dicho
precursor central, encargado de formar todas las células presentes en el tejido sanguineo
(Pappenheim, 1905) (Figura 3). Esta idea contrastaba con las hipétesis dualistas de la época,
que postulaban distintos origenes para hematies y glébulos blancos, debido a las grandes
diferencias fenotipicas. No fue hasta 1946 cuando aparecio el término stem cell en el titulo de
un articulo cientifico. En dicho estudio se describia, por primera vez, un tipo particular de
linfoma congénito (Arrick, 1946).

Existen otros autores a destacar en la historia de las células troncales. Por ejemplo,
muchos consideran a Becker, Tim y McCulloch como sus descubridores, aunque lo que real-
mente describieron estos autores, no por ello menos importante, fue que la Hsc tenia una
funcién multipotente y que formaba colonias clonales (Becker et al. 1963).

Son ya miles los estudios relacionados con las células troncales, en los que dichas
células se han conseguido aislar a partir de multitud de tejidos de organismos adultos, pos-
tuldndose, a dia de hoy, como una gran esperanza de futuro para el tratamiento de multitud
de enfermedades. De hecho, existen actualmente numerosos ensayos clinicos y terapias celu-

lares disennados con células troncales, que detallaremos mas adelante.
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Figura 3. Esquema original de Pappenheim, que representa la tedrica formacion de las células
hematopoyéticas a partir de una sola célula (Ramalho-Santos & Willenbring, 2007).
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1.1.2. CLASIFICACION DE LAS CELULAS TRONCALES

La clasificacion de las células troncales no esta exenta de dificultades. Aunque las
propiedades de autorrenovacion y de diferenciacion de las células troncales, se asumieron
inicialmente como procesos ilimitados, hoy en dia sabemos que no lo son siempre, dado que
existen células troncales que solamente pueden dar lugar a ciertos tipos celulares.

El hecho de que, recientemente, algunos autores consideren a las células cancerosas
como un tipo de célula troncal, debido a su proliferacion indiscriminada (Liu et al., 2009), au-
menta también la dificultad a la hora de clasificar a dichas células troncales. Sumado al hecho
de la posibilidad, relativamente novedosa, de generar la llamada célula troncal pluripotente
inducida (ipsc, del inglés induced pluripotent stem cell), célula somatica adulta que ha sido re-
programada para volver a un estado menos diferenciado (Takahashi & Yamanaka, 2006). To-
das estas peculiaridades generan ciertos conflictos con la definicién estandar de célula tron-
cal, y complica la tarea de clasificar dichas células. Por ello, no existe una clasificacion exacta
y consensuada, aunque las mas comunes y aceptadas suelen ser las que agrupan a las células
troncales en funcion de su localizacion u origen, o bien, de su potencial de diferenciacion.

Por otro lado, el descubrimiento de la transdiferenciacion afiade atin mas dificultad
a su clasificacion. A través de dicho proceso, una célula, en principio comprometida para
desarrollar un tipo celular de algun linaje embrionario especifico, puede «saltar» de linaje y
generar células de otro distinto (Ries & Egea, 2012).

De todo lo anteriormente expuesto, es facil deducir que cualquier clasificacion que se

haga de las células troncales, siempre va a tener algin grado de ambigiiedad o sesgo.

1.1.2.1. CLASIFICACION DE CELULAS TRONCALES SEGUN SU ORIGEN

La existencia de un determinado tipo de célula troncal procedente del embrion, de-
nominada célula troncal embrionaria (Esc, del inglés embryonic stem cell), tiene como con-

secuencia una primera clasificacion basica que divide a las células troncales en dos grandes
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grupos: células troncales embrionarias y células troncales adultas (Can, 2008; Jones & Matsui,
2007). Una clasificacién mas profunda implica establecer mas diferencias en los dos grupos
anteriores. Asi, en la clasificacion propuesta por Bongso y Lee se diferencian cuatro subgru-
pos: embrionarias, fetales, de cordon umbilical y adultas (Bongso & Lee 2007) (Figura 4).
Las células troncales embrionarias estan formadas por el conjunto de las células del
blastocisto, tanto del trofoblasto como de la masa celular interna, y de las células germinales
embrionarias, presentes en la cresta gonadal seis semanas después de la fecundacion. Estas
ultimas quedan en un estado de «arresto» en las génadas, para generar los gametos en el
organismo adulto. Aunque similares en su potencial de diferenciacién, ambas tienen ligeras
diferencias. Por ejemplo, las células germinales embrionarias tienen una menor capacidad de
proliferacion, pero no generan tumores cuando son utilizadas en trasplantes (N1H, 1998).
Las células troncales fetales estain formadas por el conjunto de las células en-
cargadas de la organogénesis en el nuevo individuo. Ejemplos de dichas células son
las células troncales de la cresta neural (Teng & Labosky, 2006) o las células troncales

hematopoyéticas fetales (Mikkola, 2006).

Figura 4. Clasificacion de células troncales en funcion de su origen (modificado de Bongso & Lee, 2007)
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Las células troncales de cordéon umbilical pueden aislarse de la sangre del propio
cordon umbilical (Erices et al., 2000), de los tejidos que rodean los vasos sanguineos de dicho
cordon, como la gelatina de Wharton, y de areas perivasculares (Weiss & Troyer, 2006), asi
como de la placenta (Fukuchi et al., 2004) y del liquido amniético (in"t Anker ef al. 2003).
Este grupo de células posee caracteristicas similares a las células troncales mesenquimales
(Msc, del inglés mesenchymal stem cell), comentadas mas adelante.

Finalmente, las células troncales adultas se encuentran en los distintos drganos y
tejidos del organismo adulto, donde se encargan de renovar y de reparar los posibles dafios
que en ellos se produzcan. Son células que en algin momento del desarrollo fetal del indivi-
duo dejaron de madurar, quedando parcialmente diferenciadas, residiendo en ciertos nichos
y con capacidad de reparar los tejidos a los que pueden dar lugar (Kolios & Moodley, 2013).
Entre ellas, las mas conocidas son, en primer lugar, la Hsc, encargada de formar todos los
tipos celulares presentes en la sangre y que se localiza en la médula dsea (Till & McCulloch,
1961; Becker et al., 1963). El otro tipo principal de este grupo celular es la msc, descubierta
por Friedenstein en los estudios realizados en médula dsea de ratén y cobaya a finales de los
anos 60 (Friedenstein et al., 1966; Friedenstein et al., 1968; Friedenstein et al., 1970; Afanas-
yev et al., 2009). Otro tipo de célula troncal adulta a destacar, es la célula troncal neural, loca-
lizada en el encéfalo y en la médula espinal, y capaz de diferenciarse en neuronas, astrocitos
y oligodendrocitos (Gage & Temple, 2013). Son ya numerosos los estudios que a dia de hoy
han conseguido identificar y aislar células troncales adultas a partir de, practicamente, todos
los tejidos, tales como sangre periférica (Xu & Li, 2014), érganos linfoides (Krampera ef al.,
2007), higado (Najimi et al., 2007), dermis (Hanifta et al., 2007), pulpa dental (Gronthos et al.
2000), tejido adiposo (Zuk et al., 2001), periostio (Zarnett & Salter, 1989), sangre menstrual
y endometrio (Hida et al., 2008), leche materna (Patki et al., 2010) y un larguisimo etcétera,
ademas de tumores solidos (Yan et al., 2012).

Muchos investigadores prefieren trabajar con las Esc debido a su mayor potencial de
diferenciacion, aunque otros prefieren utilizar las adultas por su menor controversia bioética.

Ambos tipos celulares son igualmente importantes y, de momento, y a pesar de la polémica
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en torno a las ESC, éstas no tienen ain una alternativa real que permita evitar su uso. No
obstante, los recientes avances que han llevado a la generacién de ipsc, tanto en ratén (Taka-
hashi & Yamanaka, 2006) como en humanos (Takahashi et al., 2007), han generado entre el
colectivo cientifico una auténtica esperanza para evitar, posiblemente a corto o medio plazo,

el uso de las Esc.

1.1.2.2. CLASIFICACION DE CELULAS TRONCALES SEGUN SU POTENCIAL

DE DIFERENCIACION

Otra de las clasificaciones comunes que permite separar las distintas células tron-
cales, es la que las organiza en funcidn de su potencial de diferenciacién, entendiendo éste
como la cantidad de distintos tipos celulares a los que puede dar lugar dicha célula troncal.
Esta clasificacion estda magistralmente ilustrada en el esquema de Thomas Graf y Tariq Enver
(Figura 5). En €l se representan las distintas fases de la diferenciacion celular, como si fuera
el recorrido del agua a través de una montana, en el que las células estan obligadas por el
ambiente que las rodea, a «desembocar» en un tipo celular u otro, perdiendo en su descenso

potencial de diferenciacion (Graf & Enver, 2009).

Figura 5. Ontogenia de las células troncales embrionarias, con los factores de transcripcion caracteristicos
de cada célula (modificado de Graf & Enver, 2009).
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En el momento de la fecundacién a partir de los gametos haploides, se genera una cé-
lula diploide, el zigoto, con una capacidad de diferenciacién totipotente, que va dividiéndose
en sucesivas mitosis generando blastomeros. Dichos blastémeros formaran posteriormente
las capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) que daran lugar al organismo y,
también, al trofoectodermo, una capa epitelial que rodea el zigoto y que da lugar a la placenta
y a los tejidos extraembrionarios. Aunque la capacidad de los blastomeros iniciales es totipo-
tente, la inclusion de éstos como células troncales no es del todo correcta, ya que carecen de
la capacidad de autorrenovacion (Bongso & Richards, 2004).

Con una capacidad de diferenciacion ligeramente menor, encontramos a las células
pluripotentes, representadas principalmente por las células de la masa celular interna del
blastocisto, que pueden dar lugar a células de las tres capas germinales y por lo tanto a to-
das las células del organismo. No pueden, sin embargo, formar tejidos extraembrionarios,
necesarios para dar el soporte materno vital al feto. Este tipo celular corresponderia con las
ESC, mencionadas anteriormente.

Las células multipotentes estarian un escalon por debajo, pudiendo diferenciarse en
varios tipos celulares, pero en este caso, pertenecientes a una misma capa embrionaria. Son
células que residen en tejidos especificos del organismo adulto (Can, 2008). Hasta ahora, tan
so6lo se han encontrado células troncales con esta capacidad o menor en el individuo adulto,
siendo el ejemplo mads estudiado y representativo el de la Hsc.

En ultimo lugar se situarian las células unipotentes, con capacidad para generar uni-

camente un tipo celular.

1.1.3. CELULAS TRONCALES PLURIPOTENTES INDUCIDAS

Gracias a su pluripotencia, las Esc son una fuente optima para el tratamiento de

enfermedades, el estudio de los mecanismos celulares de las mismas y el cribado de cier-

tos tratamientos (Takahashi et al., 2007). Sin embargo, ademas de la obvia controversia éti-
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ca que genera el uso de embriones para obtener las Esc, es complicado establecer terapias
especificas para un paciente, debido a las diferencias genéticas interindividuales.

Como consecuencia de lo anterior, la busqueda de células multipotentes en el orga-
nismo adulto ha sido un continuo reto, que ha quedado parcialmente resuelto con la genera-
ci6én, mediante ingenieria genética, de las ipsc (Takahashi & Yamanaka, 2006). Dicho logro
llevo a su autor, junto a John B. Gurdon y tan s6lo 6 afios después, a obtener el Premio Nobel
de Fisiologia o Medicina en 2012. Estas células son pluripotentes y se generan a partir de fi-
broblastos aislados de un organismo adulto, mediante un proceso de transduccion retroviral
de factores de transcripcion (Figura 6). Presentan similitudes con las Esc, tales como la mor-
fologia, la capacidad proliferativa, los marcadores de superficie, la diferenciacién e incluso, la
capacidad de generar teratomas (Takahashi ef al., 2007). Inicialmente se generaron a partir
de fibroblastos de raton (Takahashi & Yamanaka, 2006) y, un afo después, a partir de fibro-
blastos humanos (Takahashi ef al., 2007). Su creacién ha sido, por tanto, el mayor hito de los
ultimos tiempos en cuanto a la terapia celular se refiere, y es donde se hallan depositadas las
mayores esperanzas para el tratamiento futuro de enfermedades que, a dia de hoy, contintian

siendo incurables.

Figura 6. Diferenciacion de las células troncales pluripotentes inducidas (ipsc) (modificado de Loh &
Lim, 2013).
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1.1.4. CELULAS TRONCALES CANCEROSAS

Otro aspecto a tener en cuenta es que, siguiendo la definicion clasica de célula tron-
cal, las células troncales cancerosas podrian encajar perfectamente en las distintas clasifi-
caciones anteriormente comentadas; de hecho, muchos autores lo consideran asi. Simpli-
ficando, un tumor es un 6rgano aberrante formado por células con una elevada capacidad
de proliferacion y diferenciacion. Dichos tumores tienen, normalmente, un origen clonal
(Fialkow, 1976), y estan formados por un conjunto heterogéneo de células con distintos
grados de diferenciacion, aunque algunas de ellas pierden la capacidad de proliferar. Esto
lleva a establecer distintos modelos para explicar la estructura y fisiologia de los tumores.
En parte, estos modelos explicarian el porqué del éxito o fracaso de algunos tratamientos

(Reya et al., 2001) (Figura 7).

Tratamiento que
elimina células Tumor pierde
troncales tumorales su capacidad para

generar nuevas células

Tratamiento que
elimina células

tumorales pero no
células troncales

Tumor
degenera

Tumor se reduce
pero crece de nuevo

Figura 7. Mecanismo de accion y resultado de las postibles terapias antitumorales sobre las células
troncales cancerosas (modificado de Reya et al., 2011).
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1.1.5. TRANSDIFERENCIACION

Como se ha comentado anteriormente, la transdiferenciacion es un proceso mediante
el cual una célula troncal puede generar células y tejidos de un linaje distinto al que pertene-
ce. Este proceso se puede llevar a cabo mediante distintas estrategias. Por ejemplo, las msc,
que son células de linaje mesodérmico, han sido satisfactoriamente transformadas en células
de linaje ectodérmico, como astroglia o neuronas, mediante la simple adicién al medio de
cultivo de moléculas como B-mercaptoetanol o hidroxibutilanisol (Woodbury et al. 2000),
de factores de crecimiento como el epidérmico (EGF, del inglés epidermal grow factor) o el
de fibroblastos (FGE, del inglés fibroblast grow factor) (Hermann et al., 2006), o mediante
transfeccion genética (Dezawa et al., 2004). Esta posibilidad de cambiar el destino de las
MSC, abre la puerta a posibles tratamientos de enfermedades degenerativas del sistema ner-
vioso u otras enfermedades, y facilita el proceso frente al uso de células como las troncales
neurales, que aunque no necesitan del proceso de transdiferenciacién, son sin embargo mas
dificiles de obtener. Todo ello convierte a la transdiferenciacion en una herramienta con gran

potencial terapéutico.

1.1.6. NICHO CELULAR

En castellano, la palabra nicho tiene como significado «hueco practicado en un muro
para alojar algo dentro, especialmente el que sirve para depositar caddveres o sus cenizas en un
cementerio». Sin embargo, el concepto de nicho celular, en biologia, no esta relacionado con la
muerte celular, ni tan siquiera con un hueco, sino todo lo contrario. Su existencia tedrica fue
postulada en 1978 (Schofield, 1978) y demostrada mas tarde en estudios con Drosophila (Lin,
2002). El nicho celular es una unidad estructural, un microambiente Gnico, formado por célu-
las, sefiales y material extracelular. La sola presencia de una célula troncal no implica, pues, la
existencia del nicho, sino que éste esta formado por un conjunto de células y factores que per-

miten a dicha célula troncal mantenerse en un estado indiferenciado. Estos factores mantie-
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nen a las células troncales lejos de los estimulos de proliferacién, diferenciacién y apoptosis,
lo que les permite mantener la homeostasis tisular (Moore ef al. 2013; Rompolas et al., 2013).

Funcionalmente, el nicho puede determinar el destino de una divisién de una célula
troncal. Si ésta se divide con una mitosis paralela a la direccion de las sefiales que le propor-
ciona el nicho, la divisién resultara en dos células troncales idénticas, mientras que si la posi-
cioén del eje de los cromosomas en la mitosis es perpendicular a las sefiales, el resultado sera
el de dos células distintas, una célula troncal y otra mas diferenciada (Figura 8). Por tanto, la
célula troncal no es una unidad independiente prefestinada a diferenciarse en otras células,
sino que son los factores presentes en el nicho celular los principales responsables del destino
de la misma. Por ejemplo, las Msc tienen su propio nicho celular y, ademas, forman parte del

nicho de las aHsc (Méndez-Ferrer et al., 2010).

Célula
del nicho

Molécula Célula Progenie @ @ @
®
de adhesién ‘ ' troncal : : )

Matriz e @
extracelular _ @ @ @ @@
Membrana @

basal B )

Figura 8. Representacion de las divisiones de células troncales en el nicho celular (modificado de
Spradling et al., 2001).

Los componentes basicos del nicho celular son la propia célula troncal, las células es-
tromales, la matriz extracelular, los vasos sanguineos y las conexiones neurales. Todos estos
componentes interaccionan entre ellos, regulando positiva o negativamente la actividad de
la célula troncal en el tiempo y en el espacio (Figura 9). Las células estromales interaccionan
con la célula troncal a través de receptores, uniones gap y factores solubles; la matriz extrace-

lular proporciona la estructura, la organizacion y las sefiales mecdnicas; los vasos sanguineos
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proporcionan sefales sistémicas y vias de reclutamiento de células y, finalmente, las conexio-

nes neurales proporcionan informacion fisioldgica distante al nicho (Jones & Wagers, 2008).

Figura 9. Componentes del nicho celular (modificado de Jones & Wagers, 2008)

1.1.7. CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES (MSC)

Las msc fueron descubiertas en la médula 6sea de raton y de cobaya por A. J. Frie-
denstein (Figura 10), en estudios realizados a finales de la década de los 60. Friedenstein
descubrié que, ademads de las células hematopoyéticas, también existia un tipo celular con
propiedades adherentes, similar a los fibroblastos, con un nucleo alargado, un nucléolo seg-
mentado en dos o tres partes y, ademas, con la
capacidad de formar colonias y de diferenciarse
en osteocitos (Friedenstein et al., 1966; Friedens-
tein et al., 1968; Friedenstein et al., 1970). Dichas
células existian en una proporciéon 1:10000 res-

pecto a las Hsc, y Friedenstein las definié como

unidades fibroblasticas formadoras de colonias Figura 10. A. |. Friedenstein © Elena Elsiner.
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(cru-F, del inglés colony-forming units fibroblastic), debido al crecimiento en forma circular
de los distintos clones adheridos. Mas tarde, Owen sugiri6 que dichas células eran, en reali-
dad, células estromales (Owen, 1988). Posteriormente, Caplan propuso llamarlas msc, por su
capacidad de generar células pertenecientes a tejidos del linaje mesodérmico, como el hueso,
el tenddn, el ligamento, el tejido adiposo, el musculo, etc. (Caplan, 1991). En los tltimos afios,
varios investigadores postulan que las Msc son realmente pericitos, células que rodean vasos
sanguineos, lo que explicaria la multitud de fuentes de obtencidn de dichas células (Caplan,

2008; Crisan et al., 2008).

1.1.7.1. IDENTIFICACION DE LAS MSC

Hasta 2006, habian sido numerosos los investigadores que desarrollaron técnicas para
aislar mMsc, pero sus resultados fueron muchas veces inconsistentes y mostraban diferencias
significativas. Ademas, el hecho del descubrimiento de Msc en una gran variedad de tejidos,
establecia la duda de si todas esas células eran realmente el mismo tipo celular. Tampoco
existe, o no se ha descubierto atin, un marcador fenotipico propio y exclusivo de las msc.
Con el objetivo de poder identificar homogéneamente a las Msc por parte de los investiga-
dores, la Sociedad Internacional para la Terapia Celular (1scT, del inglés International Society
for Celular Therapy) establecié en 2006 tres criterios minimos para identificarlas, en base a
ciertas caracteristicas.

En primer lugar, las Msc deben tener la capacidad de adherirse al plastico en condi-
ciones estandar de cultivo. En segundo lugar, deben expresar los marcadores de membra-
na, cD105', CD73 Y CD9o Y, adicionalmente, no expresar marcadores hematopoyéticos como
CD45, CD34, CD14 0 CD11b, CD79a 0 cD19 y MHC-II (del inglés major histocompatibility com-
plex). Finalmente, las Msc tienen que ser capaces de diferenciarse en osteocitos, adipocitos y

condrocitos (Dominici et al., 2006).

1. La nomenclatura cimulo de diferenciacién o cp (del inglés cluster of differentiation) es una terminologia cldsica de la Inmunologia, en
la que se nombran, mediante nimeros correlativos, los distintos antigenos caracteristicos de las células del sistema inmunitario. Dichos
antigenos pueden tener otros nombres alternativos, como por ejemplo cp152, que también se denomina cTLA-4 (del inglés cytotoxic
T-lymphocyte antigen).
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1.1.7.2. MARCADORES FENOTIPICOS

A pesar de que el fenotipo de las Msc ha sido ampliamente caracterizado, sigue sin
existir un marcador unico que permita diferenciarlas. Dichas Msc expresan de una forma
casi homogénea los antigenos de membrana cp29, CD44, CD73, CD90, y CD105. También ex-
presan proteinas que las protegen de los efectos del complemento, como cD46, D55 y CD59;
moléculas reguladoras de la apoptosis, como cb77 y cDb9s5; proteinas con distintas activida-
des enzimaticas, como CD10, CD13, CD26, CD73 Y CD143 y receptores con actividad tirosina
quinasa, como cD140b, CD340, asi como el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR, del inglés epidermal growth factor receptor) (Donnenberg et al., 2015).

Es importante destacar que estos marcadores pueden variar ligeramente segun el teji-
do del que proceden las Msc, asi como del tiempo que lleven en cultivo, lo que indica que su
inmunofenotipo es heterogéneo y dindmico (Mosna & Sensebe, 2010). Estos cambios pueden
alterar sus funciones bioldgicas; por ejemplo, los marcadores cpD146 y cD271, también pre-
sentes en las Msc, desaparecen gradualmente con el tiempo en cultivo, mientras que marca-
dores como cD13, CD29, CD44, CD63, CD73, CD90 Y CD166, aumentan. CD34 también dismi-
nuye, aunque mas rapidamente que los anteriormente mencionados, al igual que cp146, un
marcador de pericitos. Finalmente, es importante recalcar que las Msc no poseen antigenos
sanguineos ABO, lo que las hace compatibles con la sangre (Moll et al., 2014).

