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1 RESUMEN

Interleuquina-33, citoquina miembro de la familia de IL-1, posee un efecto
modulador en distintas poblaciones celulares del sistema inmune, que incluyen
respuestas que van desde la inflamacion hasta [a tolerancia inmune. Se ha reportado
que citoquinas de esta familia, en conjunto con IFN-y, son capaces de licenciar a MSCs
para que puedan desplegar su potencial inmuno modulador, el cual ha sido
ampliamente abordado en la literatura. Por este motivo, se decidié evaluar como IFN-y
e 1L-33 pueden afectar el fenotipo y funcién de MSCs. Los resultados indican que estas
citoquinas, ya sea en conjunto o por sf solas, no afectan la expresion de marcadores
clasicos de MSCs como CD29, CD44 y CD73, o la falta de expresién de marcadores
hematopoyéticos como CD45, CD11b y CD117, ademas, [L-33 no interfiere en el
aumento de la expresibn de MHC-Il mediada por IFN-y. También se evalud la
expresion de moléculas involucradas en las funciones reguladoras de MSCs,
encontrando que el tratamiento combinado con estas citoquinas induce la expresion de
iNOS y estimula la secrecién de IL-6 y TGF-B.

Por este motivo, se decidié evaluar el efecto in vivo de MSCs pre-estimuladas con
IFN-y e IL-33 en un modelo murino de trasplante de piel. Los resultados indican que,
aunque en aquellos animales tratados con MSCs moduladas con IFN-y e IL-33, no se
previene totalmente el rechazo del aloinjerto, si existe una disminucion en el nimero de
linfocitos T efectores y reguladores presentes en ganglios linfaticos drenantes del
injerto (GLds), acompafiado de un enriquecimiento en poblaciones CD4+IL-17A+ y
CD4+IL-17A+Foxp3+. Tras una re-estimulacion ex vivo de las células obtenidas de
GLds, se observa que hay una menor produccion de IFN-y acompariado de un leve

aumento en la secrecion de IL-17. Esto sugiere que el fratamiento podria estar




potenciando la produccion de IL-17 en células residentes en GLds, y/o promoviendo la
desdiferenciacién de linfocitos T CD4+Foxp3+ hacia linfocitos T CD4+IL-17+Foxp3+.
En conjunto, estos datos sugieren que IFN-y e IL-33 modulan la funcién de MSCs,
principalmente al promover la induccién de un fenotipo Th17 in vivo, aunque se

requieren mas estudios para dilucidar los mecanismos asociados a este fenomeno.




2 ABSTRACT

Interleukin-33, a cytokine member of the IL-1 family has a modulatory effect on
different cell populations of the immune system, including responses ranging from
inflammation to immune tolerance. It has been reported that cytokines belonging to this
family, in conjunction with IFN-y, are able fo license MSCs, deploying their immune
modulator potential, which has been widely discussed in the literature. Therefore, we
decided to evaluate whether IFN-y and [L-33 can affect MSCs phenotype and function.
The resulis indicate that these cytokines, either together or by themselves, do not affect
the expression of classical markers of MSCs such as CD29, CD44 and CD73, or the
lack of expression of hematopoietic markers such as CD45, CD11b and CD117. In
addition, IL-33 does not prevent IFN-y-induced MHC-Il expression. Also, we studied the
expression of certain molecules related to the regulatory function of MSC, and we found
that the combined treatment with these cytokines enhanced the expression of INOS and
stimulated the secretion of TGF- and IL-6 by MSCs.

Thus, we decided to evaluate the in vivo effect of cytokine pretreated-MSCs in a
murine mode! of skin fransplantation. Our results indicate that, although in those
animals treated with IFN-y + IL-33-modulated MSCs, allograft rejection is not fully
prevented, there is a decrease in the number of effector and regulatory T cells present
in draining lymph nodes (dLN), along with an enrichment of CD4+IL-17A+ and CD4+ IL-
17A+Foxp3+ T cells populations. After ex vivo re-stimulation of these cells, we
observed that there is a reduction in IFN-y secretion but a slightly higher production of
IL-17. These results suggest that the treatment may be enhancing the production of IL-
17 by diN-resident cells andfor favoring dedifferentiation of Foxp3+CD4+ T cells

towards IL-17+Foxp3+CD4+ T cells. Altogether, our data suggests that IFN-y and IL.-33




modulate MSC function, most likely promoting Th17 phenotype in vivo, although further

studies are required to elucidate the mechanisms associated with this phenomenon.




3 INTRODUCCION

3.1 Trasplante y Rechazo

El correcto funcionamiento de un érgano o tejido es clave para la mantencion de la
homeostasis de un organisma. Cuando alguno de ellos falla, ya sea por alguna lesién o
pérdida de funcién, puede provocar graves consecuencias en el organismo, e incluso la
muerte. Actualmente, el trasplante de 6rganos surge como una alternativa para intentar
restaurar las funciones normales a dicho nivel, mejorando con ello tanto la sobrevida
como la calidad de vida de los pacientes. Sin embargo, pese a los avances en técnicas
quirGrgicas, cuidados y tecnologfas, uno de los grandes problemas asociados al
trasplante de un 6rgano se relaciona con el sistema inmune, ya sea del receptor, como
el caso del rechazo, o del donante, en el caso de enfermedad del injerto confra
huésped (ElcH).