Todo ésto pone de manifiesto la necesidad de encontrar un marcador unico para se-
leccionar las Msc, lo que implicaria una mayor estandarizacion y eficacia de la terapia celular,
al poder seleccionar poblaciones mas homogéneas y con propiedades similares (Busser et al.,
2015). Mientras dicho marcador no exista, una de las opciones viables para usar poblaciones
con propiedades mas homogéneas, es el uso de poblaciones clonales de msc, temdtica que

constituye el objeto principal de estudio del presente trabajo.
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1.1.7.3. MIGRACION DIRIGIDA

La via de administracion de las Msc en terapia celular puede ser intravenosa, intraar-
terial o local, es decir, directamente en el tejido de interés. La parte negativa de estas vias de
administracion es que, cuando se usa la via intravenosa, la mayor parte de las Msc quedan
atrapadas en los pulmones (Gao et al., 2001). Este proceso se reduce cuando se usa la via
intraarterial, aunque ésta tiene mas riesgos, tanto por la cirugia invasiva como por la posible
aparicion de trombos en la microvasculatura. En el caso de la via local, la supervivencia de
las Mmsc disminuye debido a la falta de O, y nutrientes (De Becker & Riet, 2016).

Independientemente de la via de administracion, una de las propiedades de las Msc
que se ha puesto de manifiesto en los distintos ensayos clinicos en los que se han utiliza-
do, es la capacidad de dichas células de migrar al foco de inflamacién (Hocking & Gibran,
2010; Karp & Leng Teo, 2009). Aunque con ligeras diferencias, este proceso es similar al que
utilizan los leucocitos, ya que expresan en superficie proteinas de union a selectinas, recep-
tores de citocinas e integrinas (Teo, 2012; De Becker & Riet, 2016). Todo ésto les permitiria
realizar la diapédesis, es decir, atravesar el endotelio para abandonar el torrente sanguineo
(Figura 11) (Zhao & Zhang, 2016). Dicho proceso se ve alterado, disminuyendo su eficacia
conforme aumenta el tiempo de cultivo de las Mmsc, probablemente por una reduccién de la

expresion de las proteinas nombradas anteriormente (Rombouts & Ploemacher, 2003).

1.1.7.4. CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES DERIVADAS DE TEJIDO

ADIPOSO

Como ya se ha comentado, las Msc pueden aislarse de practicamente todos los te-
jidos. De todos ellos, uno de los que presenta mas ventajas respecto a los demas, es el te-
jido adiposo. Este ultimo, es un tipo de tejido derivado del mesénquima, formado princi-

palmente por adipocitos y con funcién de reserva de energia, entre otras. Se situa bajo la
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Diapédesis de leucocitos

Lamelipodios Avance Unico
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Figura 11. Proceso de migracion y diapédesis de los leucocitos y el propuesto para las msc. En rojo, las
principales diferencias (modificado de Teo, 2012).

piel, recubriendo 6rganos, y en la médula dsea, por lo que su acceso es mas sencillo y su
disponibilidad es mayor respecto a otros tejidos que contienen Msc.

El hallazgo de las células troncales derivadas de tejido adiposo (asc, del inglés adipose
stem cell) data de 2001 (Zuk et al., 2001). En dicho trabajo se postuld que el tejido adiposo,
dado que al igual que la médula 6sea procede del mesodermo y contiene un elevado numero
de células estromales (Hausman & Campion, 1982), debia contener también msc. El método
que se desarrolld para aislar a las Asc consistia, brevemente, en una anestesia local seguida
de liposuccién, posterior lavado y tratamiento con colagenasa, centrifugacion y finalmente
cultivo ex vivo (Zuk et al., 2001).

Precisamente, una de las mayores ventajas de las Asc es su facilidad de obtencién,
especialmente de cara a obtener cantidades suficientes de células para posibles tratamientos.
Por otro lado, la cirugia necesaria para su obtencién es menos invasiva y menos molesta para
los pacientes. Finalmente, la relativa menor funcion vital del tejido adiposo, en comparacién
con la médula dsea, asi como su abundancia y distribucién, constituyen ventajas adicionales

a favor de las asc.
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1.1.7.5. POBLACIONES CLONALES DE MSC

A pesar de que las Msc fueron denominadas en primer lugar como CFU-F, por su
crecimiento clonal, la mayoria de los estudios realizados sobre estas células se han centrado
en las propiedades de poblaciones no clonales de msc. La alta heterogeneidad de estas pobla-
ciones se ha demostrado en numerosos estudios (Janicki ef al., 2011) y hace referencia, sobre
todo, a los factores solubles secretados, perfiles de metilacidn, y potencial de diferenciacion.
Probablemente, es esta heterogeneidad la responsable de que la modulacién ejercida por
estas células varie de una poblacion a otra en funcién del tejido de origen de las msc o del
tiempo que lleven en cultivo; en relacion con esto tltimo, el uso de pases tardios conllevaria
el manejo de poblaciones cada vez mas homogéneas, que estarian formadas por aquellos
clones que poseyeran cierta ventaja proliferativa.

Sin embargo, a dia de hoy, son pocos los estudios centrados en investigar las posibles
diferencias interclonales de las msc, asi como la variabilidad interindividual entre donantes,
siendo practicamente anecddticos estudios que incluyen variables como el sexo del donante
(Francois et al., 2012), la edad (Landgraf et al., 2011), la obesidad (Baptista et al., 2009; Ona-
te et al., 2013; Oliva-Olivera et al., 2015; Pachdn-Pena et al., 2016), etc. No obstante, en los
pocos estudios realizados hasta la fecha, se ha demostrado que si que existe una variacion
funcional entre distintos clones (Pittenger et al., 1999; Muraglia et al., 2000; Tremain et al,
2001), especialmente en lo relacionado a su capacidad de diferenciacion en determinadas li-
neas celulares (Paredes et al., 2011). Sin embargo, dicha variabilidad atin no se ha dilucidado
desde la perspectiva de la capacidad que estas células tienen para modular distintas pobla-
ciones del sistema inmunitario, aspecto de vital importancia que sera comentado con detalle
mas adelante.

Aunque es cierto que al aislar y cultivar ex vivo las células troncales las estamos sepa-
rando de su nicho y, por lo tanto, variando su situacion de equilibrio, estas diferencias inter
e intraindividuales en las caracteristicas de las Msc dependen, en gran medida, del nicho

especifico del cual proceden, que aunque relativamente similares, tienen diferencias.
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Por lo tanto, es importante estudiar y analizar poblaciones clonales de msc para de-
terminar fielmente estas diferencias inter e intraindividuales, con el objetivo ultimo de poder
identificar con mayores garantias aquellos clones con un mayor potencial terapéutico. Esta biis-
queda también se puede establecer a partir de sus diferentes propiedades inmunomoduladoras,

trascendentales para su papel en terapia celular.
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1.2. EL SISTEMA INMUNITARIO

1 sistema inmunitario es el encargado de mantener la homeostasis del organismo frente

a cualquier agresion, ya sea fisica, quimica o bioldgica. El correcto funcionamiento del
mismo depende de que la relacién entre las distintas poblaciones del sistema inmunitario y
el resto del organismo, ya sea tanto mediante contacto directo célula-célula o a través de fac-
tores solubles, sea la mas adecuada en cada caso, permitiendo a dicho sistema mantener en
todo momento su capacidad de discernir entre lo propio y lo extrafio. Se compone histoldgi-
camente de érganos como la médula dsea, el bazo, el timo, los ganglios linfaticos y el sistema
de vasos linfaticos que los conectan.

En cuanto a su fisiologia, podemos distinguir dos tipos de respuesta, la innata, que
constituye la primera barrera de defensa y que responde a las agresiones de una forma menos
elaborada y con la misma intensidad en ulteriores respuesta frente a un mismo antigeno; y
la adaptativa, mas evolucionada, y que responde a estimulos y objetivos mas especificos, de
una forma mas eficiente y anadiendo la capacidad de memoria inmunolégica, que conlleva
un incremento en la intensidad de respuesta ante contactos sucesivos. Esta memoria inmu-
noldgica ha permitido uno de los mayores avances médicos en la Historia, la obtencién de las
vacunas. Aunque con fines didacticos se hable de dos sistemas inmunitarios distintos, estos
dos sistemas no trabajan independientemente, sino en total sincronia, a través de la interac-
cién de multiples componentes celulares y solubles.

La parte celular de la inmunidad innata la forman los neutréfilos, los basoéfilos, los

eosindfilos, el sistema monocito-macréfago, las células dendriticas y las células asesinas na-

49




INTRODUCCION

turales (NK, del inglés natural killer). La parte soluble principal esta formada por un conjunto
de proteinas con distintas funciones, que se denomina sistema del complemento. Por otro
lado, la inmunidad adaptativa en su parte celular, se compone de linfocitos T' y linfocitos B’
y en su parte soluble, de anticuerpos.

Ambos tipos de inmunidad utilizan en sus respuestas el contacto directo entre cé-
lulas, o entre componentes solubles (como el sistema del complemento o los anticuerpos) y
células. También utilizan una red propia, y practicamente exclusiva, de comunicacién me-
diante secrecion de ciertas proteinas solubles, que se denominan citocinas. Estas citocinas
actian como mensajeros intercelulares y son capaces de modular, activando o inhibiendo, la
respuesta inmunitaria. Desequilibrios, tanto por exceso como por defecto, en la respuesta de
cualquiera de estos dos sistemas o en su relacion entre ellos, provocan enfermedades como
las inmunodeficiencias o las enfermedades autoinmunes. Otros desequilibrios pueden llevar,
directa o indirectamente, al cancer. Ademas, la capacidad de distinguir entre los compo-
nentes propios y los extrafos, a través del sistema mayor de histocompatibilidad, convier-
ten al sistema inmunitario en el principal responsable del que depende el éxito o fracaso de
los trasplantes.

Con esta vision global de la estructura y funcién del sistema inmunitario, podemos
hacernos a la idea de cuan importante es encontrar terapias que, utilizando distintas molé-
culas y/o células del propio sistema inmunitario, sean capaces de recuperar el equilibrio del
mismo cuando éste esté alterado. En los ultimos anos se ha puesto de manifiesto la eficacia
de distintas terapias que modifican las respuestas del sistema inmunitario y, entre ellas, una
de las que mas potencial tiene es el uso de msc.

Las Msc tienen la capacidad, como se ha explicado previamente, de diferenciarse en
osteoblastos, condrocitos y adipocitos. Aparte de dicho potencial regenerativo, también son
capaces de secretar citocinas y responder a ellas, interaccionando con las células del sistema

inmunitario y modificando su respuesta, en un proceso denominado inmunomodulacion.

1. El nombre linfocito T proviene del érgano déonde madura, en latin e inglés thymus.

2. El nombre linfocito B proviene del 6rgano donde madura en aves, la bolsa de Fabricio, en latin bursa cloacalis o bursa fabricii, y en
inglés bursa of Fabricius. Aunque el ser humano no posee dicho 6gano, se mantuvo la nomenclatura B, al madurar en médula 6sea (en
inglés bone marrow).
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La combinacién de dicha capacidad inmunomoduladora, junto con la posibilidad de trans-
diferenciarse, su facil aislamiento y su baja capacidad inmunogénica, debida a la reducida
expresion del mHC-11 y de moléculas coestimuladoras, aumentan las posibilidades de éxito
de trasplantes alogénicos de dichas células. Es importante destacar también su capacidad de
migracion hacia tejidos danados y focos de inflamacion. El conjunto de todos estos factores

otorga a las Msc su enorme potencial terapéutico.

1.2.1. INMUNOMODULACION

Los mecanismos mediante los cuales las Msc realizan la inmunomodulacién, atn no
estan totalmente caracterizados. Sin embargo, si se puede afirmar que las MscC secretan un
gran numero de citocinas, factores de crecimiento y otras moléculas capaces de modificar
la respuesta inmunitaria, ademads de ejercer funciones por contacto directo y de favorecer
procesos vitales como la hematopoyesis. Estos efectos ocurren sobre la practica totalidad de

poblaciones del sistema inmunitario, que se detalla en este apartado.

1.2.1.1. MSC Y NEUTROFILOS

Las células polimorfonucleares o granulocitos, son el principal componente celular
del sistema inmunitario, constituyendo aproximadamente el 70% de los leucocitos. Reciben
sunombre por la curiosa forma de su nticleo y se dividen en neutroéfilos (los mas numerosos),
basofilos y eosinéfilos. Aunque son leucocitos con una esperanza de vida muy baja, juegan
un papel vital en la lucha contra microorganismos, de tal forma que su ausencia provocaria
la muerte del individuo en horas.

Los neutroéfilos abandonan la sangre para llegar al tejido dafiado, en cuestion de mi-
nutos. Participan en la inflamacién aguda y tienen como principal funcién fagocitar elemen-
tos extrafos que, de forma natural, estan ausentes en el propio organismo. Estos elementos

son reconocidos mediante receptores, denominados TLR (del inglés, Toll-like receptor), como
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por ejemplo, el TLR4, que se une al lipopolisacarido presente en las bacterias gram-negativas,
o el TLR3, que se une al RNA bicatenario (dsrNA, del inglés double-stranded ribonucleic acid)
de algunos virus. Una vez fagocitados, dichos elementos son destruidos mediante un proceso
que se denomina estallido respiratorio, en el que se generan moléculas reactivas de oxigeno
y nitrégeno, extremadamente tdxicas. Entre ellas, el ion superdxido (-O,), el peréxido de hi-
drégeno (H,0,) y el 4cido hipocloroso (HCIO), componente principal de la lejia doméstica.

La médula dsea, aparte de la hematopoyesis, tiene una funciéon de reserva de neutré-
filos maduros, unas 30 veces superior a los circulantes, listos para su liberacion en el caso de
que se produzca una demanda de los mismos (Boxio et al. 2004). La coexistencia de neutro-
filos con Msc en la médula dsea, conlleva obligatoriamente a interacciones entre ellos.

Ex vivo, las Msc inhiben la apoptosis de los neutréfilos, de una forma dosis-depen-
diente, tanto en cocultivo como con medio condicionado por las Msc, mediante la accién
de, al menos, la interleucina 6 (1L-6) (Raffaghello et al., 2008). En cuanto a los procesos de
migracion, reclutamiento y activacion de los neutréfilos al tejido dafiado, las Msc son capaces
de aumentarlos al secretar factor estimulante de colonias de granulocitos y macroéfagos (GM-
csk, del inglés granulocyte macrophage colony-stimulating factor), interferén beta (1EN-f),
factor inhibidor de la migracion de macrdfagos (MIF, del inglés macrophage migration inhi-
bitory factor) e 1L-8 (Figura 12). Esta ultima es el principal elemento quimiotactico para los
neutroéfilos, que actia regulando la expresion de cp11b en los mismos y aumentando asi la
extravasacion. Ademas, el conjunto de factores solubles liberados por las Msc, provoca un
aumento en la actividad bactericida de los neutrdfilos, potenciando de este modo la fagoci-
tosis (Brandau et al., 2014). Hay que destacar que las Msc expresan también los receptores
de la inmunidad innata TLR, lo que les permite responder ante los mismos elementos que los
neutrofilos y secretar una serie de citocinas que los activan y que permiten el rapido recluta-
miento de éstos. Por otro lado, las Msc pueden provocar indirectamente dicho reclutamiento,

a través de la induccion de 1L-17 por parte de linfocitos cp4 de memoria (Hsu et al., 2013).
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Existe heterogeneidad de resultados en cuanto al efecto de las Msc sobre el estallido
respiratorio. Mientras que algunos estudios muestran un aumento en su intensidad (Cassate-
lla et al., 2011), otros han identificado una disminucién de la misma (Raftaghello et al., 2008).
Por otro lado, y como se ha comentado previamente, cuando las Msc son perfundidas por
via sanguinea, la mayor parte de ellas quedan atrapadas en los pulmones (Gao et al., 2001),
donde adoptan el fenotipo de las células pulmonares. Esta desventaja para la terapia celular,
es sin embargo aprovechada con éxito en el tratamiento de condiciones que conlleven dafo
pulmonar, como es el caso de la ventilacién asistida. La ventilacién mecanica provoca un
dafo pulmonar que promueve un ambiente proinflamatorio, capaz de reclutar y activar nue-
vos neutrofilos en el pulmon. Este proceso es atenuado con la administracion de msc, espe-

cialmente cuando estas células se administran previamente a la ventilacion (Lai et al., 2015).
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Figura 12. Efectos de las msc sobre neutrdfilos (modificado de Le Blanc & Mougiakakos, 2012).
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1.2.1.2. MSC Y MONOCITOS

El sistema monocito-macréfago esta formado por células encargadas de fagocitar ele-
mentos extrafios y presentarlos a las células de la inmunidad adaptativa. Los monocitos son
células circulantes y se pueden diferenciar en macréfagos o en células dendriticas, cuando
migran a los tejidos. Se les puede conocer con distintos nombres segun su localizacién, como
células de Kuppfer en el higado, o microglia en el sistema nervioso. Ademas, se pueden cla-
sificar en dos tipos: M1, con una potente actividad bactericida y con un perfil inflamatorio,
y M2, que ayudan a resolver procesos inflamatorios y promueven la regeneracion de tejidos
mediante 1L-10.

Las Msc son capaces de aumentar la supervivencia de los monocitos, mediante la
regulacion a la baja de genes apoptoticos (Melief e al., 2013). En ambientes inflamatorios, el
IFN gamma (IEN-Y) modula la expresion de indolamina 2,3-dioxigenasa (1po, del inglés in-
doleamine 2,3-dioxygenase) en msc (Croitoru-Lamoury et al., 2011) que, por un lado inhibe
directamente a linfocitos T y, junto con otros factores, también promueve la diferenciacion
de los monocitos hacia un fenotipo M2, inmunosupresores per se de los linfocitos T y de
la respuesta inflamatoria (Frangois et al., 2012) (Figura 13). Mediante la secrecion del fac-
tor de crecimiento de los hepatocitos (HGF, del inglés hepatocyte grow factor), las Msc son
también capaces de aumentar la sintesis de 1L-10 por parte de los monocitos, asi como de
disminuir la produccién del factor de necrosis tumoral (TNF-a, del inglés tumor necrosis
factor) (Chen et al., 2014).

Por ultimo, son capaces de inhibir, pero de manera reversible, la diferenciacion de los
monocitos hacia células dendriticas (Jiang ef al., 2005), limitando la expresion de cpla, cp40,
cD8, cD86 y HLA-DR (del inglés human leukocyte antigen) (Wei Zhang et al., 2013), a través
de, al menos, 1L-6. En cocultivos con un ratio Msc:monocitos de 1:10, los factores solubles
son capaces de producir estos efectos (Melief et al., 2013), mientras que a ratios mas bajos es

necesario el contacto celular (Jiang et al., 2005).
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Figura 13. Efectos de las msc sobre monocitos (modificado de Le Blanc ¢ Mougiakakos, 2012).
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1.2.1.3. MSC Y CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas, descubiertas por Langerhans en 1868 y cuyas funciones fue-
ron caracterizadas por Ralph Steinman (Steinman & Cohn, 1973), reciben su nombre por
la similitud en sus extensiones a las dendritas neuronales. Residen en tejidos y son capaces
de capturar elementos extrafios mediante fagocitosis, endocitosis mediada por receptor y
pinocitosis, para posteriormente digerirlos. A continuacién, maduran y adquieren un feno-
tipo especializado en presentar antigenos, a través del MHC-11 y de la expresion de moléculas
coactivadoras de linfocitos T, a la vez que ven mermadas sus capacidades de captura. Tras
dicha maduracién, abandonan el tejido y, a través del torrente sanguineo, viajan a los 6rganos
linfoides para exponer dichos elementos procesados en su superficie, con el objetivo ultimo
de que los linfocitos T puedan reconocerlos y activarse, por lo que son las principales respon-
sables del destino de las células T. Son, por tanto, las células presentadoras de antigeno por
excelencia. Esta funcidn es optimizada por sus multiples extensiones, que permiten aumentar

la superficie de contacto y asi aumentar la probabilidad de presentacién del antigeno a los
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linfocitos. Existen varios tipos, que se generan desde la via de diferenciacion linfoide, menos
conocidas, y también a través de la via de diferenciacion mieloide. Basicamente, en su madu-
racion pueden diferenciarse en los tipos 1 y 2, que promueve la formacion de linfocitos Th1
y Th2, respectivamente. La presencia de IFN-y promueve las primeras, con gran capacidad de
sintesis de 1L-12 y TNF-a, mientras que la presencia de prostaglandina E2 (PGE2) promueve
las segundas, con una mayor capacidad para producir 1L-6.

Como se ha comentado previamente, las Msc inhiben la formacion de células den-
driticas a partir de monocitos. Ademas, en las células dendriticas inmaduras provocan una
disminucién de la expresion de MmHc-11, asi como de moléculas coestimuladoras necesarias
para la presentacion de antigenos, como cp80 o cp86, manteniéndolas en una especie de
arresto inmaduro, con poca capacidad de presentacion de antigeno (Wei Zhang et al., 2013),
inhibiendo también la produccién de citocinas proinflamatorias como 1L-12 y aumentando
la de citocinas antiinflamatorias como 1L-10 (Jiang et al., 2005). Estos efectos ocurren princi-
palmente mediante factores solubles cuando son producidos por una gran cantidad de msc,

mientras que a ratios menores, el contacto celular es necesario (Jiang ef al., 2005).

1.2.1.4. MSC Y CELULAS NK

Las células Nk son un tipo de linfocitos con un papel fundamental en la respuesta
temprana contra infecciones y cancer. Parte de su funcién es ejercida mediante citocinas
como el IFN-vy, la 1L-10 y el GM-CSF, entre otras. Ademads, presentan actividad citotoxica de-
pendiente de anticuerpo y actividad citolitica mediante granzimas y perforinas. Interaccio-
nan también con el sistema inmunitario adaptativo, principalmente mediante interaccion
con las células dendriticas. Todas estas caracteristicas les otorgan un papel muy importante
en la inmunomodulacién. Por lo tanto, modificaciones en las mismas tienen repercusiones
tanto en el sistema inmunitario innato, como en el adaptativo.

Las Mmsc inhiben la proliferacion de células Nk activadas, de una forma dosis-depen-

diente, cuando se encuentran en cocultivo (Aggarwal & Pittenger, 2005; M Krampera et al.,
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2006; Spaggiari et al., 2006). Del mismo modo, también provocan un descenso en la expre-
sién de cD56, asi como de receptores de activacion en las mismas, como el receptor 284, la
cadena gamma comun (cp132), NKp46, NKp30, NKp44, NKG2D o cp69 (Sotiropoulou et al.,
2006; Spaggiari et al., 2008). En cuanto a su efecto sobre las citocinas, son capaces de dismi-
nuir la secrecion de 1L-10, TNE-a (Sotiropoulou et al., 2006) e 1L-12 (Thomas et al., 2014).
Respecto a su modulacion sobre la sintesis de IFN-y, necesario para la respuesta efectiva con-
tra infecciones y para la regeneracion de tejidos, existen estudios que reportan un aumento
de su produccion (Spaggiari et al., 2006; Thomas et al., 2014), mientras que otros muestran
una disminucion de dicha citocina (Spaggiari et al., 2008). La actividad citotdxica de las célu-
las Nk también se ve afectada. Ensayos con distintas lineas celulares demuestran una dismi-
nucioén de dicha actividad (Spaggiari et al., 2008). Adicionalmente, la sintesis de proteinas ci-

toliticas, como la granzima y perforina, disminuye en presencia de msc (Ribeiro et al., 2013).

1.2.1.5. MSC Y SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El sistema del complemento es un conjunto de proteinas del sistema inmunitario in-
nato, que se pueden activar mediante tres vias distintas (clasica, alternativa y de las lectinas).
Dicha activacion libera distintos péptidos con funciones quimiotacticas, de activacion de
leucocitos y de estimulacion de la fagocitosis. Algunos de estos péptidos también son res-
ponsables de la formacion del complejo de ataque a la membrana, mecanismo mediante el
cual se pueden lisar células diana o patégenos. Adicionalmente, la activacion del sistema del
complemento también juega un papel importante en el rechazo alogénico. Los componentes
centrales de dicho sistema son C3 y C5, independientemente de cualquiera de las tres vias de
activacion del mismo. C3 es escindido en C3a y C3b, y por otro lado, C5 en C5a y C5b, por
sus respectivas convertasas. Los fragmentos C3a y C5a liberados son anafilatoxinas que, entre
otras funciones, tienen la capacidad de actuar como elementos quimiotacticos, es decir, son

moléculas capaces de atraer a otras células, siendo los leucocitos su principal reclamo.
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Las Msc presentan en su membrana los receptores C3aR y C5aR, para las anafilato-
xinas C3a y C5a, respectivamente (Schraufstatter et al., 2009). Estos receptores contribuyen
a reclutar a las Msc en los tejidos dafiados, donde existe una mayor concentracién de ana-
filatoxinas (Schraufstatter et al., 2009). No sdlo presentan receptores para C3a y C5a, sino
que, por otro lado, también pueden activar el sistema del complemento y formar asi mas
C3ay C5a, ademas de poder adherir a sus membranas nuevas moléculas activadas de dicho
sistema (Moll et al., 2011). Expresan en su membrana el marcador de superficie cp59, ca-
paz de inhibir el efecto del complejo de ataque a la membrana, lo que hace que estas células
sean resistentes al sistema del complemento cuando se encuentran en el torrente sanguineo
(Figura 14) (Moll et al., 2011). Finalmente, también son capaces de secretar factor H, capaz
de inhibir el sistema del complemento (Tu ef al., 2010). Todas estas propiedades hacen que
las Msc sean compatibles con la sangre, siendo moderadamente resistentes a la lisis por parte

del complemento.
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Figura 14. Interacciones de las Msc sobre el sistema del complemento.
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1.2.1.6. MSC Y LINFOCITOS B

Los linfocitos B son los responsables finales de la respuesta humoral de la inmunidad
adaptativa. Presentan en su membrana el receptor del linfocito B (BCR, del inglés B-cell recep-
tor), capaz de unirse a proteinas y glicoproteinas solubles o particuladas. Esta respuesta esta
mediada por los anticuerpos que secretan una vez activados, y que a su vez se unen a estruc-
turas altamente especificas, normalmente de patdgenos, «marcandolas» para facilitar la fago-
citosis de las mismas por parte de la inmunidad innata. Ademads, estas células también poseen
la capacidad de presentar antigenos, aunque en menor medida que las células dendriticas.

Para una correcta respuesta humoral, un linfocito B activado que haya localizado
alguna estructura extrafa, prolifera para generar una gran poblacién clonal de células plas-
maticas. Esta poblacion clonal sintetiza una gran cantidad de anticuerpos. También se dife-
rencian en células de memoria para, en posteriores contactos con el mismo antigeno, generar
una respuesta mucho mas rapida e intensa.

Las msc disminuyen de una forma notable la proliferacion de estos linfocitos, pro-
vocando un arresto de los mismos en las fases G /G, del ciclo celular. También provocan
una disminucién en la formacién y secrecion de anticuerpos, asi como una reduccion en la
expresion de receptores de citocinas, tales como cXCR', CXCR5’ y ccrR7’, mediadoras de la
quimiotaxis. Empero, al contrario de lo que ocurre con las células dendriticas, no reducen la
expresion de moléculas coestimuladoras en los linfocitos B, por lo que la capacidad de pre-
sentacion de antigenos de estas células no se veria afectada significativamente. Finalmente, la
sintesis y secrecion de citocinas claves en su funcién, como TNF, IEN-Y, IL-4, e IL-10, no se ve

afectada (Corcione et al., 2006).

1. Receptor para la citocina spr-1 (del inglés stromal cell-derived factor 1), también conocido como cp184

2. Receptor para la citocina BLc (del inglés B-lymphocyte chemoattractant), también conocido como cp185 o BLR1 (del inglés Burkitt lym-
phoma receptor 1)

3. Receptor para las citocinas ccLig (del inglés C-C motif chemokine ligand 19) y ccrL21, también conocido como cp197 o BLR2 (Burkitt
lymphoma receptor 2)
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1.2.1.7. MSC Y LINFOCITOS T

Los linfocitos T acttian tanto en la inmunidad celular como en la humoral. Al igual
que los linfocitos B, también tienen un receptor especifico en su membrana, el TCR (del inglés
T-cell receptor). A diferencia del BCR, el TCR sdlo puede unirse a elementos proteicos procesa-
dos por las células presentadoras de antigeno, a través del MHC-1 0 MHC-11, especificamente.
Existen principalmente dos grupos. Por un lado estan los linfocitos T colaboradores (Th,
del inglés T-helper), conocidos por presentar en su membrana el antigeno cp4 y, por otro,
los linfocitos T citotoxicos (Tc, del inglés T-cytotoxic), que presentan en su membrana el
antigeno cD8.

El antigeno cp4 interacciona con el MHC-11, presente en las células presentadoras de
antigeno profesionales, y facilita que el linfocito T reconozca a través del TCRr fragmentos
proteicos pequeiios. Dichos fragmentos son resultantes de la digestion, por parte de la célula
presentadora de antigeno, de elementos extracelulares fagocitados. Esta interaccion activa al
linfocito y le permite secretar una serie de citocinas que regulan la inflamacién y la accién del
resto de células del sistema inmunitario.

El antigeno cp8 interacciona con el MHC-1, presente en la practica totalidad de las
células del organismo, que es el encargado de presentar a los linfocitos elementos internos de
las células. Si el MHC-1 presenta un fragmento alterado (proveniente de una expresion abe-
rrante debida a un tumor), un fragmento extrano (proveniente de un patégeno intracelular),
o fragmentos de MHc distintos (provenientes de un injerto o de un trasplante no singénico), el
linfocito T cp8 los reconocera, se activara y pondra en marcha un sistema especializado para
eliminar la célula diana, mediante la secrecion de elementos citotdxicos y proapoptdticos.

De forma general, y con la excepcién de la subpoblacion de células T reguladoras, las
Msc inhiben la proliferacion de los linfocitos T en cocultivo, de una forma dosis dependiente,
tanto si son anadidas a los linfocitos antes de ser activados, como posteriormente (Nicola et
al., 2002). Este efecto se produce por un arresto en fase G0/G1 de los linfocitos por parte de

las Msc (Glennie et al., 2005). HGF, IDO y PGE2 parecen tener también un papel muy impor-
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tante en la inhibicion de la actividad de los linfocitos T (Di Nicola et al. 2002; Meisel et al.,
2004; Aggarwal S, & Pittenger. 2005).

Aunque no de una forma tan intensa como en presencia de las Msc, los factores so-
lubles son suficientes para provocar estas respuestas, en especial IEN-Y, e IL-1 (Krampera et
al., 2006; Groh ME et al, 2005), aunque muchos autores consideran el contacto celular como
requisito basico para una correcta inmunomodulaciéon (Krampera 2003).

Dentro de la poblacién de linfocitos T colaboradores, existen varias subpoblaciones
con distintas funciones, como los linfocitos Th1, Th2, Th17 o los linfocitos T reguladores
(TREG). Grosso modo, los linfocitos Th1 y Th17 regulan la respuesta celular y activan la res-
puesta humoral, que ayuda a la primera, promoviendo la formacion de anticuerpos que fa-
vorecen la citotoxicidad, como la IgG2. Los linfocitos Th2 median en la respuesta humoral
frenet a patégenos extracelulares, promoviendo la formacién de IgE y TREG. Existe cierta
plasticidad entre ellos, sobre todo entre Thl y Th2 vy, por otro lado, entre Th17 y TREG, y
promueven ambientes pro o antiinflamatorios, segun el nimero y la intensidad con la que
actuen. Los linfocitos Th1 median respuestas a patdgenos intracelulares; los Th2, a extracelu-
lares; los Th17, llamados asi por su capacidad de secretar 1.-17, median en la respuesta innata

a hongos y helmintos y, finalmente, los linfocitos TREG, median respuestas supresoras.

1.2.1.7.1. Thl

Los linfocitos Th1 son activados en presencia de IEN-y o 1L-12, y producen principal-
mente IFN-Y Yy TNE-q, ayudando a reclutar macroéfagos y a sintetizar, por parte de los linfoci-
tos B, anticuerpos IgG2a. Median en la respuesta inmunitaria celular. Estos efectos tienen la
potencialidad de danar tejidos, y en el caso de que exista una mala regulacion en su funcion,
pueden desempenar un papel importante en enfermedades autoinmunes como la diabetes
mellitus tipo I y otras enfermedades autoinmunes organoespecificas.

Las Msc son capaces de disminuir la secrecion de 1EN-y por parte de las células Th1

(Aggarwal & Pittenger, 2005), lo que produce una disminucién de su actividad, que a su vez

61




INTRODUCCION

provoca un aumento de la produccion de 1L-4 (Krampera et al. 2003) e 1L-10 (Gonzalez et al.,

2009) por parte de las células Th2 (Figura 15).

1.2.1.7.2. Th2

Los linfocitos Th2 se activan en presencia de 1L-4 y producen la propia 1L.-4, ademas
de1L-5,1L-9, 1L-10 e 1L-13. El efecto de estas citocinas es predominantemente antinflamatorio
y median sobre todo en la inmunidad humoral. Permiten la lucha contra parasitos extrace-
lulares, cambiando el isotipo formado por los linfocitos B a IgG1 e IgE, ademas de reclutar
eosinofilos. Esta respuesta esta asociada a enfermedades alérgicas, asma y enfermedades au-
toinmunes sistémicas.

Como se ha comentado anteriormente, las Msc aumentan la produccién de 1.-4 a
partir de la inhibicion de las células Th1, lo que favorece la generacién de una respuesta an-

tiinflamatoria del tipo Th2 (Figura 15).

1.2.1.7.3. TREG

Los linfocitos TREG son esenciales en la modulaciéon de la respuesta inmunitaria,
siendo capaces de prevenir la aparicion de procesos autoinmunes y de resolver procesos
inflamatorios. Expresan constitutivamente el receptor para la 1L-2 (cp25) y el factor de
transcripcion FoxP3 (del inglés forkhead box P3), ademas de muchas otras moléculas de
membrana y citoplasmaticas, como GITR (del inglés glucocorticoid-induced TNFR-related),
CTLA-4 o Helios. Provocan una potente supresion de los procesos inflamatorios mediante
contacto celular y/o citocinas. Pueden ejercer su funcién mediante cuatro vias principales: la
secrecion de 1L-10, el agotamiento del 1L-2, citotoxicidad o inhibiendo a células presentadoras
de antigeno. Su formacién ocurre a partir de células cp4 naive, que se activan por la accién

del TGF-f. Estas células activadas pueden diferenciarse en células TREG si existe TGE-[ e I1L-2
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o bien en células Th17, en presencia de 1L-6 e 1L-21, existiendo plasticidad entre ellas segiin
varie el microambiente que las rodea.

Las Msc provocan un aumento de esta subpoblacion de linfocitos T, secretores de 1L-
10y con funciones reguladoras, tanto en cocultivo con el conjunto de células mononucleares
(Aggarwal & Pittenger, 2005; Ribeiro ef al., 2013), como en medio condicionado (Melief et
al., 2013). La presencia de monocitos para poder ejercer este aumento de TREG es objeto de
debate. Asi como se ha conseguido aumentar la proporcion de TREG en cultivos de linfocitos
cp4 purificados, con el uso tinico de medio condicionado con células cp4 aisladas, lo que im-
pediria su activacion por parte de otras células (Ivanova-Todorova et al., 2012), otros autores
afirman que la presencia de monocitos es obligatoria (Melief et al., 2013). Adicionalmente, este
aumento es menor en condiciones ambientales de saturacion de O,, respecto de saturaciones
mas bajas, fisiologicamente mas cercanas al ambiente natural de las msc derivadas de tejido
adiposo (Frazier et al., 2014). Como se ha comentado anteriormente, también se ha demos-
trado la capacidad de las Msc para generar células TREG en ambientes inflamatorios, dptimos

para la diferenciacion de linfocitos T a Th1 y Th17 (Luz-Crawford et al., 2013) (Figura 15).

1.2.1.7.4. Th17

Los linfocitos Th17, ademas de secretar 1.-17A, también son capaces de secretar 1L-
17F, 1L-21, e 1L-22, generando ambientes proinflamatorios que permiten reclutar neutroéfilos.
Su desajuste se relaciona con enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide o la
esclerosis multiple.

Las msc son capaces de inhibir la acciéon de las células Th17 y promover la formacién
de TREG en detrimento de las Th17, inhibiendo citocinas tales como 1L-17, 1L-22, IFN-Y 0
TNF-a, y aumentando la produccién de 1L-10, la expresion de FoxP3 y la actividad supresora
(Ghannam et al., 2010). Dichas Msc son capaces, por tanto, de inhibir la accion inflamatoria

de Th17, sin afectar a la diferenciacion de las TREG.
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Sin embargo, y como se ha comentado previamente en el apartado de la modulacién
de las msc sobre los neutréfilos, otros estudios han mostrado la capacidad de las Msc de pro-

mover la liberacion de 1L-17 por parte de los linfocitos cp4 (Hsu et al., 2013) (Figura 15).
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Trec Th17 IL-17 o
IL-10 IL-21
TGF-Bole IL-22
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Figura 15. Esquema sobre la interaccion de las Msc sobre las poblaciones de linfocitos.

1.2.2. ENSAYOS CLINICOS

La potencialidad de estas células se ve plasmada por el nimero de ensayos clinicos
que, a dia de hoy, se han realizado o estan realizandose. En estos momentos, existen 652
ensayos con células troncales mesenquimales en distintas patologias, como enfermedades
musculoesqueléticas, isquemia o enfermedades del sistema nervioso central.

Las enfermedades con una gran participacion del sistema inmunitario, como la en-
fermedad injerto contra huésped, enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple
o autoinflamatorias como la enfermedad de Crohn, también son objeto de investigacion en

distintos ensayos clinicos.
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Por ejemplo, la enfermedad injerto contra huésped ocurre en trasplantes de médula
6sea, donde el sistema inmunitario del injerto, responsable en tltima instancia de generar
las poblaciones celulares sanguineas en el huesped, detecta como extrafno al huésped. Esta
mediado sobre todo por la respuesta de linfocitos T, por lo que la administracion de msc de-
beria en principio evitarlo. De hecho, varios ensayos ya han finalizado y algunos de ellos han
obtenido resultados positivos (Wang et al., 2012).

Con todo lo anteriormente comentado, y dada la heterogeneidad de las Msc y su efec-
to sobre practicamente todas las células del sistema inmunitario, queda patente la necesidad
de caracterizar correctamente aquellas poblaciones con distintas capacidades inmunomo-
duladoras. Esta busqueda, a falta de un marcador exclusivo para las mismas, debe realizarse
basandose en sus propiedades ex vivo de modular y modificar el comportamiento de las dis-
tintas poblaciones de células del sistema inmunitario. Para ello, la clonacién a partir de una
sola célula es la manera mas sencilla y 6ptima de generar poblaciones homogéneas, identifi-
car su potencial inmunomodulador y, finalmente, elegir el clon mas adecuado para realizar

una terapia celular dirigida y eficaz.

Para concluir con este apartado, y dado el efecto de las Msc sobre prdcticamente to-
das las células del sistema inmunitario, queda patente la necesidad de caracterizar al mdxi-
mo dichas poblaciones, especialmente en el caso de querer utilizarlas en protocolos de terapia
celular. Esta biisqueda, a falta de marcadores especificos, debiera realizarse basdndose en sus
propiedades ex vivo para modular y modificar el comportamiento de las distintas poblaciones
de células del sistema inmunitario. Dada la enorme heterogeneidad de las Msc, la clonacion a
partir de una sola célula se antoja como la manera mds sencilla y éptima de generar poblaciones
homogéneas, que nos permitan por un lado identificar con la maxima fiabilidad su potencial
inmunomodulador y, por otro lado, elegir el clon mds adecuado en cada caso para realizar una

terapia celular dirigida y eficaz.
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OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

studios previos muestran la distinta capacidad de diferenciacion tisular presentada

por clones diferentes de Msc, aunque son pocos los estudios que hasta la fecha han
demostrado que esas diferencias afecten también a su capacidad inmunomoduladora en
humanos. Nosotros postulamos que clones procedentes de una poblacion heterogénea de
Asc de un individuo concreto, van a ser funcionalmente diferentes entre si, en cuanto a su
capacidad para modular el sistema inmunitario, pero a su vez pueden ser similares en su
comportamiento a clones procedentes de otro individuo. Basandonos precisamente en esas
diferencias o particularidades de cada clon, seria factible disponer de un banco de clones
bien caracterizados, que podrian utilizarse en protocolos de terapia celular con el principal
objetivo de predecir, con mas fiabilidad, los resultados esperables en un individuo concreto, y
de disminuir la variabilidad de resultados que suele acontecer cuando se manejan poblaciones

heterogéneas de Msc.
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OBJETIVOS

2.2. OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo fue demostrar que los clones procedentes de
poblaciones heterogéneas de Asc, presentan diferentes capacidades inmunomoduladoras.
Para ello decidimos caracterizar fenotipica y funcionalmente cinco clones de Asc procedentes
de dos donantes sanos diferentes. Para llevar a cabo dicha caracterizaciéon, nos planteamos

desarrollar ex vivo los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar el fenotipo de membrana de los distintos clones de Asc, de acuerdo al
porcentaje de expresion e intensidad mediana de fluorescencia de los antigenos cp44, cp73,

cp90 y cp105.

2. Caracterizar el perfil de citocinas de los secretomas procedentes de cada uno de los clones

de Asc.

3. Caracterizar el balance de citocinas Th1/Th2/Th17, en los sobrenadantes de cocultivos de

los distintos clones de Asc con PBMC.

4. Analizar el efecto de los clones de asc sobre la proliferacién de distintas poblaciones y
subpoblaciones de pBMcC totales, asi como su efecto sobre distintas subpoblaciones de

linfocitos T purificados.

5. Evaluar la capacidad moduladora de los distintos clones de asc, sobre la poblacién de

células TREG.

6. Analizar el efecto de los secretomas de cada uno de los clones de Asc, sobre la proliferacién

de pBMC totales, asi como su efecto modulador sobre la poblacion de células TREG.
7. Determinar el efecto de los distintos clones de asc sobre la viabilidad de pBMmcC.

8. Establecer diferencias interclonales basadas en el conjunto de los objetivos anteriores,
que nos permitan caracterizar patrones de comportamiento diferentes que, potencialmente,

pudieran utilizarse en la optimizacion de los protocolos de terapia celular con msc.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y MUESTRAS BIOLOGICAS
DE SANGRE PERIFERICA

En este apartado se detalla la composicidn y las propiedades de los medios de cultivo, reacti-

vos y muestras bioldgicas mas utilizados en este trabajo.

-Medio de cultivo para células mesenquimales, en adelante, pMEM®, formado por
DMEM (del inglés Dulbecco’s modified eagle medium); glucosa 25 mM; HEPES (de su nombre
molecular en inglés [2-(4-(2-hydroxyethil) piperazin-1-yl) ethanesulfonic acid]) (Gibco); 10%
suero de ternera fetal (EBs, del inglés fetal bovine serum) (Gibco); 1% penicilina/estreptomi-
cina (p/s, del inglés penicilin/streptomycin) (Gibco) y 1% glutamina (Sigma).

-Medio de cultivo para células mononucleares, en adelante, Rpm1*: RPMI (del inglés
Roswell Park Memorial Institute) (Gibco), 10% eBs (Gibco), 1% p/s (Gibco), 1% glutamina
(Sigma).

-Tampon fosfato salino (pBs, del inglés phospate buffer saline), sin Ca** ni Mg** (Hy-
clone). Es una solucién tampo6n con un pH de 7,4, es salina (9 g NaCl/L), isotonica y no toxica.

-Tripsina 0,05% con acido etilendiaminotetraacético (EDTA, del inglés ethylenediami-
netetraacetic acid) 0,02% (Gibco). Contiene una solucién de la enzima peptidasa tripsina, que
permite separar células adherentes en recipientes de cultivo, al romper las cadherinas que las
mantienen unidas al recipiente, y entre ellas. Se inhibe en presencia de Ca™ y Mg™, de ahi el
uso del EDTA, quelante para dichos iones. Puede desactivarse anadiendo los medios de culti-

vo utilizados en este trabajo, ya que poseen dichos iones.
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-Medio de separacion de linfocitos: Ficoll-Hypaque (GEHealthcare). Permite separar
poblaciones celulares mediante técnicas en gradiente de densidad. Su densidad es 1,074 g/L,
siendo mayor que la de las células mononucleares de sangre periférica (PBMc, del inglés pe-
ripheral blood mononuclear cell) y menor que la del resto de poblaciones sanguineas, lo que
provoca una separacion fisica entre ellas tras una centrifugacion, permitiendo la purificacion
de las primeras.

-Medio de criopreservacion: 90% de ¥Bs y un 10% de dimetil sulféxido (pmso, del
inglés dimethyl sulfoxide) (Sigma-Aldrich). El pmso es un criopreservante que previene la
formacién de cristales durante el enfriamiento y descongelacion de criotubos con células,
manteniendo en cierto grado la presién osmotica y disminuyendo asi la mortalidad celular al
conservar la integridad de los organulos y de las células.

-Las muestras de sangre periférica utilizadas en este estudio fueron recogidas por los
facultativos del servicio del Laboratorio de Inmunologia del Hospital General Universitario
de Alicante. Se realiz6 mediante extraccion en la vena antecubital a voluntarios sanos, bajo
consentimiento informado, en tubos estériles de 3 mL con EDTA, que actiia como quelante del

Ca** inhibiendo la cascada de la coagulacion.