Posterior al trasplante del tejido u organo, se gatilla una compleja respuesta que
involucra la accién conjunta de distintas células del sistema inmune como células
presentadoras de antigeno (CPAs), linfocitos T y linfocitos B. Las CPAs, tanto del
mismo receptor, como las del donante presentes en el injerto, presentan aloantigenos
a los linfocitos T en los ganglios linfaticos drenantes (GLds); estos aloantigenos
corresponden principalmente a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC, por sus siglas en inglés} que son reconocidas como agentes extrafos, lo que
gatilla un proceso de proliferacion clonal en los linfocitos T alorreactivos, quienes
finalmente migran hacia el injerto iniciando una respuesta inflamatoria (Abbas et al.
2012). Estos linfocitos secretan citoquinas pro-inflamatorias, como IFN-y e IL-17, las

cuales son caracteristicas del rechazo a irasplantes (Atalar et al., 2009), y son




secretadas principalmente por células Th1 y Th17, respectivamente. Estos factores
solubles activaran a otras células inflamatorias que a su vez lesionaran al injerto o
iniciaran vias de sefializacion intracelular que finalmente desencadenaran la muerte de
las células del injerto. Asi mismo, se produce una acumulacion de linfocitos T CD8+
citotéxicos, lo que conlleva a lisis de células del injerto y posterior rechazo. Por otra
parte, anticuerpos producidos por linfocitos B, reconocen las paredes vasculares del
aloinjerto, activando asi al sistema del complemento, lo que conlleva a la necrosis de
los vasos sanguineos y una inflamacién aguda en la zona (Abbas et al. 2012}.

En la actualidad, el uso de drogas inmunosupresoras se presenta como la
alternativa mas ampliamente utilizada en pacientes, las cuales apuntan,
principalmente, a inhibir la activacion, expansién y produccion de citoquinas por los
linfocitos T. Sin embargo, el uso de éstos farmacos conlleva una serie de efectos
secundarios no deseados, como una alta tasa de incidencia de infecciones y tumores
dada la supresion Inespecifica, problemas metabolicos como hipertension o
hiperglicemia, asi como dafio a ofros 6rganos como higado, corazon y rilones
(Morales et al., 2012).

Por este motivo, uno de los grandes desafios en la actualidad, es buscar terapias
alternativas que permitan mejorar la aceptacion o sobrevida del érgano trasplantado,
disminuyendo los efectos secundarios asociados. En este contexto, la terapia celular
se contempla como una forma de inducir un estado de tolerancia en el individuo
trasplantado, siendo asi una alternativa o complemento para las terapias actuales. De
este modo, células mieloides supresoras, linfocitos T reguladores (Tregs), Tol-DC y
células mensenquimales, se han presentado como posibles candidatos para desarrollar
una terapia. En particular, esta Ultima poblacién celular ha mostrado efectos

beneficiosos en la induccion de tolerancia, aumentando la sohrevida de injertos en




modelos animales de trasplante de corazon, higado y rifién (Casiraghi et al., 2008; Ge
et al., 2010; Ge et al., 2009; Wang et al., 2009), ademas de aumentar el ndmero de

otras células reguladoras como Tregs (Casiraghi et al., 2008; Ge et al., 2009).

3.2 Células Mesenquimales

Las células troncales mesenquimales (del inglés Mesenchymal Stem Cells,
MSCs) son una poblacion celular que puede ser aislada desde numerosos tejidos
adultos tales como médula 6sea, tejido adiposo, cordon umbilical, sangre periféerica,
entre ofros (Ma et al., 2014; Shi et al., 2010; Wang et al., 2014). De acuerdo 2 [a
Sociedad Internacional de Terapla Celular (ISCT por sus siglas en ingles) existen tres
criterios minimos que permiten diferenciar a estas células. En primer lugar, poseen
capacidad de adherencia al plastico cuando son mantenidas en condiciones estandar
de cultivo. Segundo, éstas células poseen la capacidad de auto-renovacion y son
consideradas multipotentes, debido a su potencial de diferenciacién in vitro a diversos
linajes celulares como osteoblastos, condrocitos y adipocitos, también conoccido como
“potencial trilinaje de diferenciacién” (Dominici et al, 2006). Sin embargo, bajo
condiciones especificas de cultivo, estas células tienen la capacidad de diferenciarse a
muitiples linajes celulares pertenecientes a las 3 capas germinales {endodermo,
mesodermo y ectodermo) que dan origen a tejidos y 6rganos adultos, tales como
miocitos o neuronas (Ma et al., 2014). Como tercer criterio, al no existir un Unico
marcador que permita diferenciar a estas células, se recurre a un panel de marcadores.
En el caso de MSCs de raton, éstas expresan los marcadores CD29, CD44, CD73,
Sca-1 y carecen de los marcadores de linaje hematopoyetico tales como CD11b o

CD45; ademas, poseen una muy baja expresién en su superficie (<2%) de MHC clase 1




y I, y moléculas coestimulatorias tales como CD80, CD86 o CD40 (Ankrum et al,

2014).

3.2.1 Llicenciamiento

Aunque inicialmente los estudios relacionados con las MSCs se centraron en su
potencial regenerativo y angiogénico, en 1998, Klyushnenkova ef al. propusieron por
primera vez que las MSC jugarian un importante rol inmune regulador al suprimir la
proliferacion de células T (Klyushnenkova ef al. 1998). A partir de ese momento, el
potencial inmunomodulador de las MSCs comenzd a generar interés entre diversos
grupos de investigadores por las posibles implicancias terapéuticas. Las MSCs, tanto
humanas como murinas, son capaces de regular la funcion de células del sistema
inmune innato y adaptativo, aunque esta propiedad no es ejercida de manera
constitutiva, ya que se requiere de un estimulo pro-inflamatorio que la gatille, lo que es
conocido como ‘licenciamiento”. Se ha estudiado ampliamente el rol de IFN-y en este
proceso, el cual por si solo ya es suficiente para desplegar las propiedades
inmunomoduladoras de las MSC (Krampera et al., 2013; Ren et al., 2008). Sin
embargo, se ha descritc que esta proteina actia de forma sinérgica con ofras
citoquinas pro-inflamatorias tales como TNF-a, [L-ia o [L-1f. Notablemente, estas
gltimas citoquinas no son capaces de licenciar a MSCs murinas cuando son
administradas por si solas, sin embargo, la combinacion con IFN-y aumenta
considerablemente los efectos inmunosupresores de las MSCs, en comparacion a los
obtenidos sélo con IFN-y (Ren et al., 2008). En la actualidad, para el caso de MSCs
murinas, existe el consenso de que el tratamiento conjunto de 10 ng/mL de IFN-y y 15
ng/mL de TNF-a por 40 horas es adecuado para una correcta activacion de sus

propiedades inmunosupresoras (Krampera et al., 2013).




3.2.2 Mecanismos inmunomodulatorios de MSCs

Las MSCs son capaces de ejercer su efecto modulador tanio en células del
sistema inmune innato como del adaptativo, mediante la liberacién de factores
solubles, tales como citoquinas, factores de crecimiento, factores de diferenciacion,
quimioquinas, enzimas y metabolitos, asi como también de manera contacto
dependiente con las células blanco. Esto se traduce en un reclutamiento de distintas
poblaciones celulares, con la consiguiente inhibicion de su activacién y proliferacion,
inhibicién de la maduracién de CPAs vy, polarizacidn a fenotipos reguladores de
macréfagos, CD v linfocitos T. A continuacion se describen algunos de los principales

mecanismos involucrados en la inmunoregulacion de las MSCs.

3.2.2.1 Oxido Nitrico (NO)

Es uno de los principales metabolitos involucrados en la funcién
moduladora de las MSCs de origen murino. Esta molécula gaseosa es
producida a partir de L-arginina por la enzima oxido nitrico sintasa (NOS), [a
cual posee tres isoformas conocidas: i) INOS, la cual es producida
principalmente por macréfagos, por lo que se le asocia a la funcién supresora,
cuya expresion es inducible y depende de factores pro-inflamatorios tales como
LPS, IFN-y, IL-1 o TNF-a (Coleman, 2001}, ii) nNOS, producida en neuronas; y
iii) eNOS, producida en células endoteliales. Se ha descrito que a altas
concentraciones, NO inhibe la proliferacion de linfocitos T efectores y es capaz
de inducir la diferenciacion de estos a Tregs (Niedbala et al., 2006; Sato et al.,

2007).







En 2008, Ren et al. demostraron el rol crucial de INOS en las capacidades
inmunosupresoras de las MSCs murinas. Cuando las MSCs son licenciadas con
citoguinas pro-inflamatorias, en particular IFN-y, se induce una alta expresion
de INOS y una consecuente produccion de NO, el cual es capaz de inhibir ta
respuesta efectora de linfocitos T in vitro. Esto se corroboro en un modelo in
vivo de ElcH, observando resultados similares. Sin embargo, al usar inhibidores
de esta enzima, asi como MSCs derivadas de ratones knock ouf para iNOS
(iNOS™), o de ratones knock out para el receptor de IFN-y (IFNyR17), o
anticuerpos contra esta citoquina, el efecto supresor resulto anulado,
demostrando que el licenciamiento con IFN-y es necesario para la produccion

de NO y que éste es capaz de inducir inmunosupresion.

3.2.2.2 Citoquinas

Una de las citoquinas involucradas en la modulacion de [as MSCs es [a IL.-6.
Cuando CDs maduras son cultivadas en presencia de MSCs, se observa una
disminucion en la expresion de MHC-li, y de moléculas co-estimulatorias como
CD40 y CD86 en la superiicie de las primeras {Djouad et al., 2007; Nauta et al.,
2006) lo que resulta en una disminucién en la activacion y proliferacion de
linfocitos T (Djouad et al., 2007; Najar et al., 2009). En el trabajo de Djouad et
al. se encontré una relacion inversamente proporcional en la secrecion de IL-6
(producida mayoritariamente por MSCs estimuladas) y ciloquinas como IL-2,
[FN-y y TNF-a (producidas por esplenocitos totales). Cuando se adicioné un
anticuerpo anti-IL-6 al medio de co-cultivo, se encontrdé una reversion parcial en

la proliferacién de linfocitos T, lo que indica que IL-6 es un mecanismo

10




inmunosupresor importante, aunque no es el Unico. Esto estarfa en
concordancia con el estudio de Mitani et al, en el cual se muestra que IL-6 es un
factor clave que promueve la maduracién de monocitos hacia macrofagos por
sobre CDs (Mitani et al., 2000). Se ha descrito también que la praduccion de IL-
6 por parte de las MSCs permite polarizar a monocitos hacia macréfagos con
perfil anti-inflamatorio (M2} productores de IL-10 (Eggenhofer and Hoogduijn,

2012).