3.2. OBTENCION DE PBMC

El aislamiento de pBMC se realizé mediante centrifugacion en gradiente de densidad.
Siempre en condiciones de esterilidad, se afiadieron 3 mL de Ficoll-Hypaque en el fondo de
un tubo de 10 mL. A continuacién se depositaron 6 mL de sangre anticoagulada diluida 1:1
con PBs sobre el Ficoll-Hypaque, suavemente, para no destruir el gradiente de densidad. Tras
una centrifugacion de 30 minutos a 360g, se recogi6 el halo situado en la parte inmediata-
mente superior al Ficoll-Hypaque, donde se situan las PBMC, y se traspasé a otro tubo de 10
mL. Se realizaron 3 lavados con 10 mL de pBs para eliminar cualquier resto de Ficoll-Hypa-

que, plasma y/o plaquetas.
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3.3. PURIFICACION DE LINFOCITOS CD3*, CD4* Y CD8*

Las distintas sub-poblaciones linfocitarias fueron purificadas mediante los kits Rose-
tteSep (StemCell Technologies). Este método permite aislar las células de interés mediante
seleccion negativa. Consiste en incubar la sangre anticoagulada con una solucién de dos
tipos de anticuerpos tetraméricos, previamente a la separacion en gradiente de densidad.
El primer tipo de anticuerpo tetramérico se une por uno de sus extremos a las proteinas de
membrana de las células que queremos eliminar y, por el otro, a la glicoporina A presente en
la superficie de los hematies. El segundo anticuerpo tetramérico se une por ambos extremos
a la glicoporina A. Todo ello permite la aglutinacion entre las células a eliminar y los hema-
ties. De esta forma, al realizar una posterior centrifugacion en gradiente de densidad con
Ficoll-Hypaque, los hematies «arrastran» a las células no deseadas, quedando en el halo las
células de interés (Figura 16).

Para aislar linfocitos cp3*, la solucion contiene anticuerpos te-

traméricos dirigidos frente a cp16, cp19, cD36, CD56,

Y
( cD66b y glicoporina A. De esta forma, aglutinan
todas las poblaciones sanguineas excepto los

i i linfocitos T (cp3™).

En el caso de los linfocitos cp4*, la so-

lucién contiene anticuerpos tetraméri-

cos dirigidos frente a cp8, cp16, cp19,

CD36, cD56, CD66b, TCRY/S y glicopo-
Y Anti-gliporina A . .

rina A. En este caso, aglutinan todas las
Y Anti-(antigenos
de celulas poblaciones sanguineas excepto los lin-
no deseadas)

focitos Th (cp4*).

Figura 16. Detalle de la reaccion entre las PBMC no
deseadas y los anticuerpos tetraméricos (modificado de
RosetteSep® Human cp4* T Cell Enrichment Cocktail Catalog).
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Finalmente, para aislar linfocitos cp8*, la solucién contiene anticuerpos tetraméricos
dirigidos frente a cp4, cp16, cp19, cp36, CD56, CD66b, €D123, TCRY/S y glicoporina A. En
este ultimo caso, aglutinan todas las poblaciones sanguineas excepto los linfocitos Tc (cD8*).

El primer paso fue afadir 50 pL del céctel de anticuerpos tetraméricos por cada mL
de sangre, e incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se rea-

1iz6 la separacion celular de la misma forma que se ha explicado en el apartado 3.2.

3.4. OBTENCION DE LOS CLONES DE ASC

Los clones de asc utilizados en este trabajo, fueron proporcionados por el laboratorio
del Dr. Enrique Roche Collado (Departamento de Biologia Aplicada, Area de Nutricién y
Bromatologia, Universidad Miguel Herndndez). Dichos clones se aislaron a partir de lipoas-
pirados, siguiendo el protocolo de Zuk y colaboradores (Zuk et al., 2001).

El proceso de clonacion de las asc, mediante la técnica de anillos de clonacion, per-
mitié establecer colonias celulares que procedian de una tnica célula. Posteriormente, los
clones obtenidos fueron expandidos y criopreservados hasta su uso en este trabajo.

Alo largo de este trabajo se utilizaron cinco clones de asc (Figura 17), con pases entre
6y 15, provenientes de dos individuos. Dichos clones se identificaron siguiendo la siguiente

nomenclatura:

Donante 1 (tres clones): Clones, 1.10, 1.22 y 1.7

Donante 2 (dos clones): Clones 3.10y 3.5
Con el objetivo de establecer diferencias interindividuales, en ocasiones nos referire-

mos al conjunto de los clones 1.10, 1.22 y 1.7 como clones 1.x; y al conjunto de los clones 3.10

Yy 3.5, como clones 3.x.
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3.5. DESCONGELACION, MANTENIMIENTO Y EXPANSION DE LOS
CLONES DE ASC

Los criotubos que contenian las Asc criopreservadas, se introdujeron en un bafio a
37°C durante un minuto aproximadamente, hasta que quedd una pequena pieza de hielo. En
ese momento, se traspaso el contenido del criotubo a un tubo de 10 mL, donde se afiadieron
8 mL de pMEM'. Posteriormente, se centrifugé a 100g durante 5 minutos y se descarté el
sobrenadante. Finalmente, se resuspendieron en 10 mL de DMEM* y se traspasaron a frascos
de cultivo de 75 cm? (TPP), a razén de 5000 células/cm?. Dichas células se introdujeron en
una incubadora de CO, al 5% y 37 °C. El bMEM" se renové dos veces por semana, hasta el
momento de su tripsinizacion.

Cuando las células alcanzaron un 90% de confluencia, se tripsinizaron para separarlas
del frasco de cultivo y resembrarlas en nuevos frascos, con el objetivo de expandirlas. El pro-
ceso de tripsinizacion consistié en realizar primero dos lavados con PBs para eliminar cual-
quier resto de medio de cultivo. Posteriormente se afiadieron 0,5 mL/75 cm? de una solucién
de tripsina 0,05% EDTA 0,02%. Las células se incubaron durante 5 minutos a 37 °C y, pasado
ese tiempo y tras comprobar mediante microscopia que las células se habian despegado, se
inhibid la reaccion de la tripsina afiadiendo 3,5 mL/75 cm* de bMEM*. Posteriormente se
traspasé todo el contenido a un tubo de 10 mL, se contaron las células totales en un hemoci-

tometro y se resembraron en nuevos frascos de cultivo, a razén de 5000 células/cm®.
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3.6. CRIOPRESERVACION DE LOS CLONES DE ASC

En algunos casos, tras el crecimiento y tripsinizacién de los cultivos de asc, fue nece-
sario conservar células de los clones excedentes, para su uso posterior en caso de necesidad.
Para ello, tras una tripsinizacion, se centrifugaron a 100g durante 5 minutos y se resuspendie-
ron en medio de congelacion a 4°C a razén de 0,5-1-10° células/mL. Una vez resuspendidas
las células, se traspasaron a un criotubo y se introdujeron en cajas de poliestireno extruido
(styrofoam) a -80 °C. Las cajas de styrofoam permiten una bajada gradual de la temperatura
del medio de congelacidon que continene las células, disminuyendo con ello la muerte celular

por este proceso.

3.7. OBTENCION DE MEDIOS DE CULTIVO CONDICIONADOS POR
LOS CLONES DE ASC

Con el objetivo de analizar el efecto del secretoma de los cinco clones de Asc sobre
las distintas poblaciones leucocitarias, se obtuvieron los medios de cultivo condicionados
(asc-pDMEM*) de los distintos clones. Tras una tripsinizacion, se cultivaron 1-10° células de
Asc de cada clon en frascos de 25 cm?, en 4 mL de bMEM'. Pasadas 96 horas se recogieron los
sobrenadantes y se centrifugaron a 360g durante 5 minutos. Posteriormente se congelaron a

-80 °C hasta su uso.

3.8. ANALISIS DEL FENOTIPO DE MEMBRANA DE LOS CLONES
DE ASC

Las células de los distintos cultivos celulares de clones de Asc se despegaron del frasco
de cultivo mediante tripsinizacion, se concentraron a 10’ células/mL mediante centrifuga-

cion y se traspasaron a dos tubos de 12x75mm, a razén de 100 pL de células por tubo. A un
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tubo se le afadi6é un pool de distintos anticuerpos monoclonales conjugados con distintos
fluorocromos' que contenia anti-cp34-FITC, anti-cp44-PE-Cy7, anti-cp73-PE, anti-cp90-
PerCP-cy5 y anti-cp105-APc. A otro tubo se le afiadié anti-cp45-F1Tc. Todos los anticuer-
pos monoclonales fueron adquiridos de eBioscience y Becton Dickinson. Posteriormente,
se incubaron durante 30 minutos a 4 °C en oscuridad. Se lavaron dos veces con PBS para
eliminar el exceso de anticuerpo y se procedi6 al andlisis del fenotipo de membrana mediante

inmunofluorescencia directa y citometria de flujo (n=3) (FACSCantoll, BD Bioscience).

3.9. ANALISIS DE CITOCINAS EN SOBRENADANTES DE CULTIVO

3.9.1. ANALISIS DE CITOCINAS EN EL SECRETOMA DE LOS CLONES DE ASC

Para el analisis del secretoma de los distintos clones de Asc, se sembraron las células
de cada clon en placas de 96 pocillos de fondo plano, a razén de 20000 células por pocillo, en
un volumen final de 200 uL de pMEM*. Se estimularon con lipopolisacarido” (Lps, del inglés
lipopolysaccharide) 0,2 pg/ml. Se recogieron los sobrenadantes a 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 y 96
horas de cultivo. Posteriormente, se conservaron a -20°C hasta su andlisis (n=3). Se utilizo

también la condicion de cultivo sin estimulo.

3.9.2. ANALISIS DE CITOCINAS EN SOBRENADANTES DE COCULTIVOS DE LOS

CLONES DE ASCY PBMC

Por otro lado, se realizaron cocultivos de Asc y pBMC, con y sin el estimulo fitohema-
glutinina (PHA, del inglés phytohemagglutinin) 10 pg/mL, en un ratio asc:pBMc’ 1:10 (10000

y 100000 células, respectivamente). Se utilizaron placas de 96 pocillos de fondo plano, en 200

1. Los fluorocromos utilizados en este trabajo han sido Percp, del inglés peridinin chloropyll, Frrc, del inglés fluorescein isothiocyanate; PE,
del inglés phycoerythrin; cy7, del inglés cyanine; cy5 y apc, del inglés allophycocyanin.

2. En experimentos preliminares se observé que los clones de asc secretaban espontaneamente las citocinas 1L-6 e I1L-8, mientras que otras
citocinas solo se detectaban cuando los clones eran sometidos a estimulos como LPs o éster de forbol (PMA, del inglés phorbol myristate
acetate) e ionomicina (Io, del inglés ionomycin). Dicho estimulo no afectaba significativamente a la sintesis de 1.-6 e 1L-8.

3. En experimentos preliminares se observd que el ratio 1:10 era el 6ptimo para provocar una disminucion de la proliferacion sobre la
poblacion de pBMC.
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uL de RPMI' y se recogieron los sobrenadantes tras 3 dias de cultivo, que también se conser-
varon a -20°C hasta su posterior analisis (n=3).

En ambos casos, los sobrenadantes fueron analizados mediante el kit Flowcytomix
(eBioscience). Este kit permite analizar mediante citometria de flujo la concentracion de has-
ta 20 citocinas en una muestra. El método consistio en afadir en una placa de 96 pocillos con
filtro millipore en el fondo, 25 puL de la muestra a analizar. En un segundo paso se afiadieron
50 puL de un cdctel de anticuerpos anti-citocinas (conjugados con biotina), y 25 uL de un
coctel de una serie de esferas que se pueden diferenciar por tamafo (4 y 5 um) (Figura 18A)
y por fluorescencia a 690 nm. Con el ensayo se incluyen una serie de diluciones de concen-
tracion conocida de las citocinas, con el objetivo de realizar una recta de calibrado y poder
establecer asi las concentraciones en la muestra (Figura 18B-1). Esto permite seleccionar me-
diante citometria cada grupo de esferas por separado. Las diferentes esferas estan recubiertas
por anticuerpos dirigidos frente a una citocina concreta, de forma que cada tipo de esfera se
une unica y exclusivamente a una de ellas. Los anticuerpos conjugados con biotina también
se unen a las mismas citocinas, de modo que cada citocina estaria recubierta por un lado
por el anticuerpo especifico biotinilado, y por otro lado por la esfera conjugada a los mismos
anticuerpos especificos (Figura 19).

Pasadas dos horas en agitacion orbital a 500 min™, a temperatura ambiente y en os-
curidad, se lavaron tres veces los pocillos con tampén de ensayo mediante un manifold para
placas multipocillo (Pall). Tras este paso se afiadieron a cada pocillo 100 pL de tampén de
ensayo y 50 pL de una solucién de estreptavidina-ficoeritrina. La estreptavidina se une cons-
titutivamente a la biotina y la ficoeritrina emite un valor de fluorescencia proporcional a la
cantidad de citocina. Las muestras se procesaron mediante citometria de flujo (FacsCantoll,
BD Bioscience), y se analizaron los archivos resultantes mediante el software FlowCytomix™

Pro 2.4 Software (eBioscience).
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Figura 18. Detalle de la seleccion de poblaciones de esferas. A: Seleccién por tamario. B-I: Concentraciones
decrecientes de varias citocinas dentro de la poblacion de 4 pym.
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Figura 19. A la izquierda, detalle de las microesferas recubiertas por disintos anticuerpos y del resto de
reactivos utilizados en el ensayo. A la derecha, representacion de la determinacion de la concentracion
segun sus distintas intensidades de fluorescencia.
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3.10. ANALISIS DE LA PROLIFERACION DE POBLACIONES
LEUCOCITARIAS MEDIANTE CFSE

Para evaluar la proliferacion de las pBMC y de las subpoblaciones linfocitarias purifi-
cadas en las distintas condiciones de cultivo, tras la separacion con Ficoll-Hypaque se tifie-
ron las células con diacetato de carboxifluoresceina succinimidilo-éster (CEDA-SE) (Sigma).
El crDA-SE se transforma, por accion de las esterasas intracelulares, en carboxifluoresceina
succinimidilo-éster crsE (CEsE). Este tltimo es un tinte fluorescente verde con un maximo de
excitacion a 494 nm (azul) y de emisioén a 521 nm (verde). El CEDA-SE es muy permeable a la
membrana plasmatica, por lo que entra y sale de la célula de forma pasiva y rapida. Una vez
dentro, las esterasas intracelulares eliminan los dos grupos acetato, convirtiéndolo en CFsE,
mucho menos permeable a la membrana (Figura 20). El radical succinimidilo tiene elevada
reactividad con los grupos amino y se puede unir a moléculas intracelulares, las cuales, por
un lado, pueden salir de la célula o ser degradadas o, por otro, pueden quedarse atrapadas
dentro de ella. Las que salen de la célula o se degradan son las responsables de una pérdida
de fluorescencia tras varios dias de marcaje, pero esta pérdida no impide un marcaje estable
de las células, gracias a las que permanecen.

En primer lugar, seleccionamos la poblacion de linfocitos de interés segin su tamafio
y granularidad (Figura 21A), y construimos un histograma de esas células para el detector de
fluorescencia verde. Si no ha existido proliferacién obtendremos un pico de elevada fluores-
cencia, ya que las células contienen la maxima cantidad de cEsE posible (Figura 21B). Si por
el contrario ha habido proliferacion, la primera generacion de células resultantes de la prime-
ra division, contendra la mitad de CFSE y, por lo tanto, la mitad de fluorescencia. Si éstas a su
vez se han divido, la segunda generacion contendra la mitad de fluorescencia que la primera
y la cuarta parte de las que no se han dividido y asi sucesivamente (Figura 21C). Para el caso
de la proliferacién de pBMcC (siguiente apartado), este analisis se realizé seleccionando las
subpoblaciones leucocitarias, gracias al marcaje con anticuerpos monoclonales especificos

para cada una de ellas, de forma similar al marcaje realizado para las asc en el apartado 3.8.
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Figura 20. Representacion esquemdtica de los distintos estadios en el marcaje con CFSE. El tamario de

las flechas es proporcional a la tasa de difusion de las moléculas a través de la membrana (modificado
de Parish, 1999).
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Figura 21. Detalle de la seleccion de poblaciones de linfocitos para el andlisis de proliferacion. A: Seleccion
de linfocitos por tamario y granularidad. B: Histograma de frecuencias de linfocitos en ausencia de
estimulo, donde se observa un tinico pico de fluorescencia. C: Histograma de frecuencias de linfocitos en
presencia de estimulo, donde se observan varios picos resultantes de las divisiones celulares. Cada pico
representa una generacion de células. En la parte superior se detalla el porcentaje de células totales que

han proliferado.
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3.11. ENSAYOS DE INHIBICION DE LA PROLIFERACION
LINFOCITARIA

3.11.1. EN COCULTIVOS DE LOS CLONES DE ASC Y DISTINTAS POBLACIONES

LEUCOCITARIAS

Por un lado, se realizaron cocultivos de Asc y PBMC (n>4) y, por otro lado, de asc
con distintas poblaciones de linfocitos T purificadas [cD3* (n=3), cD4* (n=4) y cD8* (n=8)].
Tanto las PBMC como las poblaciones linfocitarias purificadas, fueron marcadas previamen-
te con CFDA-SE. Para ello se resuspendieron las células en 1 mL de rRpMI', se les afladieron
0,5 pl de cFDA-SE 10 mM vy se incubaron 5 minutos a 37 °C. Tras el marcaje se lavaron tres
veces mediante centrifugacion, para eliminar el CFDA-SE excedente. Los cocultivos consis-
tieron en cultivar primero 10000 asc de cada clon en placas de 96 pocillos de fondo plano.
Posteriormente, se aftadieron 100000 pBMC 0 100000 células de las poblaciones linfocitarias
purificadas, procedentes de distintos individuos, con un ratio final 1:10 de Asc:pBmMc/pobla-
ciones purificadas. Se estimularon con PHA 10 ug/mL y se incubaron durante 5 dias a 37 °Cy
5% de CO, en medio rpm1*. También se utilizaron cultivos de las PBMC o de las poblaciones
linfocitarias purificadas, sin aAsc. Del mismo modo se analiz6 el valor de proliferacion de las
distintas condiciones de cultivo, sin mitégeno. Todas las condiciones de cultivo se realizaron
por duplicado. Las distintas poblaciones cultivadas fueron purificadas mediante los métodos
explicados en el apartado 3.3.

En el caso de los cocultivos con PBMC, se recuperaron las células tras 5 dias de cultivo,
se concentraron mediante centrifugacion a 107 células/mL y se traspasaron a varios tubos de
12x75 a razén de 100 L por tubo. Para el analisis de las pPBMC, se afiadié a cada tubo un pool
con anticuerpos monoclonales anti-cp3, anti-cp4, anti-cp8, anti-cp16 y anti-cp56 (eBios-
cience y BD Bioscience), para poder seleccionar y analizar posteriormente las distintas sub-
poblaciones linfocitarias. Posteriormente, las células se incubaron durante 30 minutos a 4 °C,

en oscuridad. Se lavaron dos veces con pBs para eliminar el exceso de anticuerpo y se proce-
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di¢ al analisis de la proliferacion y del fenotipo de membrana, mediante inmunofluorescencia
directa y citometria de flujo (EPICS-XL, Coulter). El analisis de los archivos resultantes se
realizé con el software Weasel (Frank Battye). Para el analisis de las poblaciones purificadas,
se procedioé de manera similar, pero sin realizar el marcaje previo a su procesamiento. Para el
caso de los linfocitos T cp8* purificados, también se realizaron cocultivos con los clones 1.10
y 3.5, en los que se analizé la expresion del antigeno de membrana cp11b mediante marcaje

con un anticuerpo especifico (Becton Dickinson) y citometria (EPICS-XL, Coulter)(n=4).

3.11.2. EN CULTIVOS DE ASC-DMEM*Y PBMC

El efecto inhibidor del secretoma de los distintos clones de asc sobre la proliferacion
de pBMC, se analizd realizando ensayos de proliferacion similares a los anteriores, pero sus-
tituyendo los clones por Asc-DMEM*. Los ensayos de proliferacion consistieron en sembrar
100000 pBMC, separadas mediante gradiente de centrifugacion y marcadas con CFDA-SE, en
placas de 96 pocillos de fondo plano, estimuladas con pHA (10 ug/mL). El volumen final de
cada pocillo fue de 200 uL. Dicho medio fue la combinacién de 100 uL de medio de cultivo
para células mononucleares y 100 uL de cada uno de los medios condicionados correspon-
dientes a cada clon. Como control, se utilizaron 100 pL de pMEM®. Pasados 5 dias, las células
se procesaron por citometria de flujo (EPICS-XL, Coulter) (n=9). El analisis informatico se

realiz6 de la misma forma que en el apartado anterior.

3.12. ANALISIS DE LA VARIACION EN LA EXPRESION DE FoxP3 Y
CD25 EN PBMC

3.12.1. EN COCULTIVOS DE LOS CLONES DE ASCY PBMC

En primer lugar, se realiz6 un nuevo cocultivo con los distintos clones de Asc y pBMC

(n=6), similar a los anteriores, con 100000 pBMC y 10000 Asc por pocillo, usando como es-
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timulo PHA 10 pug/mL. En este caso, pasadas 72 horas se recuperaron las pBMC cocultivadas
con los distintos clones de Asc. Se traspasaron a eppendorfs de 1,5 mL, se lavaron mediante
centrifugacion con PBS y se concentraron en 20 uL de PBS. A continuacién se incubaron du-
rante 30 minutos con un pool de anticuerpos monoclonales (anti-cp4-FITC y anti-CD25-PE-
cy5). El objetivo de este primer marcaje es poder seleccionar durante el analisis la poblacion
de linfocitos Th (cp4*) que expresen en su membrana el receptor para la 1L-2, denominado
cD25 o 1L-2R. Trascurrido ese tiempo, se lavaron de nuevo y se les afiadieron 100 uL de una
solucion fijadora/permeabilizadora (eBioscience). Tras 30 minutos, se lavaron nuevamente y
se incubaron otros 30 minutos con un anticuerpo anti-FoxP3-pPE (eBiosciece). Todas las in-
cubaciones se realizaron a 4°C. Posteriormente, se lavaron y se analizaron las células median-
te citometria de flujo (EPICS-XL, Coulter), de acuerdo con la Figura 22. Finalmente, se pro-

cesaron los archivos resultantes mediante el software para citometria Weasel (Frank Battye).

3.12.2. EN CULTIVOS DE PBMC CON ASC-DMEM*

Este ensayo se llevo a cabo con el objetivo de analizar en las pBmc, el efecto de los
factores solubles secretados por las Asc sobre la expresion de FoxP3. Para ello, se realizé un
cultivo de 100000 pBMC en un volumen de 100 puL de rRpMI* y se anadieron 100 puL de asc-
DMEM' de cada uno de los clones. A continuacién se estimularon o no con pHA 10 pg/mlL,
por duplicado. De nuevo, tras 72 horas de cultivo, se recuperaron las células y se analizaron

de forma similar al cocultivo anterior (n=7).

3.13. ANALISIS DEL EFECTO DE LOS CLONES DE ASC SOBRE LA
VIABILIDAD DE LAS PBMC

Para valorar el efecto de las asc sobre la supervivencia de las PBMC, se cocultivaron
100000 pBMC con 5000 células de los clones 1.10 0 3.5 (ratio Asc:PBMC 1:20), en placas de 96

pocillos de fondo plano, en un volumen final de 200 uL de RpmI". Se incubaron durante 6 dias
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Figura 22. Detalle de la seleccion de poblaciones de linfocitos para el andlisis de la variacion de la
expresion de FoxP3. A: Seleccion de linfocitos Th, positivos para cp4 (FLI). B: Seleccion de la poblacion
Th con expresion positiva para cp25 (FL4) y FoxP3 (FL2).