Por otra parte, se ha descrito que las MSCs son capaces de secretar
citoquinas antiinflamatorias en respuesta al licenciamiento, tales como IL-10 o
TGF-B, ambas citoquinas relacionadas con una disminucion de la respuesta de
distintas poblaciones celulares del sistema inmune, en particular linfocitos T
efectores, reduciendo su proliferacién y capacidad efectora. Se han detectado
altos niveles de IL-10 en los sobrenadantes de MSCs, tanto humanas como
murinas, co-cuitivadas in vitro con esplenocitos (Beyth et al., 2005; Qu et al.,
2012). Sin embargo, no se ha detectado la presencia de esta citoguina en
cultivos de MSCs solas o estimuladas con LPS o IL-3 (Ma et al., 2014), por lo
que, a la fecha, aun permanece sin dilucidar si la produccion de IL-10 proviene
de las MSCs o de células inmunes co-cultivadas. Pese a esto, se ha visto que
las MSCs son capaces de inducir una mayor produccién de IL-10 en
macréfagos, gracias a la secrecion de prostaglandina Ea (PGE), lo que
disminuye la mortalidad de ratones en un modelo de sepsis (Nemeth et al.,
2009). Asf mismo, en el trabajo de Qu et al. se muestra que MSCs co-cultivadas
con linfocitos T naive, bajo condiciones de cultivos que favorecen la

polarizacién a perfil Th17, son capaces de inhibir la diferenciacion evidenciado
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en una disminucion de la expresién de Roryt, factor de transcripcion maestro de
este perfil, y una disminucién en la secrecion de iL-17 al medio, efecto que es
revertido al utilizar anticuerpos anti-IL-10 o silenciando la expresion del gen
mediante RNA de interferencia (Qu et al., 2012). Resultados similares fueron
obtenidos por Ghannam et al. en donde ademas, se observé una induccién de

los linfocitos a un fenotipo Treg, productor de IL-10 (Ghannam et al., 2010}

También, se ha descrito que TGF-B es una factor producido de forma
constitutiva por las MSCs, y que es capaz de inhibir la activacion de células NK
(Patel et al, 2010), promover un cambio en el balance de linfocitos
Th1/Th2/Th17/Treg (Kong et al., 2009; Nemeth et al, 2010), e inducir la
diferenciacién de Tregs in vitro (Kong et al., 2009; Nemeth et al., 2010; Patel et
al,, 2010; Tasso_et al., 2012). Es mas, numerosos trabajos describen que el
TGF-B derivado de MSCs parece ser uno de los principales factores solubles
involucrados en la induccion de Tregs antigenc especifico en distintos modelos
animales de enfermedades autoinmunes in vivo (Kong et al., 2009; Nemeth et
al., 2010; Tasso et al., 2012; Zhao et al., 2008). También se ha descrito que
TGF-B promueve la diferenciacion de Tregs de forma indirecta. En co-cultivos
de MSCs con PBMC humano, se observé que la secrecion de TGF-p favorece
la polarizacion de macréfagos M2 (anti inflamatorios), los cuales secretan IL-10
y GCL-18, induciendo finaimente la diferenciacion de Tregs (Melief et al., 2013).
Este efecto se ve revertido al eliminar la poblacion de monocitos en el co-cultivo

y al agregar anticuerpos neutralizantes anti TGF-B.

12




3.2.2.3 Contacto célula-célula

3.2.3

Ademas de la liberacion de factores solubles, se ha descrito que la
inmunomodulacién de las MSCs depende del contacto directo con otras células.
De las principales moléculas involucradas, FasL y PD-1/PD-L1 son las mas
ampliamente descritas, tanto en MSCs humanas como murinas. Las MSCs
expresan en su superficie altos niveles de PD-L1 cuando son co-cultivadas con
linfocitos T activados (Luz-Crawford et al., 2012; Sheng et al., 2008; Tipnis et
al., 2010); esta molécula constituye un regulador negativo de la activacion de
linfocitos, inhibiendo su proliferacion. Por otra parte, se ha descrito que las
MSCs expresan FasL en su superficie, molécula que promueve la apoptosis en
linfocitos T Fas+ (Akiyama et al., 2012). El uso de anticuerpos neutralizantes
contra cualquiera de estas dos moléculas reduce de forma significativa el efecto

inmunosupresor de las MSCs (Gu et al., 2013).

Plasticidad de las MSCs

Como se ha descrito hasta ahora, las MSCs son capaces de suprimir la

respuesta de distintas poblaciones del sistema inmune, asi como también de promover

una respuesta de tipo reguladora. Sin embargo, también se ha descrito que las MSCs

son capaces de promover la respuesta inmune. Esta dualidad en la funcion de las

MSCs estaria condicionada por el estimulo pro-inflamatorio necesario para el

licenciamiento. Por ejemplo, cuando MSCs derivadas de sangre de cordon umbilical

son administradas semanalmente en ratones NOD/SCID previamente trasplantados

con PBMC humano, son capaces de prevenir el desarrollo de ElcH (Tisato et al., 2007).
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Por el contrario, cuando las MSCs son administradas al momento del trasplante de
médula 6sea en un modelo murino de ElcH, no se observan beneficios terapeuticos
(Sudres et al., 2006). Una de las explicaciones para este fenomeno se relaciona con la
concentracion de citoquinas pro-inflamatorias presentes: bajas concentraciones de
éstas son suficientes para promover la secrecién de quimioquinas necesarias para
reclutar a células del sistema inmune, tales como CXCL-9, CXCL10 y CXCL11 {Ren et
al., 2008); sin embargo, no son suficientes para gatillar una repuesta inmunosupresora,
por ejemplo, mediada por iNOS, la cual requiere de altas concentraciones de
citoquinas pro-inflamatorias (Li et al., 2012b; Shi et al., 2012). Esto podria traducirse en
un reclutamiento de células efectoras, pero no la supresion de elias.

En 2010, Waterman ef al. observaron que la respuesta de las MSCs también
dependia de la estimulacion con distintos ligandos de TLRs (del inglés Toll-fike
receptors), lo cual polarizaria a las MSCs a dos fenotipos distintos: uno pro-inflamatorio
(MSC1) gatillado por la activacién de TLR4, con ligandos como el lipopolisacérido
(LPS) de bacterias Gram negativas; y uno anti-inflamatorio (MSC2) activado via TL.R3
por ligandos de RNA de doble hebra (dsRNA), como los presentes en ciertas cepas de
virus (Waterman et al., 2010). La estimulacion diferencial de estos TLRs conduciria
distintos efectos inmuno-moduladores, asi como un perfil de secrecion de citoquinas

distinto.

3.2.4 NSCs en trasplante

Como se ha mencionado hasta ahora, las MSCs pueden actuar a través de
distintos mecanismos en diversas poblaciones del sistema inmune. En este sentido,

diversos ensayos in vivo empleando modelos animales se han llevado a cabo, varios
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de ellos relacionados con el irasplante de organos sélidos. Uno de los primeros
reportes fue realizado en 2002 por Bartholomew ef al. en un modelo de trasplante de
piel con babuinos. En este estudio se observo que la administracidon intravenosa de
MSCs alogénicas promovia la sobrevida del injerto en comparacién a la condicion
conirol sin MSC (Bartholomew et al., 2002). Posterior a esto, numerosos estudios han
sido llevado a cabo, mostrando la capacidad de las MSCs de prevenir el rechazo al
aloinjerto,

Se ha observado que la administracion de MSCs provenientes del donante
promueve la sobrevida de trasplantes semi-alogénicos de corazén en ratones,
acompafiado de una disminucion en la proliferacién de linfocitos T efectores y un
aumento en la proliferacion de Tregs (Casiraghi et al., 2008). Por ofra parte, la
administracién de MSCs reduce la respuesta de hipersensibilidad a antigenos
alogénicos y promueve la sobrevida de trasplantes de islotes pancreéticos alogénicos
en ratones (Ding et al., 2009). Ademas, se ha observado incluso la induccion de un
estado de tolerancia en un modelo murino de trasplante de corazén, en donde la
administracion de MSCs en combinacién con bajas dosis de Rapamicina, promueve [a
proliferacion de Tregs y células dendriticas tolerogénicas (Tol-CD), acompafiado de
una disminucion de la respuesta efectora de las células del donante, favoreciendo un
perfil Th2 (Ge et al., 2009). Adicionalmente, en un modelo murino de trasplante de
fifion , se determind que [a infusion de MSCs previa al trasplante se acompafia de una
proliferacién de Tregs que permiten [a sobrevida del injerto, efecto que no se observa
al administrarlas luego de la cirugia (Casiraghi et al., 2012).

Cabe destacar que en los estudios mencionados anteriormente, estas celulas no
recibieron pre-estimulacién /n vitro y en todos los casos, los mejores resultados fueron

obtenidos al inyectar las células previo al trasplante del 6rgano en cuestion. Ademas,
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se evidencia la importancia de la generacién de Tregs como mecanismo de induccion

de tolerancia mediado por la administracion de MSCs.

3.3 Intereleuquina-33

En el afio 2005, Schmitz ef al. describieron a esta citoquina, como un nuevo
miembro de la familia de la IL-1, ligando del hasta entonces receptor huérfano, ST2,
Mediante analisis bioinformatico, se determind que IL-33 posee una estructura similar a
iL-18 e IL-1B, otros dos miembros de la familia de la IL-1 {Schmitz et al., 2005). En el
afio 2009, mediante resonancia magnética nuclear, Lingel et al. determinaron la
existencia de dos dominios conservados: un N-terminal con un motivo corto de unién a
cromatina y un C-terminal con una estructura B-trefoil-fold, compuesta por 12 laminas B
entretejidas, estructura caracteristica de las citoquinas pertenecientes a la familia de la
IL-1 (Lingel et al., 2009). Fisiclogicamente, [L-33 es expresada de forma abundante y
constitufiva como pro-proteina en el nicleo de células endoteliales y epiteliales
{Moussion et al., 2008) y es liberada al medio en su forma madura en respuesta a dafio
tisular e infecciones, activando a células del sistema inmune innato y adaptativo, por lo
que se propuso su rol de alarmina del sistema inmune.