Y, pasado ese tiempo, se les irradi6 luz uv mediante un transiluminador durante 30 segundos.
Veinticuatro horas después se procesaron mediante citrometria de flujo. Para determinar la
mortalidad celular y previo a su procesamiento mediante citometria, las células se marcaron
con ioduro de propidio a una concentracion final de 10 pg/mL (n=6). El ioduro de propidio
es una molécula impermeable a la membrana de células viables, pero que penetra en las ne-
croticas, intercalandose en su acido desoxirribonucleico (pDNa, del inglés desoxiribonucleotic
acid). Una vez intercalado, emite fluorescencia roja (635 nm) tras ser estimulado con luz azul
(488 nm). Se utiliz6 la condicién sin uv como control de mortalidad basal. El andlisis infor-

matico se realizd mediante el software Weasel.

3.14. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La estadistica descriptiva, asi como la inferencia estadistica, se realiz6 mediante el
paquete de andlisis estadistico informatico GraphPad Prism (GraphPad). En todos los casos
se comprobd la normalidad de los resultados mediante el test Kolmogorov-Smirnov. Pos-
teriormente, se analizé si existian diferencias significativas entre las distintas condiciones
de cultivo mediante la prueba t de Student, para parejas de datos. Cuando los clones fueron

analizados entre ellos mismos, o entre ellos y la condicién control, se utilizo6 la prueba F del
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analisis de varianza (ANOvA, del inglés analysis of variance). El analisis post-hoc se realizé
siempre mediante el método de la minima diferencia significativa (LsD, del inglés least signi-

ficant difference) de Fisher.
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RESULTADOS

4.1. FENOTIPO DE MEMBRANA DE LAS ASC

Los clones analizados no expresaron en ninguin caso las moléculas de linaje he-
matopoyético cp34 y cp45 (datos no mostrados). Sin embargo, entre el 85 y el 98% de
las células, segun el clon, mostraron expresion de los antigenos de membrana cp44,
¢cDp73,cp90 y cp105 (Figura 23).

Aunque en ningun caso se observaron diferencias estadisticamente significativas en-
tre los distintos clones, ni en el porcentaje ni en la intensidad de expresion de los distintos
antigenos de membrana analizados por separado, se aprecian no obstante ciertas diferencias

que merece la pena mencionar.

Figura 23. Histogramas de frecuencia y porcentajes de expresion de los distintos antigenos de membrana
en los cinco clones de Asc. De arriba a abajo cp73, cp90, cp44 y cD105. En blanco se representa el control
negativo, y en color (® Clones 1.x ® Clones 3.x ), el marcaje positivo. Se muestra un ejemplo representativo.
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Asi por ejemplo, atendiendo al porcentaje de células que expresaban individualmente
los distintos antigenos de membrana en cada clon, sélo encontramos diferencias en el caso
concreto de los antigenos cp90 y cp105, donde el mayor porcentaje de expresion celular co-
rrespondio a los clones 3.10y 3.5.

Sin embargo, cuando analizamos el conjunto de los marcadores, con el objetivo de
identificar posibles combinaciones de varios de ellos que nos permitieran distinguir dife-
rentes patrones de expresion entre clones, pudimos observar tres fenotipos de expresion di-
ferentes (Tabla 1). En el caso de los clones 3.10y 3.5, el 90% de las células coexpresaban los
cuatro antigenos de membrana mencionados anteriormente, porcentaje que se reducia al
80% en el caso del clon 1.7, y que incluso bajaba hasta el 70% en el caso de los clones 1.10 y
1.22 (Figura 24).

Cuando nos fijamos en la intensidad de expresion de los distintos antigenos de mem-
brana, medida en intensidad mediana de fluorescencia (mFi, del inglés median fluorescence
intensity), lo que indica indirectamente la cantidad de antigeno por unidad de superficie de
membrana, se observa que los clones 1.10 y 1.22 expresaban en general menor cantidad de
antigenos que el resto de clones, correspondiendo los valores mas bajos de intensidad de los
cuatro marcadores, al clon 1.22. (Figura 25).

cDp90 fue el marcador menos abundante, independientemente del clon analizado. En
el caso del marcador cp105, el clon 3.5 fue el que mayor intensidad de expresién mostraba,
mientras que el clon 1.7 presentaba mayor intensidad de expresiéon para cp73 y cp44 que el

resto de clones. Estos resultados permiten hablar de nuevo de tres fenotipos de membrana

Tabla 1. Valores de p obtenidos mediante ANOVA (test LSD de Fisher) de las distintas comparaciones
interclonales para las medias de porcentajes de células con coexpresion de los marcadores cp44, cD73,
cDp90 y cp105 (n=3). El gradiente de naranja a amarillo es proporcional al p-valor.

1.10 1.22 1.7 3.10 3.5
1.10

1.22 0,8229

1.7 0,2127 0,2965

3.10
3.5 0,8953

94




RESULTADOS

potenciales, en parte similares a los descritos anteriormente. Por un lado estarian los clones
1.10y 1.22, que en conjunto presentarian la menor cantidad de antigenos. Por otro lado esta-
rian los clones 3.10y 3.5, con mayores cantidades de alguno de los cuatro antigenos analiza-
dos y, finalmente el clon 1.7, que en términos generales podriamos definir como un fenotipo

intermedio entre los otros dos.
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Figura 24. Porcentaje de células con coexpresion de los marcadores cp44, cp73, cp90 y cp105 en los
distintos clones de asc (n=3). Los resultados se expresan como media (SD, del inglés standard deviation).
Valores de p obtenidos mediante ANOVA (test LsD de Fisher). Medias que contengan letras iguales no son
significativas entre si (p<0,05). ® Clones 1.x ® Clones 3.X.
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Figura 25. Intensidad mediana de fluorescencia (MFr) de los antigenos analizados en los distintos clones.
Se muestra un experimento representativo. ® Clones 1.x ® Clones 3.X.
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4.2. ANALISIS DEL PERFIL DE CITOCINAS Th1/Th2

En experimentos preliminares, observamos que todos los clones de Asc secretaban
en mayor o menor medida 1L-6 e 1L-8 de manera constitutiva, mientras que otras citocinas
solo se detectaban cuando los clones eran sometidos a estimulos como Lps o Pma+I0; de
los dos estimulos mencionados, el Lps resulto ser el éptimo. Por otro lado, se observé que
la estimulacion no afectaba significativamente a la sintesis de 1L-6 e 1L-8. Del mismo modo,
también comprobamos que los niveles de las diferentes citocinas no variaban en funcién de
que el estimulo se afiadiese inmediatamente tras la tripsinizacion, o al cabo de 3-4 dias de
cultivo, una vez las Asc ya se habian adherido al plastico (datos no mostrados).

Por todo lo anterior, se decidi6 analizar la cinética de produccion de las citocinas del
estudio inmediatamente tras la tripsinizacion de las células, sin estimulo en el caso de la 1.-6

e IL-8, y con LPs (0,2 pg/mL) para el resto de citocinas (ver apartado de Material y Métodos).

4.2.1. CINETICA DE CITOCINAS IL-6 E IL-8 SIN ESTIMULO

e 1L-6. Los cinco clones de asc produjeron grandes cantidades de 1L-6, con unas concen-
traciones finales que se encontraban entre los 20 y los 35 ng/mL. Salvo en el caso de
los clones 1.7 y 3.10, que alcanzaron su mayor nivel de secrecion al final del cultivo (96
horas), con una tendencia a seguir creciendo, el resto de clones alcanzaron un pico a las
48-72 horas de cultivo. Los clones 3.10 y 1.22 presentaron una cinética mas rapida que
el resto, alcanzando casi valores maximos de 1L-6 en las primeras 2-4 horas de cultivo. El
clon 3.5 es el que produjo la mayor cantidad de 1L.-6 entre las 24 y las 72 horas, el clon 1.7
el que finalmente alcanzé mayores niveles de 1L-6 al final del cultivo, y el clon 1.22 el que

alcanzé niveles mas bajos (Figura 26A).
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Concentracion IL-6 (ng/mL)

IL-8. En el caso de la 1L-8, pudimos observar que los cinco clones de asc sintetizaban
cantidades moderadas de dicha citocina, aunque con unas concentraciones finales nada
despreciables, comprendidas entre 2,5y 3,5 ng/mL. Se pueden distinguir claramente dos
grupos de clones, en funciéon del comportamiento de la secrecion de esta citocina. En
primer lugar, los clones 1.10 y 3.5, que presentaron una cinética mas lenta que el resto.
Por otro lado, los clones 1.22, 1.7 y 3.10, con una cinética mucho mas rapida, y que al-
canzaron el valor de 1-1,5 ng/mL en apenas 2-4 horas de cultivo, frente a los anteriores
clones que necesitaron 48-72h para alcanzar dicha concentracion. Con la excepcion del
clon 1.22, el resto de clones presentaron una clara tendencia lineal a seguir aumentando
su concentracion pasadas 96 horas de cultivo. De nuevo, fue el clon 1.7 el que alcanzé

mayores niveles de citocina al final del cultivo, y el clon 1.22 el que produjo los niveles

mas bajos (Figura 26B).
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Figura 26. A: Cinética de produccion de 1L-6. B: Cinética de produccion de 1L-8 . Resultados expresados
como media (SD) (n=3). ® Clones 1.x ™ Clones 3.x

4.2.2. CINETICA DE CITOCINAS Th1/Th2 TRAS ESTIMULACION

Las citocinas analizadas dentro de este apartado, aunque no mostraron un compor-

tamiento lineal o logaritmico en cuanto a su cinética de secrecion, si mostraron sin embargo

concentraciones importantes en determinados puntos de la cinética.
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Citocinas Th1

98

IL-1f. Los clones 3.10 y 3.5 fueron, con diferencia, los que mayor cantidad de citocina
produjeron, con un valor maximo a las 24h de cultivo, en torno a los 400-500 pg/mL. En
segundo lugar el clon 1.10, que secretd unas cantidades moderadas (100-120 pg/mL), con
un maximo a las 48h. Los clones 1.22 y 1.7 apenas produjeron I1L-1f, con valores maxi-

mos entre las 4 y las 6 horas de cultivo (Figuras 27A y 29).

TNE-f. Todos los clones produjeron niveles bajos-moderados (50-100 pg/mL), si bien
fue el clon 1.22 el que produjo mayores niveles. Curiosamente, los clones 1.x mostraron
un pico maximo de secrecion en apenas 12 horas de cultivo, mientras que los clones 3.x

alcanzaron su maxima concentracion a las 48 horas (Figuras 275 y 29).

IL-2. Todos los clones produjeron cantidades bajas-moderadas de esta citocina
(50-200 pg/mL), si bien fue de nuevo el clon 1.22 el que produjo mayores niveles. Al
igual que en el caso del TNF-J3, los clones 1.x mostraron una cinética mas rapida, con un
pico maximo en sdlo 4-8 horas de cultivo, mientras que el clon 3.5 alcanzé su maximo
entre las 12 y 24 horas. Por otro lado, el clon 3.10, aunque al principio del cultivo apenas
secretd IL-2, dicha citocina comenz6 a incrementar sus niveles a las 12 horas y continud
aumentando hasta las 72, momento en el que alcanzé su maxima concentracion (en tor-

no a 100 pg/mL) (Figuras 27C y 29).

TNF-a. Tan sélo los clones 1.22 y 1.10 secretaron TNF-0 y, ademas, a niveles muy bajos, en

torno a los 10 pg/ml (Figuras 27D y 29).

IFN-y. De nuevo, sélo el clon 1.22 fue capaz de producirlo, y ademas puntualmente (a las 4

horas de cultivo) y a concentraciones muy bajas (en torno a 25 pg/mL) (Figuras 27E vy 29).

IL-12. Ninguno de los clones produjo 1L-12 a lo largo del cultivo.
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Figura 27. Cinética (0, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas) de produccion de citocinas Thl para los cinco
clones analizados, tras estimulacion con LPs 0,2 ug/mL. Resultados expresados como media (SD) (n=3).
A:1L-1B. B: TNF-P. C: IL-2 TNF-a. D: . E: IFN-Y. ® Clones 1.x ™ Clones 3.xX
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Citocinas Th2

e 1L-4. Todos los clones produjeron cantidades bajas-moderadas de dicha citocina, si bien
fueron los clones 1.x los que en general alcanzaron los mayores niveles y los que de nuevo
mostraron una mayor velocidad de secrecidn, alcanzando un pico en las primeras 4-8
horas de cultivo. Los clones 3.x tardaron sin embargo entre 12 y 24 horas en alcanzar sus

maximas concentraciones (Figuras 28A y 29).

e 1L-5. Aligual que ocurrid con la 1L-2 y el TNF-, fue el clon 1.22 el que produjo los niveles
mas altos de 1L-5. Salvo el clon 3.5, que apenas la secreto, el resto de clones secretaron
concentraciones bajas-moderadas de dicha citocina. Los valores maximos fueron obser-
vados a las 4-8 horas de cultivo para los clones 1.7 y 1.22, mientras que para el 1.10 y el

3.10 el maximo se obtuvo entre las 24 y 48 horas (Figuras 28B y 29).

e 1L-10. Ninguno de los clones produjo 1L-10 a lo largo del cultivo.

4.3. CUANTIFICACION DE CITOCINAS EN SOBRENADANTES
DE COCULTIVOS ASC-PBMC

Citocinas Th1/Th17

e 1L-1f. En condiciones de ausencia de estimulo, la adicion de los diferentes clones de Asc
al medio de cultivo, produjo un aumento en los niveles de esta citocina; este aumento fue
estadisticamente significativo' para todos los clones, sin detectar diferencias significativas
entre clones salvo para la pareja 1.22 y 1.7. La estimulacion con pHA produjo en todos los
casos un aumento de esta citocina. Aqui si se aprecian diferencias entre clones. De hecho,

los cocultivos con los clones 1.7 y 3.10 aumentaron significativamente la concentracion

1. Para la concentracion de las citocinas en cocultivos, todos los valores de p correspondientes a las comparaciones entre las disintas
condiciones se reflejan en la Tabla 2.
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Figura 28. Cinética (0, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas) de produccion de citocinas Th2 para los cinco clones
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de esta citocina en el sobrenadante, respecto del resto de clones y de la condicion de au-
sencia de Asc, mientras que el resto no modificaron sustancialmente su concentracion

respecto a la condicion de ausencia de ascs (Figura 30A).

e 1L-2. Esta citocina proinflamatoria presenté un comportamiento variable. Su expresién
no se produjo, o bien lo hizo a niveles muy bajos (cercanos a los 50 pg/mL). Aunque no
se encontraron diferencias significativas entre las distintas condiciones de cultivo ni entre
clones, se pudo observar sin embargo que, en presencia de clones en el cultivo, general-
mente hubo una menor producciéon de dicha citocina respecto a la condicién de pBMC
solas, tanto en ausencia como en presencia de estimulo. Incluso hubo ausencia total de la
misma en el caso de los clones 1.10, 1.7 y 3.5 (en ausencia de estimulo) o el 3.5 y el 3.10

(en presencia de estimulo) (Figura 30B).

e 1L-12p70. Esta citocina proinflamatoria sélo se detectdé en presencia del clon 1.7 con
estimulo PHA y, ademas, a una concentraciéon muy baja (unos 40 pg/mL) (Datos no mos-

trados).

e 1L-17A. En ausencia de estimulo, no se detectd presencia de esta citocina en ninguna de
las condiciones de cultivo. Sin embargo, en presencia de PHA si se detectaron niveles mo-
derados de 1.-17 en los sobrenadantes de las PBMC solas. Esta cantidad se duplico en pre-
sencia de las Asc, salvo en el caso del clon 1.10, que mostr6é un comportamiento contrario
al resto de clones, al observarse una disminucién muy significativa de la concentracién

de dicha citocina respecto a la observada en presencia del resto de clones. (Figura 30C).

e 1L-22. En ausencia de estimulo, s6lo se detectaron niveles medibles de 1.-22 en presencia
del clon 1.10, en cantidades muy pequefias (proximas a los 50 pg/mL). Sin embargo, en

presencia de PHA si se detectaron niveles bajos-moderados de esta citocina en los sobre-
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nadantes de las PBMC solas (en torno a los 150 pg/mL). Esta cantidad parece disminuir en
mayor o menor grado segun el clon de asc presente en el medio de cultivo, e incluso llega
a ser indetectable en el caso de los clones 1.10 y 3.5, encontrando unicamente diferencias

significativas entre ambos clones y el clon 3.10 (Figura 30D).

e TNF-a. Cuando las pBMcC fueron estimuladas con mitégeno, en ausencia de Asc, esta ci-
tocina aument6 de manera importante en el medio de cultivo. Todos los clones de asc
provocaron un descenso muy marcado de esta citocina, tanto en condiciones de ausencia
como de presencia de mitdgeno, siendo el clon 1.7 el que mostré menor capacidad para
disminuir los niveles de esta citocina y el inico que en presencia de estimulo presentd

diferencias significativas con el resto de clones (Figura 30E).

e IFN-y. En ausencia de Asc, esta citocina aument6 de manera importante tras afladir PHA
al cultivo. Sin embargo, este aumento se vié practicamente abolido en presencia de los
clones 1.10, 1.22 y 3.5, que ademads mostraron diferencias significativas con el clon 1.7 y
3.10, que parecieron no tener efecto sobre la sintesis y secrecién de 1eN-y. Curiosamente,
estos dos ultimos clones fueron capaces de promover la produccién de esta citocina en

ausencia de estimulo (Figura 30F).

Citocinas Th2

e 1L-4. Los niveles de dicha citocina fueron practicamente indetectables en las dife-
rentes condiciones de cultivo, alcanzando valores maximos de 20 pg/mL. En au-
sencia de estimulo y sélo en presencia del clon 3.10, se pudo apreciar un ligero in-
cremento en los niveles de dicha citocina vs. las PBMC solas, que no alcanzé valores

significativos (Figura 31A).
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Figura 30. Concentraciones de citocinas Th1/Th17 en sobrenadantes de cocultivos ASc:PBMC, a un
ratio 1:10. A: 1L-1f. B: 1L-2. C: 1L-17A. D:1L-22. E: TNF-a. F: IFN-y. Resultados expresados en box-plots
(media; mdximo a minimo). (n=3) ® Control (ausencia de estimulo). ® pHA 10 ug/mL. Valores de p
obtenidos mediante ANOVA (test LsD de Fisher) (véase Tabla 2). Medias que contengan letras iguales no
son significativas entre si (p<0,05).

e 1L-5. Enausencia de estimulo no se detect6 en ningtin caso la presencia de esta citoci-
na. Sin embargo, la estimulacion de las PBMC con PHA provocé en todos los casos un

aumento en los niveles de la misma, de en torno a los 300 pg/mL, que fue significati-
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vamente menor en las condiciones de cultivo que contenian a los diferentes clones de
Asc vs. PBMC solas. S6lo se encontraron diferencias significativas entre los clones 1.10
y 3.10 que provocaron respectivamente la mayor y la menor reduccién en los niveles

de citocina del medio (Figura 31B).

IL-9. Esta citocina solo se detect6 en presencia del mitdgeno PHA y no para todas las
condiciones de cultivo, alcanzando niveles maximos de alrededor de 500 pg/mL. La
presencia de los clones de asc disminuy6 en todos los casos los niveles de citocina,
siendo el clon 1.7, seguido del 3.10, los que presentaron menor capacidad para redu-
cir los niveles de la misma; al contrario que los clones 1.10y 3.5, que fueron capaces
de anular por completo su sintesis. Las diferencias entre clones aparecen detalladas

en la Tabla 2 (Figura 31C).

1L-10. En ausencia de estimulo, aunque el analisis estadistico no llega a marcar dife-
rencias significativas entre la ausencia y la presencia de los distintos clones de asc, se
observa una clara tendencia a un aumento de esta citocina cuando las PBMC son co-
cultivadas con Asc. La estimulacién con PHA produjo en todos los casos un aumento
de esta citocina, que fue menor en las condiciones de cultivo que contenian Asc, salvo
en el caso del clon 1.7, llegando esta diferencia a alcanzar valores muy significativos

en el caso de los clones 1.10y 3.10. (Figura 31D).