Al igual que las otras citoquinas pertenecientes a la familia de la IL-1, a IL-33
también se le asocio una funcién inmune, inicialmente relacionada con una respuesta
tipo Th2, puesto que, en su presencia, estas células aumentan significativamente la
produccion de IL-4, IL-5 e IL-13, citoquinas asociadas a este perfil (Schmitz et al.,
2005). También, se ha descrito que es capaz de actuar sobre células del sistema
inmune innato tales como mastocitos, baséfilos y eosinéfilos (Ho et al., 2007; Pecaric-

Petkovic et al., 2009), promoviendo la secrecion de citoquinas del perfil Th2. Debido a
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su efecto en la polarizacién hacia el perfil Th2, se ha asociado a IL-33 como un factor
promotor de alergias (Kurowska-Stolarska et al., 2008; Louten et al., 2011). Por otra
parte, también se ha reportado que IL-33 es capaz de inducir respuestas pro
inftamatorias asociadas a perfiles Th1 y Th17 en modelos de encefalomielitis aguda
experimental (Li et al., 2012b), artritis reumatoide (Palmer et al., 2009; Xu et al., 2008)
y asma inducida {Cho et al., 2012),

Adicionalmente, se ha descrito que la administracion exégena de [L-33 promueve
un estado de tolerancia inmunolégica, a través de la expansion de linfocitos Tregs
Foxp3+ en modelos in vivo de frasplante alogénico de corazdn (Brunner et al., 2011;
Turnquist et al., 2011) y de piel (Gajardo et al., 2015), lo que finalmente se ve refiejado

en un aumento de la sobrevida del injerto en ambos modelos.

A la fecha, no existen reportes que describan la accién de IL-33 en MSCs, ni los
efectos en la modulacion inmune de linfocites T mediada por MSCs tratadas con esta
citoquina. Por este motivo, como miembro de la familia de citoquinas de IL-1
(citoquinas caracteristicamente pro-inflamatotias) y, por la evidencia mencionada
anteriormente, resulta de particular interés estudiar la accién conjunta de IL-33 e IFN-y
en el licenciamiento de las MSCs, vy el efecto en la plasticidad de éstas al inducir un
fenotipo pro- o anti-inflamatorio. Para ello, se caracterizara el efecto conjunto de ambas
citoquinas in vitro en el fenotipo y funcién de MSCs, tanto a nivel de mRNA como de
proteina, de diversas moléculas ya descritas que participan en su funcion
inmunomoduladora. Posteriormente evaluar4d su efecto sobre el fenotipo de
poblaciones de linfocitos T CD4+ tanto en co-cultivos in vifro, como in vivo en un

modelo murino de trasplante de piel.
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4 HIPOTESIS

MSCs tratadas con [FN-y e I[L-33 modifican su fenotipo y funcidn

inmunomoduladora, afectando la polarizacién de linfocitos T CD4+.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto conjunto del fratamiento con [FN-y e IL-33 en el fenotipo y funcidn
de MSCs, determinando, ademas, el efecto de MSCs tratadas sobre poblaciones de

linfocitos T CD4+.

5.2 Objetivos Especificos

5.2.1 Caracterizar fenotipica y funcionalmente MSCs cultivadas in vitro en presencia

de IFN-y y/o IL-33.

5.2.2 Analizar el fenotipo de linfocitos T CD4+ co-cultivados con MSCs pre-

estimuladas con IFN-y yfo IL-33.

5.2.3 Evaluar el efecto modulador de MSCs pre-tratadas con IFN-y e 1L-33 en un

modelo murino de trasplante de piel.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Ratones

Se usaron ratones de 6-8 semanas de edad, de las cepas C57BI/6 (wt), BALB/c
y reporteros Foxp3®™ (con background C57BI/6, y marcadores congénicos CD45.1 [o
Ly5.2]). Los ratones reporteros Foxp3®" (Haribhai et al., 2007) fueron donados por el
Dr. J. Rodrigo Mora (Harvard Medical School, Cambridge, MA, USA). Los ratones F1
(H2") se generaron a partir de a cruza de ratones C57BI/6 (H2°) con ratones BALB/c
(H2%). Los animales (reporteros Foxp3®) fueron mantenidos en las instalaciones del
Bioterio Central de la Facultad de Medicina, o en el Bioterio de Celis for Cells, ambos
ubicados en la Universidad de los Andes, bajo los protocolos aprobados por ef Comité

de Bioética de 1a Universidad de los Andes.

6.2 Lineas celulares

Células mesenquimales (MSCs) derivadas de médula 6sea de ratones C57BI/6
entre pasajes 9-16 fueron usadas como control para los experimentos de
caracterizacion descritos a continuacion (MSCs wit). Estas células fueron amablemente
proporcionadas por el Dr. Rodrigo Fuentealba (Universidad de los Andes, Santiago,
Chile). Adicionalmente, para todos los cultivos jn vitro y ensayos in vivo, se trabajo con
células reporteras MSCs/RFP! derivadas de médula ésea (Cyagen, CA, EEUU), [as
cuales expresan de forma constitutiva la proteina fluorescente roja (RFP), estas células

fueron usadas entre pasajes 10-16.

! http:fiwww.cyagen.com/us/en/product/c57bl6-mesenchymal-stem-cells-rip.html

19




6.3 Obtencion de suspensiones celulares

Para [a obtencién de células Inmunes se extrajeron los ganglios linfaticos (GLd)
drenantes del injerto de ratones C57BIf6 trasplantados, y los bazos de ratones
reporteros Foxp3®™, empleando material quirdrgico adecuado. Los érganos fueron
macerados y disgregados utilizando celf strainers (BD Bioscience, EEUU) hasta

obtener suspensiones celulares.

6.4 Medio de cultivo

Las MSCs fueron cultivadas en medio minimo esencial aifa (¢MEM, Corning,
MA, EEUU) completo (aMEMc), suplementado con 10% de suero fetal bovino
inactivado por calor (SFB, Gibco, BRL, EEUU), 1% de antibitticos [100 U/ml penicilina
+ 10g/ml estreptomicina (Glbco)] y 2 mM de L-glutamina (Gibco).

Las células obtenidas de GL fueron cultivadas en medio RPMI completo
(RPMIc) compuesto por: RPMI-1640 (Gibco) suplementado CO;I 10% de SFB, 10mM
HEPES (Gibco), 1% de antibidticos [100 U/ml penicilina + 100 pg/ml estreptomicina

(Gibco)], y 50 uM de 2-B-mercaptoetanol (SigmaAldrich, EEUU).

6.5 Cultivos in vitro

Para los cultivos de caracterizacion de MSCs, se sembraron 2x1 0% células en
placas de 6 pozos (dia -1) y se incubaron a 37°C, 5% CO: atmosférico, hasta que
éstas se adhirieran al plastico e iniciaran su proliferacién. Al dia 0, las células fueron
estimuladas con 20 6 40 ng/mL de I[FN-y recombinante murina (Peprotech, NJ, EEUU);
20 6 40 ng/mL de IL-33 recombinante murina (Peprotech) o una combinacion de ambas
citoguinas a una concentracion final de 20 ng/mL cada una; ademas, como control, un

pozo sin citoquinas. La estimulacién se realizé por 24 horas, juego, se rescatd el
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sobrenadante de cada una de las condiciones y se almacend a -20°C para posteriores
analisis de cuantificacion de citoquinas. Cuando las células alcanzaron un 80% de
confluencia, éstas fueron desprendidas de la placa usando tripsina (0,05%) + EDTA
(0,53 mM), 1X (Corning). Las células en suspensién fueron lavadas con PBS 1X para
remover trazas de tripsina; posteriormente, una fraccién de las células fue separada
para analisis fenotipico por citometria de flujo, mientras que a la otra fraccion se le
exirajo su RNA total, como es descrito mas adelante.

Para los co-cultivos de MSCs con linfocitos T CD4", previamente se sembraron,
expandieron y estimularon MSCs con IFN-y (20 ng/mL}, IL-33 (20 ng/mL} y una
combinacién de ambas citoquinas {20 ng/mL cada una) por 24 horas, tras este tiempo,
las células fueron despegadas usando tripsina seglin lo descrito anteriormente.
Posteriormente, éstas fueron tratadas con 50 pg/mL de Mitomicina C (SigmaAldrich,
EEUU) durante 20 minutos para inhibir la proliferacion celular, y luego de lavar las
células para eliminar los restos del compuesto, se sembraron 2,5 x 10*MSCs en placas
de 24 pozos. Paralelamente, los linfocitos T CD4" fueron obtenidos a pattir de
suspensiones celulares derivadas de bazos de ratones reporteros Foxp3®T, las cuales
fueron purificadas medianie seleccién negativa usando el kit CD4* T Cell Isolation Kit ,
mouse (Miltenyi Biotec, CA, EEUU) siguiendo las instrucciones del proveedor. Las
células T CD4+ purificadas fueron puestas en la placa con MSCs a una razén de 1:10
(MSC:CD4+) en medio «MEM y finalmente se activé a los linfocitos con 1 ug/mL de
lonomicina (SigmaAldrich) y 50 ng/mL de PMA (SigmaAldrich), conservando
condiciones sin activacién como control. El cultivo se mantuvo a 37°C, 5% CO:
atmosférico, por 3 dias, momento en e! cual se rescataron las células presentes en

cada condicién para un anélisis fenotipico por citometria de flujo.
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6.6 Citometria de Flujo