1L-13. En ausencia de estimulo, esta citocina solo se detectd en presencia del clon
1.10, y a niveles muy bajos. Al estimular con PHA, dicha citocina aumento considera-
blemente en ausencia de Asc y, en menor grado, en presencia de los clones, llegando
incluso a no producirse en el caso de los cultivos que contenian los clones 1.10y 3.5,
que mostraron diferencias significativas con el clon 3.10. Sin embargo, estas diferen-

cias fueron significativas para todos los clones vs. las pPBMC solas. (Figura 31E).
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Figura 31. Concentraciones de citocinas Th2 en sobrenadantes de cocultivos ASC:PBMC, a un ratio
1:10 A: 11-4. B: 1L-5. C: 1L-9. D: 1L-10. E: 1L-13. Resultados expresados en box-plots (media; mdximo a
minimo) (n=3). ® Control (ausencia de estimulo). ® pHA 10 ug/mL. Valores de p obtenidos mediante
ANOVA (test LSD de Fisher) (véase Tabla 2). Medias que contengan letras iguales no son significativas
entre si (p<0,05).
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Tabla 2. Valores de p obtenidos mediante ANOVA (test LsD de Fisher), de las distintas comparaciones entre
los valores medios de citocinas, tanto para la condicion control (parte superior) como para la condicion con
estimulo PHA (parte inferior) (n=3). Con sombreado naranja, p-valores significativos (p<0,05). *1L-12p70

-1 12 1-12* w-17A  1-22 TNF-a  IL-6 IFN-y  IL-4  1L-5 -9 1-10 1r-13

CONTROL
Sin asc vs. Clon 1.10 0,3699 >0,9999 >0,9999  0,6081 09947  0,3929 >0,9999 09804 0,3083 0,8988
Sin asc vs. Clon 1.22 0,9440 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,9947 >0,9999 >0,9999 09804 0,2461 >0,9999
Sin asc vs. Clon 1.7 0,3699 >0,9999 >0,9999 >0,9999 09424 0,3929 >0,9999 09804 0,2400 >0,9999
Sin asc vs. Clon 3.10 0,6827 >0,9999  0,9732 >0,9999 09234 0,3925 >0,9999 09804 03124 >0,9999
Sin asc vs. Clon 3.5 0,3699 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,9947  0,3929 >0,9999 0,9804 0,2093 >0,9999

Clon 1.10 vs. Clon 1.22 0,1991  0,3359 >0,9999 >0,9999 0,6081 0,8425 0,2422 >0,9999 0,3929 >0,9999 >0,9999 08771 0,8988
Clon 1.10 vs. Clon 1.7 0,3853 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,6081 0,6906 0,2746 0,9371 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,8639 0,8988
Clon 1.10 vs. Clon 3.10 0,6299  0,6157 >0,9999 09732 0,6081 09155 0,7095 09181 0,1043 >0,9999 >0,9999 0,9926 0,8988
Clon 1.10 vs. Clon 3.5 0,6231 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,6081 0,8041 0,2538 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,7937 0,8988
Clon 1.22 vs. Clon 1.7 - 0,3359 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,5531 0,9321 0,9371 0,3929 >0,9999 >0,9999 09866 >0,9999

Clon 1.22 vs. Clon 3.10 0,0907  0,6327 >0,9999 09732 >0,9999 0,7609 0,4100 09181 0,3925 >0,9999 >0,9999 0,8698 >0,9999

Clon 1.22 vs. Clon 3.5 0,4058  0,3359 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,9605 0,9748 >0,9999 0,3929 >0,9999 >0,9999 09146 >0,9999

Clon 1.7 Vs. Clon 3.10 0,6899  0,6157 >0,9999 09732 >0,9999 0,7696 04577 0,9809 0,1043 >0,9999 >0,9999 0,8566 >0,9999

Clon 1.7 Vs. Clon 3.5 0,1875 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 05214 09573 09371 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,9280 >0,9999

Clon 3.10 Vs. Clon 3.5 0,3390  0,6157 >0,9999 09732 >0,9999 0,7238 04273 09181 0,1043 >0,9999 >0,9999 0,7866 >0,9999
PHA

Sin Asc vs. Clon 1.10 00849 0,7921 >09999 0,1015

Sin asc vs. Clon 1.22 0,8468 0,7921 >0,9999

Sin Asc vs. Clon 1.7 0,8746

Sin asc vs. Clon 3.10 04138 >09999  0,1462

Sin asc vs. Clon 3.5 06018 04138

Clon 1.10 vs. Clon 1.22 0,0610 >0,9999 0,7205 0,7907  0,8771 >0,9999 0,1081 0,6224 0,1620 0,2146

Clon 1.10 vs. Clon 1.7 09155 0,2584 0,7343 0,9999

Clon 1.10 vs. Clon 3.10

0,5735

0,2095  0,7150 >0,9999 0,4077

>0,9999 0,6147 0,5930 0,7645 >0,9999 04577 09430 0,1628 >0,9999

0,9406 >0,9999 0,8471- 0,0607  0,8834

Clon 1.10 vs. Clon 3.5 0,199  0,5735

Clon 1.22 vs. Clon 1.7 09155 0,7943

o

0,5735 >0,9999 0,0828 0,0704 0,3151  0,9200 >0,9999 0,3839 05348 0,5331 0,2586

Clon 1.22 vs. Clon 3.10

Clon 1.22 vs. Clon 3.5 04780  0,5735 >0,9999 04785 0,7205 0,4405 0,7856 0,8844 >0,9999 03445 0,6729 0,9977 0,2146

Clon 1.7 vs. Clon 3.10 08066  0,5055 0,1281 0,9793 50,9999 04923  0,0933 0,3196

0,5055 0,3390 0,8431 >0,9999  0,2615 0,0604 0,1708

0,8634 >0,9999  0,0862  0,3065 0,5350-

Clon 1.7 vs. Clon 3.5

Clon 3.10 vs. Clon 3.5 50,9999 >0,9999 0,0924
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4.4. ENSAYOS DE PROLIFERACION LINFOCITARIA

En este apartado se reflejan los resultados derivados de los distintos ensayos de pro-
liferacion linfocitaria. El estimulo utilizado fue siempre pPHA (10 pg/mL), que tal y como era
de esperar promovié la proliferacién linfocitaria en todos los ensayos. El rendimiento de la
purificacion de poblaciones linfocitarias estuvo siempre en torno al 90-95%. Debido a que el
grado de proliferacion era distinto para cada una de las muestras de PBMC, y de las subpobla-
ciones purificadas, los datos se homogeneizaron para mostrar los resultados en términos de

tasa de cambio de proliferacién, mediante la siguiente férmula:

% Pr L* (con o sin ASC)- % Pr L (con o sin ASC)
% Pr L* sin ASC)- % Pr L sin ASC)

Tasa de cambio = : 100

Pr: proliferacion; L*: linfocitos + pHA; L: linfocitos

Debido al elevado niimero de comparaciones resultante de las multiples condiciones
de cultivo, los valores de p para las comparaciones entre las condiciones sin presencia de Asc
(pBMc/poblaciones purificadas) y los diferentes clones, asi como las comparaciones de los

diferentes clones entre si, se detallan en las Tablas 3 y 4.

4.4.1. EFECTO DE LAS ASC SOBRE PBMC

Las pBMC sin estimular no mostraron signos de proliferacion, independientemente
de la presencia o no de los distintos clones de Asc en el cultivo. La estimulacién provoco
proliferacion celular en todos los casos, siendo la condicién de pBMC sin Asc la que mayor
proliferacion mostraba y para todas las subpoblaciones linfocitarias estudiadas.

La presencia de las Asc en cocultivo, siempre redujo significativamente la prolifera-
cion respecto de las PBMC solas. Dicha reduccion no fue, sin embargo, idéntica para todos los

clones ni para todas las subpoblaciones linfocitarias. Pudimos distinguir dos comportamien-
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tos sobre la inhibicion de la proliferacion, relacionados en principio con las diferencias inte-
rindividuales de los donantes de asc. El conjunto de los clones 1 produjo una inhibicién de la
proliferacion mucho mas intensa que el conjunto de los clones 3, tanto para linfocitos totales
(p=0,0044), como para linfocitos cp3* (p=0,00504), linfocitos cp4* (p=0,0254) y células Nk
(p=0,0121), sin mostrar diferencias en el caso de los linfocitos cp8* (p=0,349) (Figura 32A).

Analizando el comportamiento individual de los distintos clones sobre las distintas
poblaciones y subpoblaciones linfocitarias, si consideramos la inhibicién sobre el conjunto
de los linfocitos, los clones 1.22 y 1.7 fueron, con diferencia, mas inhibitorios que los clones
3.10 3.5. El clon 1.10 mostré un nivel de inhibicion intermedio (Figura 32B).

Analizando el conjunto de la poblacién de linfocitos T (cp3*), los clones 1.22 y 1.7
fueron de nuevo los mas inhibitorios, mostrando valores cercanos a la significaciéon con res-
pecto al clon 3.10, el menos inhibitorio de todos (Figura 32C).

En el caso de los linfocitos T cp8* (Figura 32D) el clon 1.7 fue el mas inhibitorio. Para
las células Nk (Figura 32F) lo fue el clon 1.22 y para los cp4* el 1.10, aunque de nuevo el clon
1.7 present6 un alto nivel de inhibicion de la proliferacion de ambas poblaciones.

Analizando el efecto global de los clones de asc sobre la inhibicién de la prolifera-
cién de todas las poblaciones celulares, se pueden distinguir tres tendencias. Por un lado,
los clones 1.10, 1.22 y 1.7 presentan un comportamiento similar, con una alta inhibicién de
la proliferacién, siendo el 1.7 el mas inhibidor de los tres. Por otro lado el clon 3.10 fue, sin
duda, el menos inhibidor. Finalmente, el clon 3.5 mostré un comportamiento «intermedio»

entre los dos anteriores.

4.4.2. EFECTO DE LAS ASC SOBRE LINFOCITOS CD3* PURIFICADOS

Los clones de Asc no provocaron proliferacion en los linfocitos T cp3*, en ausencia
de estimulo, y el analisis interindividual (1.x vs. 3.X) no mostr¢ diferencias entre los grupos
de clones. En presencia de estimulo, los clones provocaron una fuerte inhibicion de la proli-

feracion, siendo el 1.10 y el 3.5 los mas inhibidores. En el analisis interclonal, se observaron
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Figura 32. Proliferacion de las distintas poblaciones linfocitarias en cocultivos de pBMC estimulados
con PHA 10 ug/mL, en presencia o ausencia de los distintos clones de Asc. Ratio asc:pBmc 1:10.
Resultados expresados como media (SD). A: 1.x vs 3.X. B: PBMC totales. C: linfocitos cp3* D: linfocitos
cp4*. E: linfocitos T cp8*. F: células Nk. ® No asc. ® Clones 1.x. ® Clones 3.x. Para A: *=(p<0,05),
*=(p<0,01),***=(p<0,001). Para el resto de grdficas, vlores de p obtenidos mediante ANOVA (test LSD
de Fisher) (véase Tabla 3). Medias que contengan letras iguales no son significativas entre si (p<0,05).
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Tabla 3. Valores de p para las comparaciones interclonales de los cocultivos de PBMC con los distintos
clones, para las subpoblaciones indicadas, en condiciones de presencia de estimulo PHA 10 ug/mL.Con
sombreado naranja, p-valores significativos (p<0,05).

Comparacion PBMC totales cp3* T cp4* T cp8* células Nk

1.10 Vs, 1.22 0,2450 0,5658 0,7999 0,5220 0,1370
1.10 vs. 1.7 0,2688 0,5792 0,6083 0,5772 0,4187
1.10 ¥5. 3.10 0,1355 0,3783 _
1.10 VS. 3.5 “ 0,1818 0,7699 0,3212
1.22 Vs, 1.7 0,8424 0,7733 0,9521 0,6761 0,9022
1.22 vs. 3.10

1.22 5. 3.5 0,3824 0,7399 0,1252
1.7 V5. 3.10 0,1235 0,2479 _
1.7 V5. 3.5 0,0735 0,3515 0,6518 0,0909
3.10¥5. 3.5 0,2368 0,3816 _

ligeras diferencias significativas entre los clones 1.10y 3.10; y 3.5y 3.10 (Figura 33A). En el
analisis de datos pareados, aunque con una n menor (n=3), el patron de inhibicion fue idén-
tico pero la inferencia estadistica permitié ademas identificar al clon 1.22 como significativa-

mente distinto de los clones 1.10y 3.5 (Figura 33B).

1.2 4 A 1.2 B
a a
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25 25 bd C
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0.2 A 0.2
0.0 T T T T T T T T T T T T
No ASC 1.10 1.22 1.7 3.10 35 No ASC 1.10 1.22 1.7 3.10 3.5

Figura 33. Proliferacion linfocitaria en cocultivos de linfocitos cp3* purificados, estimulados con PHA 10
pg/mL, en presencia o ausencia de los distintos clones de Asc. Ratio Asc:pBMc 1:10. Resultados expresados
como media (SD). A: Datos globales ® No asc (n=14) ® Clon 1.10 (n=13). ® Clon 1.22 (n=3). ® Clon
3.10 (n=11). ® Clon 3.5 (n=12). B: Datos pareados (n=3). Valores de p obtenidos mediante ANOVA (test
LSD de Fisher) (véase Tabla 4). Medias que contengan letras iguales no son significativas entre si (p<0,05).
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4.4.3. EFECTO DE LAS ASC SOBRE LINFOCITOS CD4* PURIFICADOS

Aunque individualmente no hubieron diferencias significativas entre cada clon por
separado y la poblacién purificada de linfocitos cp4”, en ausencia de estimulo (Figura 34A),
al analizar conjuntamente el efecto de todos los clones si observamos un aumento signifi-
cativo (p<0,0001) de la proliferacion linfocitaria (datos no mostrados), justo al contrario
de lo que pudimos observar en el caso de los linfocitos cp3* purificados y de las pBMc. En
presencia de estimulo, los cocultivos si que mostraron una disminucién significativa de la
proliferacion, similar a la descrita para los linfocitos cp3*y pBMC, siendo el clon 1.7 el menos
inhibidor y el 1.10 el mds inhibidor. Por otro lado, tampoco se detectaron diferencias entre
grupos de clones a nivel interindividual. Finalmente, el analisis interclonal mostr6 diferen-
cias significativas del clon 1.7 con los clones 1.10 y 1.22, Al igual que en el caso anterior,

también se encontraron diferencias entre los clones 1.10y 3.10 (Figura 34B).
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Figura 34. Proliferacion linfocitaria en cocultivos de linfocitos cp4* purificados, en presencia o ausencia
de los distintos clones de Asc. Ratio asc:pBmc 1:10. Resultados expresados como media (SD). A:
Control sin estimulo. B: PHA 10 pg/mL ® No asc ® Clones 1.x. ® Clones 3.x. Valores de p obtenidos
mediante ANOVA (test LSD de Fisher) (véase Tabla 4) (n=4). Medias que contengan letras iguales no son
significativas entre si (p<0,05).

4.4.4. EFECTO DE LAS ASC SOBRE LINFOCITOS T CD8* PURIFICADOS

Al igual que en el caso de los linfocitos cp4* purificados, la presencia de Asc en el
cocultivo con linfocitos cp8* purificados sin estimular, también provocé un aumento signi-

ficativo en la proliferacion de éstos (p< 0,0001). La comparacion individual mostré diferen-
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cias con los clones 1.10 (p=0,0026), 1.22 (p=0,0459), 1.7 (p=0,0181), 3.10 (p=0,0045) y 3.5
(p=0,0042) (Figura 35A). Sin embargo no se obtuvieron diferencias interindividuales (1.x vs.
3.X). En el analisis interclonal tampoco se llegaron a obtener diferencias significativas, pero
si valores cercanos a la significacion estadistica para las parejas de clones 1.10 vs. 1.7, 1.10 vs.
3.10, 1.7 ¥s. 3.5y 3.10 vs. 3.5. Al contrario de lo analizado en las anteriores poblaciones y sub-
poblaciones de PBMC, en presencia del estimulo PHA, la proliferacion de los linfocitos cp8*
purificados aumentd significativamente (p=0,0001). Individualmente, las diferencias con los
distintos clones mostraron distintos grados de significacion para los clones 1.10 (p=0,0304),
1.22 (p=0,0339), 1.7 (p=0,0105), 3.10 (p=0,0062) y 3.5 (p=0,0241). En cuanto a las diferencias
interindividuales (1.x vs. 3.X), no se detectaron diferencias entre ambos grupos de clones.
Por ultimo, en el analisis interclonal encontramos de nuevo diferencias significativas entre
clones, destacando el clon 3.10 que mostr6 un mayor nivel de proliferacion estadisticamente
significativo que el resto de clones. El clon 1.7 también mostré diferencias con los clones 1.10
Yy 3.5, provocando un nivel de proliferacion intermedio (Figura 35B).

Si observamos la Figura 36, podemos comprobar que el estimulo PHA provocé un au-
mento en el tamafio de parte de los linfocitos cp8* purificados, que podria estar relacionado
con una respuesta parcial al estimulo, que no resultara suficiente para traducirse en una pro-
liferacion efectiva. Sin embargo, en presencia de las Asc si que observamos un incremento

claro en la proliferacion de dicha poblacion.
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Figura 35. Proliferacion linfocitaria en cocultivos de linfocitos cp8* purificados, en presencia o ausencia
de los distintos clones de asc. Ratio Asc:pBmc 1:10. Resultados expresados como media (SD). A:
Control sin estimulo. B: PHA 10 pg/mL ® No asc ® Clones 1.x. ® Clones 3.x. Valores de p obtenidos
mediante ANOVA (test LSD de Fisher) (véase Tabla 4) (n=8). Medias que contengan letras iguales no son
significativas entre si (p<0,05).
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Figura 36. Histogramas 3D del andlisis de los cocultivos de Asc y linfocitos cp8*, mostrando la
proliferacion frente al tamario celular. La altura del histograma es proporcional al niimero de células.
En la parte superior, sin estimulo y con ASC; parte izquierda, sin estimulo y sin ASC; parte derecha, con
estimulo y con ASC; parte inferior con estimulo y con Asc. Se muestra un ejemplo representativo.

4.4.5. ANALISIS DE LA EXPRESION DEL ANTIGENO CD11b EN
COCULTIVOS DE ASC Y LINFOCITOS CD8 PURIFICADOS

El fenotipo resultante del analisis fue un perfil cp11b™ mayoritario (Figura 37). Este
resultado fue consistente en todos los cocultivos realizados (p=0,0538) (datos no mostra-
dos). Analizando las diferencias individuales respecto al control sin Asc, en cuanto a la tasa
de cambio de expresion de cpl1b, se observd un aumento en el porcentaje de la poblacion
cp8*cpllb (Figura 38). Aunque sin llegar a alcanzar diferencias significativas, probable-
mente debido al tamafo de la muestra analizada, los valores de p si que mostraron, al menos,
unos valores cercanos a la significacion para la comparacion entre la ausencia y la presencia

de asc (Sin Asc vs 1.10 (p=0,1054); sin Asc vs 3.5 (p=0,1371) y 1.10 vs 3.5 (p=0,3867).
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Figura 37. Diagrama de puntos de las distintas condiciones de cultivo para el andlisis de la expresion
del antigeno de superficie cp11b en linfocitos cp8* purificados. Ratio Asc:pBMC 1:10. En abcisas, CFSE.
En ordenadas, expresion de cp11b. Fila superior, control. Fila inferior, estimulado con pHA 10 pg/mL.
Primera columna, sin Asc. Segunda columna, Clon 1.10. Tercera columna, clon 3.5. Se muestran
porcentajes de células de un experimento representativo.

Tasa de cambio de
células CD11b
w
1

Sin ASC 1.10 35

Figura 38. Tasa de cambio en la expresion del antigeno de superficie cD11b en linfocitos cp8* purificados,
en presencia o ausencia de dos clones de Asc. Ratio Asc:PBMC 1:10. Resultados expresados como edia (SD).
® No asc ® Clon 1.10. ® Clon 3.5. Valores de p obtenidos mediante ANOVA (test LSD de Fisher) (n=4).

Tabla 4. Valores de p para las comparaciones interclonales de los cocultivos de clones con las distintas
poblaciones linfocitarias purificadas, en presencia o ausencia de estimulo PHA. Con sombreado naranja,
p-valores significativos (p<0,05).

Clomparasiin Tcp3*pHA T cp3' PHA T cp4t T cp4* T cp8* T cp8*
totales pareados control PHA control PHA

1.10 vs. 1.22 0,0856 [ 00231 0,2126 02721 0,2133 0,2488

1.10 vs. 1.7 0,1189 0,0668 0,4664 0,079

1.10 ¥s. 3.10 _ 0,1852 0,0773

1.10 V5. 3.5 0,8972 0,7253 0,0757 0,7223 0,2501 0,5255

1225, 1.7 0,4391 0,5684 0,1402 [0,0189] 0,2017 02113

1.2275. 3.10 0,8542 0,8912 0,1712 0,1082 0,4844 10,0046

12275 3.5 0,1034 G010 0,1259 0,8773 0,1505 0,3644

1.7 5. 3.10 0,3589 0,4816 0,9298 0,3324 0,1931

1775, 3.5 0,1607 0,1202 0,1767 0,0523

3.10 VS. 3.5 0,1653 0,2118 0,0704
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4.4.6. EFECTO DE LOS ASC-DMEM* SOBRE PBMC

En cuanto al efecto de los medios condicionados (Asc-DMEM*) sobre la proliferacion
de PBMC, en condiciones de ausencia de estimulo no hubo diferencias significativas entre los
distintos Asc-DMEM" y el medio control (pMEM). Tampoco se detectaron diferencias en el
analisis interindividual. Sin embargo, el analisis interclonal si mostro diferencias entre el clon
3.5 ylos clones 1.22 (p=0,0193) y 1.7 (p=0,0181) (datos no mostrados).

En presencia de estimulo, todos los medios condicionados disminuyeron ligeramente
la proliferacion linfocitaria respecto de la condicidn sin Asc-DMEM®, mostrando diferencias
significativas para los clones 1.10 (p=0,0198) y 1.22 (p<0,0001) (Figura 39). El analisis inter-
clonal también mostré diferencias entre clones (Tabla 5), destacando el clon 1.22, que mostrd

una gran reduccion de la proliferacion respecto a los otros clones (Figura 39).
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Figura 39. Proliferacion linfocitaria en cultivos de pBMC estimulados con PHA 10 ug/mL, en presencia
o0 ausencia de ASC-DMEM" de los distintos clones. Resultados expresados como media (SD). ® DMEM
ASC-DMEM" de los clones 1.x. ® asc-DMEM"* de los clones 3.x. Valores de p obtenidos mediante ANOVA
(test LsD de Fisher) (n=9). *=(p<0,05),**=(p<0,001).

Tabla 5. Valores estadisticamente significativos, resultantes del andlisis ANOVA para las comparaciones
interclonales de los cocultivos de ASC-DMEM+ y PBMC.

Comparacién ~ Valordep = Comparacién  Valordep  Comparacién  Valor de p
1.10 V5. 1.22 0,0002 1.22 V5. 1.7 0,0003 1.22 V5. 3.5 0,0007
1.10 VS. 3.5 0,0105 : 1.22 vs. 3.10 0,0010 : 1.7 vs. 3.5 0,0420
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4.5. ANALISIS DE LA VARIACION DE LOS VALORES DE FoxP3
Y CD EN PBMC COCULTIVADAS CON LOS CLONES DE ASC

Las Asc cocultivadas con pBMC, provocaron en todos los casos un aumento de la
expresion del factor de transcripcidn caracteristico de las células TREG (FoxP3) en linfocitos
cp4*, y del receptor para la 1L-2 (cp25) (Figura 40A), en linfocitos cp4*cp25* (Figura 40B).
En cuanto a las diferencias individuales con el control sin Asc, todos los clones aumentaron
significativamente la expresion de FoxP3 [1.10 (p=0,0247), 1.22 (p=0,0052), 1.7 (p=0,0095),
3.10 (p=0,0216) y 3.5 (p=0,0131)] (Figura 40A). Para el marcador cp25, el analisis estadistico
mostro diferencias significativas con todos los clones [1.22 (p=0,0057, 1.7 (p=0,0031), 3.10
(p=0,0063) y 3.5 (p=0,0182)], salvo con el clon 1.10, aunque el valor de p de este ultimo fue
de 0,0536 (Figura 40B).

Por otro lado, no se encontraron diferencias a nivel interindividual ni para FoxP3 ni
para cp25. Finalmente, en la comparacion interclonal se observaron numerosas diferencias,
tanto para FoxP3 como para cp25, destacando en ambos casos los clones 1.22 y 1.7, con unas
tasas de cambio superiores al resto. Los clones 1.10 y 3.5 fueron con diferencia los que menos
efecto tuvieron sobre la expresion de los marcadores, mientras que en presencia del clon 3.10

se observario unos valores intermedios entre los dos grupos anteriores (Figura 40 y Tabla 6).
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Figura 40. Tasa de cambio en la expresion dc los marcadores FoxP3 y cD25 en cocultivos de pBMC con
ASC. A: FoxP3. B: cp25. ® Sin Asc ® Clones 1.x ® Clones 3.x. Valores de p obtenidos mediante ANOVA
(test LSD de Fisher) (n=6). Medias que contengan letras iguales no son significativas entre si (p<0,05).
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Tabla 6. Valores resultantes del andlisis ANOVA para las comparaciones en cuanto a la expresion de los
marcadores FOXP3 y cD25 de cocultivos de PBMC y ASC. En negrita se muestran los valores significativos.

Comparacién ~ Valordep ~ Valordep | Comparacién = Valor de p Valor de p

1.10 vs. 1.22 0,0059 - 0,0096 | 1.22vs.3.10 0,1234 0,0562
1.10 V5. 1.7 0,0135 0,0266 | 1.22v5.3.5 0,0093 0,0128
1.10 V5. 3.10 0,0387 0,0704 | 1.7 vs.3.10 0,0386 0,0167
1.10 v5. 3.5 0,0055 - 0,0538 | 1.7vs.3.5 0,0310 0,0309
1.22 V5. 1.7 0,6130 0.8382| 3.10¥s.3.5 0,1318 0,1064

4.6. ANALISIS DEL EFECTO DEL ASC-DMEM* SOBRE LA
EXPRESION DE FoxP3 Y CD25 EN PBMC

En cuanto al efecto de los secretomas procedentes de los distintos clones de asc sobre
la expresion de los mismos marcadores analizados anteriormente, todos los medios condi-
cionados provocaron un aumento en la expresion tanto de FoxP3 como de cp25, si bien
solo se encontraron diferencias significativas cuando era el medio condicionado del clon
1.7 el que estaba presente en el cultivo y, ademas, sélo para FoxP3 (Figura 41). Sin embar-
go, los valores de p para el resto de comparaciones respecto a DMEM puro, fueron bastante
bajos (entre 0,0635 y 0,1444 para FoxP3, y entre 0,0722 y 0,3127 para cp25), indicando una
fuerte tendencia por parte de los medios condicionados a aumentar los valores de expre-
sion de las dos moléculas analizadas. No se encontraron tampoco diferencias interindividua-

les ni interclonales.
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Figura 41. Tasa de cambio en la expresion de los marcadores FoxP3 y cp25 en cultivos de PBMC con Asc-
DMEM" . A: FoxP3. B: cD25. ® Sin ASC ® ASC-DMEM" de lo clones 1.x ® ASc-DMEM"de lo clones 3.X.
Valores de p obtenidos mediante ANOVA (test LsD de Fisher) (n=7).*=(p<0,05).
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4.7. DETERMINACION DEL EFECTO DE LAS ASC SOBRE LA
VIABILIDAD DE LAS PBMC

El analisis de la viabilidad de las PBMC mostr6 diferencias significativas entre el trata-
miento con luz uv y el control negativo, para todas las condiciones de cultivo. En ausencia de

luz uv,los clones no ejercieron ninguna influencia sobre la viabilidad delas pBmc (Figura 42A).

Sin embargo, en las células pretratadas con luz uv, observamos que la presencia del
clon 1.10 disminuy? significativamente la mortalidad de las pBMC (p=0,0020), al contrario
de lo que ocurrié con el clon 3.5, que la aumentd levemente (p=0,0225). El conjunto de estos
dos comportamientos contrarios, se tradujo en una gran diferencia significativa entre ambos

clones, en cuanto a su efecto sobre la viabilidad de las PBMC (p=0,0006) (Fig. 42B).
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Figura 42. Tasa de cambio en la mortalidad de PBMC pretratadas con Asc, y estimuladas con luz UV.
A: efecto de la luz UV en cada una de las condiciones B: mortalidad con luz UV . ® Sin Asc ® Clon 1.10

Clon 3.5. Valores de p obtenidos mediante ANOVA (test LSD de Fisher) (n=6).*=(p<0,05),"*=(p<0,01
)¥4=(p<0,001).
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as células troncales son una de las grandes esperanzas de la medicina regenerativa. Su
Lpropiedad de diferenciacion hace que sean, tedricamente, capaces de formar cualquier
tipo celular. Las células troncales embrionarias son, sin duda alguna, las que mayor potencial
poseen. Sin embargo, los limites éticos y/o morales tienen un gran protagonismo en este
campo de la medicina, dependiendo enormemente su uso de la legislacion vigente presente
en cada pais y/o region. Es por ello que la busqueda de alternativas al uso de células troncales
que provoquen una menor controversia, ha sido objeto de enormes esfuerzos por parte de
la comunidad cientifica. Uno de los mayores hitos en esta busqueda ha sido la generacién
de ipsc a partir de células somaticas adultas (Takahashi & Yamanaka 2006; Takahashi et al.
2007). Sin embargo, el uso de estas células troncales implica un cierto riesgo de tumorigenici-
dad (Ben-David & Benvenisty 2011), que aunque no ausente en el uso de las msc (Cawthorn
et al. 2012), es menor en estas ultimas. A falta de un conocimiento mas profundo sobre el
funcionamiento de las ipsc, su tumorigenicidad es un hecho que hay que tener en cuenta y
que es en parte responsable de que, a dia de hoy, existan tan sélo 21 ensayos clinicos en hu-
manos con ipsc. Sin embargo, los ensayos clinicos con Msc son mucho mas numerosos tal y
como se puede comprobar en la pagina web clinicaltrials.gov.

El descubrimiento de las Mmsc en médula 6sea por parte de Friedenstein, fue secunda-
do por un elevado numero de estudios que lograron aislar estas células, a partir de una gran
variedad de tejidos. En este sentido, una de las fuentes con mayores ventajas respecto al resto,
es el tejido adiposo, tanto por la cantidad relativa de Msc por gramo de tejido, como por su
facilidad de obtencién. En cuanto a su diferenciacion, en un principio se definieron por su

capacidad para diferenciarse en linajes osteogénicos, condrogénicos y adipogénicos. A dia de

123




DISCUSION

hoy, y aunque sin alcanzar la potencialidad de las ipsc, las Msc constituyen una herramienta
fundamental en medicina regenerativa, gracias principalmente a su capacidad de transdife-
renciacion, proceso que les permite diferenciarse en células de otros linajes embrionarios,
tales como las neuronas (Ng ef al. 2014).

Como se ha descrito en la INTRODUCCION de este trabajo, a parte de las multiples apli-
caciones que las Msc puedan tener en la medicina regenerativa, una de las propiedades mas
importantes de estas células es que son capaces de interaccionar intimamente con distintas
poblaciones celulares y moléculas del sistema inmunitario. Gracias a esta propiedad, las msc
también constituyen una herramienta potencialmente util en el tratamiento de enfermedades
de base inmunolodgica, como pueden ser las enfermedades autoinmunes y/o autoinflamato-
rias, entre otras. En este sentido, las Mmsc, ademas de su capacidad potencial para modular la
patogenia de la enfermedad, y con ello de modificar el pronéstico de la misma, podrian servir
también para reducir la cantidad de farmacos inmunosupresores que son administrados de
forma convencional y, por tanto, el nimero de efectos secundarios derivados de los mismos.
De hecho, varios estudios han demostrado que las Mmsc son capaces de suprimir la respuesta
de linfocitos Ty células NK, y también, de modificar la diferenciacién, maduracién y funciéon
de linfocitos B y células dendriticas (Arribas et al., 2012), sin ser inherentemente inmunogé-
nicas. Este ultimo punto es muy importante, ya que demuestra que estas células se pueden
aislar de diferentes donantes y, a continuacion, ser expandidas ex vivo para su posterior ad-
ministracion a cualquier individuo en forma de trasplante alogénico (Zhang et al., 2015), al
amparo de diferentes protocolos de terapia celular. Por otro lado, son numerosos los inves-
tigadores que a través de distintos modelos animales y ensayos clinicos en humanos, ya han
demostrado la capacidad que las Msc tienen, una vez perfundidas, para migrar e insertarse
especificamente en distintos tejidos y 6rganos (Rustad & Gurtner , 2012).

Aunque los mecanismos mediante los cuales ejercen la inmunomodulacién atin no
estan del todo caracterizados, lo que si queda demostrado en la literatura cientifica es que

esta poblacion es altamente heterogénea (Docheva et al. 2008), con distinta capacidad para
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interaccionar con el sistema inmunitario y con perfiles de secrecién de citocinas distintos,
segun el donante del cual procede el cultivo primario.

Algunos autores han demostrado que cuando las Msc se cultivan como colonias de-
rivadas de una sola célula, cada una de ellas muestra un grado variable de plasticidad, en
términos de diferenciacion tisular. Esto indica que ciertas colonias son solamente capaces de
diferenciarse hacia un linaje unico, mientras que otras tienen un mayor potencial de diferen-
ciacion (Guilak et al. 2006). En este sentido, los clones analizados en este trabajo presentan
cierta heterogeneidad en su potencial de diferenciacion hacia los linajes osteogénicos y adi-
pogénicos. A este respecto, los clones 1.22 y 1.7 son capaces de diferenciarse en ambos linajes,
el clon 3.5 muestra s6lo diferenciacion hacia el linaje osteogénico y los clones 1.10 y 3.10 no
son capaces de diferenciarse (Paredes et al. 2011; Arribas, 2014).

El principal objetivo de este trabajo fue analizar si esta plasticidad, observada en tér-
minos de diferenciacion tisular, también esta presente en las propiedades inmunomodulado-
ras de las Msc. De ser asi, podriamos en su caso seleccionar el clon o los clones a priori mas
adecuados en el tratamiento de diferentes patologias, en vez de utilizar poblaciones heterogé-
neas, que poseen un mayor grado de variabilidad.

Para conseguir este objetivo, hemos analizado ex vivo las diferencias existentes entre
los clones objeto de estudio, obtenidos de tejido adiposo de dos donantes sanos diferentes, y
hemos caracterizado para cada clon su fenotipo de membrana especifico, su perfil de secre-
cion de citocinas, asi como la modificacion del ambiente de las mismas en cocultivo. Ademas,
analizamos sus distintas capacidades para inhibir la proliferacién de diferentes subpobla-
ciones de linfocitos. Del mismo modo, también hemos estudiado el efecto que los distintos
clones de asc ejercen sobre diversas poblaciones linfocitarias reguladoras y sobre la viabili-
dad de linfocitos preincubados con dichos clones. Algunos de estos efectos también se han
analizado utilizando exclusivamente los medios condicionados por los clones, es decir, sin la
presencia de asc en el cultivo, con el objetivo de determinar el papel que el secretoma pudiera

estar jugando directamente sobre el grado de plasticidad anteriormente mencionado.
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Probablemente, y en relacién con lo previamente expuesto, los resultados contradic-
torios que pueden observarse en la literatura cuando se utilizan mMsc, sean principalmente
debidos a la heterogeneidad de las poblaciones utilizadas en cada caso concreto. Dicha he-
terogeneidad puede a su vez estar relacionada con los diferentes protocolos de aislamiento y
condiciones de cultivo utilizados, y puede ir cambiando con el nimero de pases, en funcién
de la mayor o menor presencia de determinados clones con ventajas proliferativas, que irian
desplazando al resto. El nicho celular también tiene en este caso un gran protagonismo, ya
que es éste el que determina de una forma directa el grado de diferenciacion de cada una de
las células troncales que lo habitan vy, por tanto, su potencialidad, pudiendo ser distinta para
cada célula o clon de células. Ademas, algunos trabajos han demostrado que la fuente de ob-
tencion de las Msc también compromete su diferenciacion hacia uno o varios linajes (Gebler
et al. 2012; Boquest et al. 2006).

En lo referente a la primera parte de nuestro trabajo, es decir, al analisis de los antige-
nos de membrana expresados por los diferentes clones de Asc, establecidos por la 1scT como
indispensables para la correcta identificacion de las Msc en general, es de destacar que tienen
funciones de activacion y de supresion. Asi por ejemplo, cp44 es una molécula de adhesion
implicada en una amplia gama de funciones celulares, incluyendo la activacion linfocitaria,
la recirculacién y la migracion (Khaldoyanidi, 2008). cp73 cataliza la conversién de mono-
nucleétidos, principalmente AmMP, a nucledsidos. Su expresion en las células TREG parece estar
involucrada en sus mecanismos reguladores (Whiteside et al. 2011). cp90 esta relacionado
con la activacion de la sefial mediada por TCR, sustituyendo en parte la funcién activadora de
cp28 (Loertscher & Lavery 2002). Finalmente, cp105 (endoglina) forma parte del receptor
para el factor de crecimiento transformante p1 (TGE, del inglés transforming growth factor) y
también esta implicado en la organizacion del citoesqueleto, que a su vez afecta a la morfolo-
gia y a los procesos de migracién (Sanz-Rodriguez et al. 2004).

En relacién a los antigenos de superficie expresados por los clones de nuestro estu-
dio, el analisis interclonal mostré diferencias en la expresion de varios de ellos. Los clones

1.10 y 1.22 expresaron cantidades mas bajas de antigenos que los otros tres clones, siendo
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el clon 1.22 el que expresaba las cantidades mas bajas para todos ellos. Los clones 3.10y 3.5
expresaron cD105 con una intensidad mayor que el resto de clones y el clon 1.7 expreso las
mayores cantidades de cp73 y cp44. El equilibrio resultante entre los antigenos de mem-
brana que participan principalmente en funciones de activacion, tales como cp44 o cp90, y
marcadores que estan mas involucrados en funciones supresoras, tales como cp73 o cp105,
puede determinar, junto con mecanismos adicionales, las propiedades inmunomoduladoras
finales de los clones. Por otro lado, en el analisis interindividual observamos que los clones
3.X tuvieron en términos generales un comportamiento mas homogéneo que los 1.x, en lo
referente al porcentaje de coexpresion de dos o mas de estos marcadores.

En nuestra opinidn, tanto la homogeneidad en la expresion de antigenos de membra-
na de la poblacion celular, como su equilibrio final entre antigenos activadores o inhibidores,
debieran ser dos factores a tener en cuenta a la hora de utilizar protocolos de terapia celular,
ya que ademas de constituir un indicador del grado de pureza de la poblacion utilizada,
también podrian resultar decisivos en la reproducibilidad y solidez de los resultados, sobre
todo al compararlos con los obtenidos al utilizar poblaciones mas heterogéneas. Aunque hay
evidencias de que las Msc son capaces de cambiar su patron de expresion de marcadores de
superficie dependiendo del tiempo de cultivo (Arribas et al. 2012), es importante destacar
que la mayor parte de los clones usados en este trabajo fueron cultivados la misma cantidad
de tiempo y pases, entrando en procesos de senescencia tras 14-15 pases, sin afectar durante
ese tiempo a su grado de homogeneidad.

Varios estudios llevados a cabo con poblaciones heterogéneas de Msc, demuestran la
capacidad de estas células para expresar y/o secretar una amplia variedad de citocinas que es-
tan involucradas, en gran medida, en sus propiedades inmunomoduladoras (Hoogduijn et al.
2010). Se han descrito dos tipos de Msc fisiologicamente distintos, en funcién de su perfil de
secrecion de citocinas ex vivo: Mscl, que secreta principalmente citocinas proinflamatorias,
y MSC2, que secreta principalmente citocinas inmunosupresoras (Waterman et al. 2010). Di-
cha polarizacién viene determinada ex vivo tras la activacién mediante los receptores TLR-4

0 TLR-3, respectivamente, y puede ser otro de los factores directamente implicados en el alto
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grado de heterogeneidad que caracteriza a estas células. De nuevo, el nicho celular podria es-
tar ejerciendo aqui un papel fundamental, ya que ademas de influir en el grado de diferencia-
cion de las células troncales, tal y como hemos mencionado anteriormente, también podria
resultar decisivo en el grado de polarizacién final de estas msc, las cuales podrian estar ya
polarizadas in vivo en uno u otro fenotipo, previamente a la extraccion. Por lo tanto, cuando
se trabaja con poblaciones heterogéneas de Msc, un analisis previo del equilibrio Mmsc1/msc2
podria también constituir una herramienta indirecta para medir el grado de homogeneidad
del cultivo de Msc que vaya a ser utilizado en terapia celular. En este sentido, si en vez de
utilizar poblaciones heterogéneas utilizamos clones de Msc perfectamente caracterizados, en
cuanto a su perfil de secrecion de citocinas se refiere, estariamos optimizando la tan ansiada
uniformidad previamente mencionada.

En relacién con lo expuesto anteriormente, y tras analizar el perfil de citocinas de
nuestros clones, también hemos descubierto algunas diferencias interesantes. De hecho, to-
dos los clones eran capaces de liberar de forma espontanea altos niveles de 1L-6 y niveles
bajos o moderados de 1L-8, destacando de nuevo los clones 1.7 y 3.X, que fueron los que
produjeron las mayores cantidades de estas citocinas. En general, estos resultados fueron
coincidentes con el patréon de expresion de genes de citocinas y el correspondiente perfil de
metilacion de DNA de los clones de estudio (Sempere et al. 2014). En cuanto a la cinética
de produccion, los clones 1.7, 1.22 y 3.10 presentaron una cinética mds rapida que los clo-
nes 1.10 y 3.5. Es conocido que la 11-8 favorece la quimiotaxis de neutroéfilos, teniendo una
funcion claramente proinflamatoria (Harada et al., 1996). También sabemos que la 1L-6 es
una citocina pleiotrdpica, con efectos tanto proinflamatorios como antiinflamatorios, aun-
que el primer efecto es normalmente el que predomina (Oka et al. 2007; Gabay, 2006), y que
variaciones en sus niveles se han relacionado directamente con la fisiopatologia de diversas
enfermedades autoinmunes, en particular la artritis reumatoide (Colmegna et al., 2012).

Los niveles de citocinas secretados por los distintos clones tras estimulacion con LPs,
variaron ligeramente dependiendo de la citocina. Brevemente, los clones 3.x fueron los que

produjeron las mayores cantidades de citocinas proinflamatorias, tales como 1L-1f y al mis-
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mo tiempo expresaron la menor cantidad de citocinas antiinflamatorias Th2, tales como 1.-4
e IL-5. Por el contrario, los clones 1.10 y 1.22, a pesar de ser capaces de producir niveles muy
bajos de varias citocinas proinflamatorias tales como TNF-a, TNF-P 0 IFN-y, son también los
clones que produjeron las cantidades mas altas de 1L-4 y 1L-5, siendo mds abundantes en el
secretoma del clon 1.22. En total, se puede concluir que en términos generales los clones 3.x
muestran un perfil mas proinflamatorio, mientras que los clones 1.10 y 1.22 tienen un perfil
mas supresor. En cuanto al comportamiento del clon 1.7, a pesar de pertenecer al grupo 1.x
parece, sin embargo, ser mas similar a los clones 3.x, en lo referente a los niveles maximos de
citocinas se refiere (Figura 29).

El ambiente que comparten y promueven las Asc en presencia de las PBMC es muy
distinto al observado cuando los clones estan aislados, tanto en presencia como en ausencia
de estimulo. Atendiendo al perfil de citocinas de los cocultivos, no se puede determinar un
ambiente claramente proinflamatorio (Th1) ni antiinflamatorio (Th2) de ningtn clon, ya que
los resultados mostraron tanto aumentos como disminuciones en ambos grupos de citocinas.

En ausencia de estimulo, pudimos observar que la presencia de los diferentes clones
se tradujo en todos los casos en un incremento significativo en el sobrenadante de los niveles
de 1L-1P y de 11-10, asi como en una disminucién significativa de los de TNF-a. Sin embar-
go, al observar con detalle la tasa de cambio de dichos niveles, pudimos comprobar que
mientras que los niveles de 1L-1p aumentaban entre 3 y 5 veces respecto de los encontrados
en los cultivos que sdlo contenian PBMC, los de 1-10 lo hacian entre 65 y 75 veces, segun el
clon. Estas diferencias apoyan el caracter predominantemente inmunosupresor de las Msc,
ya descrito sobradamente en la literatura. Si atendemos ahora a las diferencias interclonales
relacionadas con el efecto sobre las anteriores citocinas, observamos que el clon 1.7 es el que
se relaciona con un mayor incremento de 1L-1f y con una menor disminucién de TNF-a en
el sobrenadante, comportamiento exactamente opuesto al observado con el clon 1.22, que
de nuevo y dadas estas caracteristicas, parece tener un perfil predominantemente inmuno-
supresor. Estas diferencias sélo fueron significativas entre estos dos clones y para la citocina

1L-1P. Los demas clones se comportaron de un modo mas homogéneo en lo referente a estas
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dos citocinas. En relacién con el resto de citocinas analizadas, también observamos algunas
diferencias interclonales que merecen la pena ser destacadas. Por ejemplo, en cuanto a la
IL-2, ésta no se detectd en presencia de los clones 1.10, 1.7 y 3.5, hecho que se repitié en el
caso de la 1L-4. Por otro lado, s6lo en presencia del clon 1.10 se detectaron niveles bajos o
moderados de 1L-22 e 1L-13, mientras que el IFN-y sdlo se detectd a niveles bajos en presencia
de los clones 1.7 y 3.10.

La presencia de estimulo en el medio provoco, generalmente, un incremento en los
niveles de las diferentes citocinas analizadas. Los diferentes clones modificaron casi siempre
los niveles de dichas citocinas, aunque de un modo mucho mas heterogéneo al observado
en ausencia de estimulo. Asi, por ejemplo, encontramos que en el caso de la 1L-17A, todos
los clones promovieron un aumento de dicha citocina en el medio, con la excepcién del clon
1.10, que mostrd una clara tendencia a comportarse de un modo totalmente opuesto al resto
de los clones. En el caso del TNE-a, el comportamiento de los clones es similar al observado
en ausencia de estimulo, aunque mas intenso, siendo de nuevo el clon 1.7 el que menos ca-
pacidad mostrd para disminuir su produccion por parte de las PBMcC. Si observamos atenta-
mente en su conjunto los niveles de citocinas predominantemente proinflamatorias, como
IL-1B, 1L-22 e IFN-y, podemos observar dos patrones de comportamiento diferentes segiin
los clones. Por un lado, la presencia de los clones 1.7 y 3.10 se tradujo en los niveles mas altos
de estas citocinas proinflamatorias en el medio; por el contrario, la presencia de los otros
tres clones lo hizo en menores niveles de las mismas. Por otro lado, si prestamos atencién a
los cambios significativos en algunas de las citocinas antiinflamatorias analizadas, podemos
observar que también existieron patrones diferentes de comportamiento que se repitieron de
forma casi exacta. Los clones 1.10 y 3.5 fueron los que mas redujeron los niveles de dichas
citocinas en el medio, aunque también de las citocinas proinflamatorias, tal y como hemos
mencionado anteriormente; junto con el clon 1.22, parecen ser en términos generales un
ambiente mas pobre en citocinas en el medio.

Como resumen de los resultados obtenidos en el analisis general de las citocinas del

estudio, y en la linea de lo observado en relacion con el analisis del fenotipo de membrana,
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podemos afirmar que clones aislados de distintos individuos se pueden comportar de una for-
ma similar, a la vez que clones aislados del mismo individuo pueden tener comportamientos
diferentes. Teéricamente, podriamos encontrar en cada individuo, una amplia gama de clo-
nes con perfiles ligeramente distintos, que pueden estar polarizados en un gradiente de com-
portamientos que irfan desde un fenotipo mas proinflamatorio a uno mas inmunosupresor.

Varios autores han descrito la capacidad de poblaciones heterogéneas de msc para
inhibir la proliferacién y la activacion de diferentes subconjuntos de poblaciones celulares
del sistema inmunitario, sin ser inherentemente inmunogénicas (Shi et al. 2011). Este hecho
es uno de los principales argumentos que sostiene el uso terapéutico de dichas células en
individuos alogénicamente diferentes, lo que supone una amplia ventaja si lo comparamos
con otros protocolos de terapia celular, que habitualmente implican el uso de células autélo-
gas. Los resultados derivados de estos estudios, aunque sirven como punto de partida para
comprender las interacciones entre las Msc alogénicas y las células del sistema inmunitario, y
proporcionan informacion sobre los mecanismos que pueden estar involucrados en la induc-
cion in vivo de la tolerancia mediada por las Msc son, sin embargo, dispares (Gao et al., 2016).
A nuestro juicio, una vez mas defendemos que la variabilidad de los resultados obtenidos al
manejar estas células radica, precisamente, en la heterogeneidad anteriormente mencionada
(Gebler et al. 2012). Es por ello que en este estudio analizamos la capacidad inmunomodula-
dora de las mMsc, pero desde la perspectiva que los diferentes clones de Asc tienen para inhibir
la proliferacion de varias poblaciones y subpoblaciones linfocitarias.

En la linea de lo anteriormente expuesto, hay que destacar, en primer lugar, que en
este estudio no se detectd proliferacion celular cuando los distintos clones de Asc se cocul-
tivaron con PBMC totales o con linfocitos T totales (cp3*) purificados sin estimular. Sin em-
bargo, si se detectd una ligera proliferacion cuando las poblaciones cocultivadas con las Asc
fueron los linfocitos T colaboradores o los linfocitos T citotdxicos, purificados. Este hecho, en
nuestra opinién, mas que por la inmunogenicidad de las propias Asc, que de ser asi también

debiera haber ejercido el mismo efecto sobre los linfocitos T totales, estaria probablemente
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condicionado por los distintos ambientes de citocinas presentes en los cocultivos, que varia-
rian en funcion de las poblaciones leucocitarias presentes en el medio.

En presencia de estimulo, y de manera similar a lo que hemos descrito para el feno-
tipo de membrana y el perfil de citocinas, existen diferencias significativas entre los clones
1.Xy 3.X. Cuando las Asc son cocultivadas con PBMC totales, en términos generales podemos
afirmar que los clones 1.X son, en conjunto, mas supresores que los clones 3.x, para los dife-
rentes subgrupos de linfocitos analizados. Sin embargo, un analisis individual muestra que el
clon 1.22 fue el mas supresor para la poblacion total de PBMC, asi como para los linfocitos T
cp3* el clon 1.7, lo fue paralos linfocitos T cp8* y las células NK; y el clon 1.10 para las células
cp4'. El clon 3.10 fue el menos supresor en todos los casos, seguido del clon 3.5. Estos resul-
tados son consistentes con los datos del marcaje de membrana, anteriormente expuestos. De
hecho, el clon 1.22, que era el mas supresor, es el que expresd la menor cantidad de antigenos
de superficie, secretando bajas cantidades de algunas de las mas potentes citocinas proin-
flamatorias y altas cantidades de citocinas antiinflamatorias, como 1.-4 o 1L-5. Lo contrario
ocurre para los clones 3.X, que en general expresaron mas antigenos de superficie, produje-
ron mayores niveles de citocinas proinflamatorias y menores niveles de antiinflamatorias, al
mismo tiempo que fueron los menos supresores.

Cuando los cocultivos se realizaron con subpoblaciones purificadas, también se de-
tectaron diferencias sobre el nivel de inhibicién de la proliferacion segun la subpoblacion
presente en el medio de cultivo, aunque no fueron exactamente iguales a las observadas al
trabajar con pBMcC. Asi, cuando los distintos clones se cocultivaron tanto con linfocitos T
cDp3" como con linfocitos T cp4* purificados, los clones 1.10 y 3.5 fueron doblemente supre-
sores respecto del resto de clones, mientras que los clones 1.7 y 3.10 fueron los que mostraron
menor capacidad de inhibicion.

En el caso deloslinfocitos T cp8* purificados, y al contrario de lo anteriormente obser-
vado con las otras poblaciones leucocitarias analizadas, los cocultivos mostraron un aumento
de la proliferacion respecto de la condicion sin Asc. Este comportamiento sorprende enorme-

mente, ya que es contrario a lo descrito hasta ahora en la literatura (Nicola et al., 2002), aun-
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que es de destacar que no existen apenas estudios que hayan determinado, mediante ensayos
de proliferacion, el efecto de las Msc sobre esta poblacién linfocitaria purificada en particular.
Por otro lado, hay que senalar que, a pesar de la estimulacién con pPHA, dicha subpoblaciéon
mostrd un nivel de proliferacién muy bajo en ausencia de asc. No obstante, los efectos so-
bre el tamano celular estarian indicando que si se habria producido una cierta activacion,
aunque ésta no resultase suficiente para que se tradujese en proliferacion. Ello podria estar
determinado por la ausencia de factores provenientes de otras poblaciones leucocitarias, pre-
sentes sin embargo en el resto de cocultivos analizados. Al afadir asc al cultivo, los clones
podrian estar aportando estos factores deficitarios, proporcionando asi las sefiales necesarias
para complementar la activacién celular y la consiguiente proliferacion. Al mismo tiempo,
al tratarse de linfocitos T citotoxicos purificados, las poblaciones reguladoras de linfocitos
T cp4* tampoco podrian ejercer su efecto modulador habitual sobre la proliferacion de los
linfocitos T citotoxicos. Este hecho concuerda con datos publicados por otros autores, que
afirman que la inhibicion de la proliferacion celular provocada en presencia de msc, vendria
principalmente determinada por su efecto estimulante sobre los linfocitos T cp4’, y mas
especificamente sobre los linfocitos TREG (Luz-Crawford et al., 2013; Frazier et al., 2014).
Este ultimo analisis también ha sido objeto de estudio en esta tesis, tal y como comentaremos
mas adelante. Si nos ceflimos a las diferencias interclonales observadas previamente para los
cocultivos con linfocitos T cp4*, podemos destacar que los patrones se repiten de nuevo. De
hecho, los clones 1.7 y 3.10 vuelven a comportarse de un modo similar entre si, pero en este
caso destacan por ser los que se relacionaron con un mayor grado de proliferacién de linfo-
citos T cp8*. Lo contrario ocurria para los clones 1.10, 1.22 y 3.5.

Con el objetivo de obtener mas informacion sobre la poblacién T cp8* que prolifera-
ba en presencia de las Asc, decidimos medir el grado de expresion del antigeno de membrana
cp11b en dicha poblacién. El resultado fue que en presencia de los clones, la poblacién que
proliferaba era fundamentalmente cp11b. Los linfocitos cp8*cp11b- estan ampliamente ca-
racterizados en la literatura como una poblacion de caracter predominantemente inmunosu-

presor (Fiorentini ef al., 2014). Este resultado es importante porque, aunque las Asc parecen
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estar aumentando la proliferacion de linfocitos T cp8*, ésta estaria afectando principalmente
a una subpoblacion de caracter supresor, lo que de nuevo apoyaria que las asc llevan a cabo
una parte de sus efectos inmunomoduladores, a través de un efecto indirecto sobre pobla-
ciones reguladoras del sistema inmunitario, tal y como hemos mencionado previamente en
el caso de las TREG.

Existe cierta discrepancia entre distintos estudios, sobre la necesidad de contacto
celular para que las Msc puedan ejercer correctamente la inmunomodulacién (Kang et al.,
2008). En el ultimo de los ensayos de proliferacion descritos en este estudio, utilizamos los
secretomas de los distintos clones, para analizar su efecto sobre la proliferacion de las pBMC.
En todos los casos obtuvimos una menor inhibicion de la proliferacion respecto a la obtenida
en los cocultivos, lo que apoyaria la importancia del contacto celular para una inmunomo-
dulacién completa. Sin embargo, el secretoma del clon 1.22 si fue capaz de inhibir significa-
tivamente la proliferacion de las pBmc. El resto de clones, aunque también disminuyeron en
cierto grado la proliferacién, lo hicieron de una forma menos intensa y sin alcanzar valores
estadisticamente significativos. Aunque el secretoma del clon 1.22 destaca por ser el que al-
canzd concentraciones mas altas de 1L-4 e 1L-5, esto por si solo no explicaria en principio
porqué es el tnico clon que provocd inhibicién, dado que dichas citocinas antiinflamatorias,
aunque en cantidades menores, también se detectaron en el resto de secretomas (Figura 29).
Dicho de otra forma, deben ser otros factores los que determinen el grado final de inhibi-
cién, como seria el caso de la propia interaccion celular, o el ambiente final resultante de la
interaccion entre citocinas pro y antiinflamatorias, entre otros. Estos resultados, ademas de
corroborar los hallazgos de otros autores en relacién con la importancia que el contacto ce-
lular tiene para conseguir una inmunomodulacién maxima (Najar ef al., 2016), pondrian de
nuevo de manifiesto que la heterogeneidad de las muestras utilizadas puede estar sesgando
los resultados que en la literatura se reflejan, jugando un rol principal en la variabilidad de
los resultados obtenidos en los diferentes estudios. Desde nuestro punto de vista, este sesgo
podria reducirse con el uso de poblaciones homogéneas, como puede ser el caso de los clones

utilizados en este estudio, tal y como venimos planteando desde el principio de esta discusion.
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El conjunto de los resultados que hemos obtenido sobre la inhibicion de la prolife-
racion celular, y en la linea de lo anteriormente descrito para el fenotipo de membrana y la
produccion de citocinas, confirmaria de nuevo la existencia de diferencias entre clones a la
hora de ejercer la inmunomodulacién. Siendo conscientes de este hecho, al establecer pro-
tocolos de terapia celular seria importante disponer de una caracterizacion previa, lo mas
fina posible, del efecto que la poblaciéon o poblaciones de Msc que se vayan a utilizar, pue-
dan tener sobre las distintas poblaciones leucocitarias, en un intento de asegurar al maximo
la homogeneidad necesaria para obtener los resultados clinicos perseguidos. En cuanto al
efecto observado sobre la proliferacion de linfocitos T cp8*, el hecho de que en este trabajo
hayamos obtenido resultados contrarios a los referidos en la literatura, justificaria ain mas,
en nuestra opinion, la necesidad de dicha caracterizacion previa.

Las células TREG son una subpoblacion de linfocitos T cp4* con una elevada actividad
supresora. Cuando maduran en el timo, se denominan nTREG, y expresan constitutivamente
el antigeno de membrana cp25 y el factor de transcripcion FoxP3. También pueden madurar
en la periferia gracias a factores solubles como el TGF-P o la 1L-2. En este caso se denominan
iTREG y la expresion de dichos marcadores es inducida. En el presente estudio analizamos el
efecto de las Asc y de su secretoma, sobre la expresion del receptor para la 1-2 (cp25) y del
factor de transcripcion FoxP3.

En presenciadelosdistintos clones de Asc,ambas proteinas aumentaron paralelamente
su expresion, de nuevo con diferencias entre clones. Todos los clones aumentaron la cantidad
de células cp4'cp25"FoxP37, en distintos grados, siendo el clon 1.22 el que mayor tasa de
cambio provocaba en cocultivos con pBMc. Este hallazgo es coherente con los resultados
mencionados previamente en este estudio, ya que tanto dicho clon como su secretoma,
fueron los que mayor capacidad mostraron para inhibir la proliferacion linfocitaria; al mismo
tiempo, este clon se relaciono siempre con mayores niveles de 1L-2. En relacion con este tltimo
aspecto, es sobradamente conocida la necesidad que las TREG tienen de 1L-2 para proliferar
(Chinen et al. 2016). Dicha citocina no se detecto en el sobrenadante de los cocultivos de los

clones 1.10, 1.7 y 3.5. Su ausencia permite explicar los niveles mas bajos de iTREG obtenidos

135




DISCUSION

al utilizar los clones 1.10y 3.5, pero no en el caso del clon 1.7, en el que se detectaron niveles
similares de formacion de iTREG a los obtenidos con los clones 1.22. Este hecho podria estar
determinado por la interaccion a través de moléculas coestimuladoras como el cp28, o por
otros factores solubles como el TGF-[3, también importantes en la formacion de iTREG, aunque
no analizados en el presente trabajo.

Otro hecho destacable es que la tasa de cambio de FoxP3 inducida por los clones,
reproduce exactamente el mismo patron que el obtenido para el andlisis de la citocina 1L-10.
Esta es la principal citocina secretada por los linfocitos TREG, por lo que estos resultados pa-
recen ir de nuevo en la linea de los estudios que reflejan que la inhibicién promovida por las
MSC, estaria principalmente mediada a través de un efecto indirecto sobre las células TREG.

El secretoma produjo el mismo efecto que las Asc, aunque de nuevo con una inten-
sidad menor y sin obtener diferencias significativas. Este tltimo punto seria consistente con
los datos obtenidos sobre la inhibicion de la proliferacion linfocitaria, previamente mencio-
nados, en relacién con la importancia del contacto célula-célula, aunque también podria de-
berse al agotamiento de los factores solubles presentes en el secretoma. En este caso, el tnico
clon que mostré un efecto estadisticamente significativo sobre la tasa de cambio de TREG, fue
el clon 1.7. Este ultimo resultado estaria de nuevo reflejando la variabilidad entre clones, ya
observada con el resto de parametros previamente analizados. De nuevo, estamos ante un
resultado que podria justificar la previa caracterizacion de las poblaciones a usar en terapia
celular, dependiendo de la patologia a tratar, y de la duracién del efecto perseguido.

Numerosos estudios han determinado la capacidad de las Msc y de su secretoma, de
aumentar la viabilidad de poblaciones celulares ex vivo, rescatando a las células apoptati-
cas, tanto de poblaciones del sistema inmunitario (Tabera ef al., 2008) como de otros tipos
celulares (Bonafede ef al., 2015). Sin embargo, también son capaces de inducir la apoptosis
en células tumorales ex vivo. (Ahn et al., 2015). Estas caracteristicas, en principio favorables
para la terapia celular, deberfan ser analizadas previamente a un tratamiento, ya que la he-
terogeneidad demostrada en la literatura de las Asc puede hacer que se obtengan resultados

clinicamente contrarios a los esperados. En este sentido, la poblacidon de asc que se aplique

136




DISCUSION

como terapia, ademas de estar ejerciendo el esperado efecto inmunomodulador, podria estar
favoreciendo en un segundo plano la viabilidad o la apoptosis de otras poblaciones celulares
implicadas en la patologia a tratar.

En nuestro estudio se analizo el efecto potencial que los clones 1.10 y 3.5, podrian
estar ejerciendo sobre la viabilidad de las pBMc. Los resultados obtenidos mostraron que el
clon 1.10 era capaz de disminuir significativamente la mortalidad celular, mientras que el
clon 3.5 provoco justo el efecto contrario. Dado que el estimulo UV es un conocido activador
de la apoptosis, y que en ausencia del mismo se detecté una mortalidad celular entre 4 y 5
veces inferior, es logico pensar que el efecto ejercido por nuestros clones sobre la viabilidad
de las PBMC, estaria modificando en uno u otro sentido las rutas apoptdticas.

La mayor parte de los resultados descritos anteriormente en el presente estudio, ha-
bian puesto de manifiesto diferencias entre clones en cuanto a su intensidad de accidn, si bien
la inmunomodulacién resultante solia presentar la misma tendencia para todos los clones.
Sin embargo, estos ultimos resultados obtenidos en el apartado de la viabilidad, muestran
que la heterogeneidad de las Msc utilizadas habitualmente en los protocolos de terapia ce-
lular, podria estar siendo la causante no sélo de respuestas con intensidades diferentes, sino
también de respuestas contrarias, tal y como ya hemos descrito previamente en este apartado
en relacion con alguna de las citocinas estudiadas.

En resumen, el conjunto de los resultados obtenidos en este estudio, pone de mani-
fiesto la importancia de la caracterizacion previa de las Msc a la hora de disefiar protocolos
de terapia celular. Creemos que dicha caracterizacion debiera abordarse desde multitud de
frentes, considerando no sélo su capacidad de diferenciaciéon hacia distintos tejidos, sino
también su capacidad inmunomoduladora final, resultado de la combinacién de los multi-
ples efectos ejercidos por dichas células sobre el sistema inmunitario. Dicha caracterizacion
serfa mucho mas sencilla si en los protocolos de terapia celular se utilizara un clon o una
combinacion de clones, en lugar de las poblaciones heterogéneas habituales. Ello permitiria
predecir con mayores garantias de éxito los efectos esperados, y facilitaria la reproducibilidad

de los mismos, evitando en gran medida los problemas habituales derivados de la heteroge-
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neidad celular aplicada a distintos individuos. El disponer de un banco de clones bien carac-
terizados y con efectos diferentes sobre distintas poblaciones y/o moléculas del sistema in-
munitario, permitiria ampliar el abanico terapéutico y facilitaria su uso en una gran variedad
de enfermedades que requieran distintos efectos sobre la inmunomodulacién, aumentando
asi las posibilidades de éxito de la terapia celular. De hecho, desde nuestro punto de vista,
muchas de las terapias que actualmente se estan llevando a cabo, y que no estan obteniendo
los resultados esperados, podrian conllevar resultados distintos si su uso se abordara desde
la perspectiva de los clones o de sus secretomas, en funcidon de querer obtener un efecto mas
prolongado o mas puntual, acorde a lo observado en nuestros resultados ex vivo y también en
concordancia con lo descrito por otros autores (Sun et al., 2012)

Como conclusion final, la heterogeneidad de las Msc, lejos de tener que ser vista
como un handicap para la terapia celular, podria ser utilizada en nuestro favor en pro de una
terapia mucho mas optimizada, mediante el uso de clones. De hecho, podriamos aprovechar
las caracteristicas particulares de cada clon para disefiar ex vivo la terapia personalizada mas
adecuada en cada caso, en funcion no sélo de la patologia a tratar y de su grado de actividad,
sino también del individuo que la va a recibir. De acuerdo con nuestros resultados, estas ca-
racteristicas podrian ser, entre otras, una mayor o menor capacidad para activar o inhibir una
determinada poblacion o poblaciones leucocitarias, para promover un determinado balance
de citocinas anti o pro inflamatorias o un balance concreto Th17/TREG, o para modificar la

viabilidad de las poblaciones celulares diana.
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6.1. CONCLUSIONES

1.- Segun el grado de coexpresion de los diferentes antigenos de membrana analizados, ob-
servamos tres patrones diferentes. Por un lado estarian los clones 3.x, que presentaron un
comportamiento mas homogéneo que el resto de clones y mayor cantidad de antigenos. Por
otro lado, los clones 1.10 y 1.22, que en conjunto presentaron la menor cantidad de antige-
nos. Finalmente el clon 1.7, que podriamos definir como un fenotipo intermedio entre los

otros dos.

2.- Los clones 1.7 y 3.X, produjeron espontdneamente mayores cantidades de las citocinas
proinflamatorias 1L-6 e 1L-8 y los clones 1.7, 1.22 y 3.10 presentaron una cinética de pro-
duccidén mas rapida. Tras la estimulacion, los clones 3.x mostraron un perfil mas proinfla-
matorio, mientras que los clones 1.10 y 1.22 presentaron un perfil mas supresor. El clon 1.7
mostrd de nuevo un comportamiento mas parecido al de los clones 3.x, especialmente en lo

relacionado a los niveles maximos de citocinas.

3.- En los cocultivos observamos dos patrones de comportamiento distintos. Generalmente,
la presencia de los clones 1.7 y 3.10 se acompaié de niveles altos de citocinas en el medio, al
contrario de lo que ocurrié con los clones 1.10, 1.22 y 3.5. El clon 1.7 fue el que se relacioné
con niveles mas altos de las principales citocinas proinflamatorias y el clon 1.10 el que pre-

sent6 una mayor capacidad inmunosupresora.
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4.- Los clones del estudio mostraron capacidades diferentes a la hora de inhibir la prolife-
racion. En el cocultivo con pBMC totales, los clones 1.x fueron en conjunto mas supresores
que los clones 3.x, siendo el 3.10 el menos inhibidor y el 1.22 el mas inhibidor. En el caso de
los cocultivos con linfocitos T cp3* y cp4* purificados, los clones 1.7 y 3.10 fueron los que
mostraron menor capacidad de inhibicidn, al contrario que los clones 1.10 y 3.5, que fueron

doblemente supresores.

5.- En el caso de los linfocitos T cp8* purificados y al contrario de lo anteriormente obser-
vado con las otras poblaciones leucocitarias analizadas, los cocultivos con Asc mostraron un
aumento de la proliferacion respecto de la condiciéon sin asc. Los clones 1.7 y 3.10 fueron los
que produjeron mayores aumentos, y los clones 1.10, 1.22 y 3.5 los que menos. Hasta donde
sabemos, este es el primer estudio que demuestra este hecho, sentando a priori las bases para

investigaciones futuras mas detalladas sobre esta poblacion.

6.- Aunque las Asc parecen estar aumentando la proliferacion de linfocitos T cp8*, ésta esta-
ria afectando principalmente a una subpoblacién de reconocido caracter supresor, como la
cp8*cpllb. Estos resultados sugieren que las Asc llevarian a cabo una parte de sus efectos
inmunomoduladores, a través de un efecto indirecto sobre poblaciones reguladoras del sis-
tema inmunitario, tal y como se describe en la Literatura para las Treg. En esta misma linea,
nuestros clones también aumentaron la presencia de células Treg en los cocultivos con PBMC,

de nuevo con intensidades diferentes, siendo el clon 1.22 el que mostré mayor incremento.

7.- Los secretomas de los distintos clones produjeron generalmente los mismos efectos que
los observados en los cocultivos, tanto en la inhibicién de la proliferacién como en la varia-
cion del porcentaje de Treg, aunque siempre con una menor intensidad, lo que corrobora la

importancia del contacto celular en la inmunomodulacién llevada a cabo por estas células.
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8.- Los clones de estudio mostraron en este caso efectos contrarios sobre la viabilidad de las
pBMC. De hecho, el clon 3.5 aumenté la mortalidad de pBMcC preincubadas con estimulos

apoptoticos (UV), mientras que el clon 1.10 la disminuyo.

9.- Como conclusion final, la heterogeneidad de las msc, lejos de tener que ser vista como un
handicap para la terapia celular, podria ser utilizada en nuestro favor en pro de una terapia mu-
cho mds optimizada. De hecho, y acorde a nuestros resultados, podriamos aprovechar las carac-
teristicas particulares de cada clon descritas en el presente trabajo (utilizando clones aislados o
aquellas combinaciones de clones mds adecuadas en cada caso concreto), para activar o inhibir
una determinada poblacién o poblaciones leucocitarias, promover un balance final de citocinas
anti o pro inflamatorias o un balance concreto Th17/Treg, o modificar la viabilidad de una po-
blacion celular. Ello permitiria disefiar ex vivo la terapia personalizada mds adecuada en cada
caso, en funcién no sélo de la patologia a tratar y de su grado de actividad, sino también del

individuo que la va a recibir, lo que supondria un gran avance en el campo de la terapia celular.
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