Los analisis fenotipicos de MSCs se realizaron mediante citometria de flujo
utilizando los anticuerpos conira las siguientes moléculas murinas: CD11b (clon
M1/70), CD29 (clon HA2/5), CD44 (clon IM7), CD45 (clon [3/2.3), CD73 (clon TY/11.8),
CD117 (clon 2B8) y MHC-II (clon M5/114.15.2), todos ellos obtenidos desde Biolegend
(San Diego, CA, EEUU). Para el analisis fenotipico de linfocitos T CD4", se emplearon
los anticuerpos: CD4 (clon RM4-5), CD8 (clon53-6.7), CD25 (clon PC61), IL-17 (clon
TC11-18H10.1) todos Biolegend (San Diego, CA, EEUU) y anti Foxp3 (clon FJK-165)
de eBioscience (San Diego, CA, EEUU). Los anticuerpos se encontraban acoplados a
los fluorocromos FITC, PE, PerCP, PE-Cy5.5, PE-Cy7, APC o Pacific Blue. Para la
tincion intracelular de citoquinas, las células fueron previamente estimuladas con 50
ng/mL de PMA y 1 pg/mL de lonomicina por 5 horas, en presencia de 3 pg/mL de
Brefeldina-A. La tincion intracelular de Foxp3 se realizé usando el kit
Fixation/Permeabilization Staining kit {(eBioscience) seglin instrucciones del proveedor.
La adquisicién de los datos se realizo en el citémetro de flujo FACSCanto II™ (BD
Bioscience, EEUU), usando el software BD FACSDiva™ (BD Biosciences, EEUU).
Finalmente, el analisis de los datos se llevo a cabo con el software FlowJo (TreeStar,

Canton, OH, EEUU).

6.7 Testde ELISA

Se analizé los sobrenadantes de los cultivos celulares mediante ensayo de
ELISA tipo sandwich, con el fin de cuantificar las citoquinas TGF-@, IFN-y, IL-6, IL-10 e
IL-17 presentes en ellos. Para este propdsito se utilizaron anticuerpos purificados y
biotinilados para cada una de las citoguinas mencionadas (Biclegend, San Diego, CA,

EEUU), ademas de citoquinas recombinantes de raton para la elaboracién de las
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curvas estandar (Peprotech, NJ, EEUU). La medicion de la absorbancia se realizo a
450 nm en el equipo Infinite F50 (Tecan, M&nnedorf, Suiza), con el sofiware Magellan

(Tecan).

6.8 Deteccion de NO

Para la cuantificacién indirecta de NO en medio condicionado de cultivos de
MSCs, bajo los distintos tratamientos, se utilizé el Reactivo Modificado de Griess
(Sigma), segun instrucciones del proveedor. Brevemente, el nitrato {NOj3) generado
como compuesto quimico secundario en la produccién de NO por las MSCs, es
convertido en nitrito (NO,) por el Reactivo Modificado de Griess. Finalmente, la
medicién de la absorbancia se realizé a 550 nm en el equipo Infinite F50 (Tecan,

Mannedorf, Suiza), con el software Magelian (Tecan).

6.9 qRT-PCR

Luego de desprender las MSCs con tripsina, una fraccién de ellas fue apariada
para extraer el RNA total usando el kit de extraccién E.Z.N.A. Total RNA kif y siguiendo
las instrucciones del proveedor (Omega Bio-Tek, Norcross, GA, EEUU). El cDNA fue
preparado usando el kit iScript cDNA Synthesis (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). El
nivel de expresion de los genes iINOS, Arg1, MMP2, MMPS, ST2, IL-33 ¥ GAPDH (gen
housekesping) fue medido usando el sistema Mx3000P gPCR (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EEUU), utilizando el kit 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix
(Solis BioDyne, Tartu, Estonia) como detector fluorescente. Los partidores utilizados
para el analisis de cada uno de los genes se describen en la Tabla 1, los que fueron
obtenidos desde IDT DNA (Coralville, lowa, EEUU). El analisis fue realizado ufilizando
el método del delta- delta ct {(AACt), empleando el gen de la gliceraldehido 3-fofato

deshidrogenasa (GAPDH) como gen housekeeping.
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Tabla |. Lista de genes medidos por qRT-PCR y secuencias de partidores utilizados. En la tabla se
detalla la secuencia de partidores Forward y Reverse usados para los andlisis de expresion génica
mediante qRT-PCR de los distintos genes en estudio.

Gen Forward Reverse

Arg-1 TTT TAG GGT TAC GGC CGG TG CCT CGA GGC TGT CCTTTT GA

iNOS CCT TGG TGA AGG GAC TGA GC CAACGTTCTCCG TTC TCT TGC
IL-17RA AAA TAC CAC AGT TCC CAA GCC TGG GCG AAC TTT AGG ACC AC

1L-33 AAC AGGCCTTCTTCGTCCTT GGA CCA GGG CTT CGC CT

GAPDH CCAGGTTGTCTC CTG CGACTT CCT GTT GCT GTA GCC GTATTC A
MMP2 ATG GCA AGT ATG GCT TCT GC GAA GGG GAA GAC ACATGG GG
MMP9 TCT AGG CCC AGA GGT AAC CC CACTGC AGGAGGTCGTAGG

5T2 GTG ATAGTC TTAAAAGTG TTIC TGG TCA AAA GTG TTT CAG GTC TAA GCA

6.10 Trasplante de piel y tratamiento.
El dla previo a la cirugia {(dia -1) dos grupos de ratones fueron inyectados via
intraperitoneal con 1x10° MSCs. El primero de ellos, (desde ahora alagénico“*®),

recibié células pre- tratadas con IFN-y e IL-33 (20 ng/ml cada una), tal como fue

MSC)  recibié células sin

descrito anteriormente. El segundo, {desde ahora, alogénico
tratamiento, como control. Al dia siguiente (dfa 0), piel de cola (~1 cm?) de ratones
donantes C57BL/6 (singénico) o F1 (alogénico) fue trasplantada en el area dorsal de
ratones recipientes C57BL/6, los cuales se encontraban anestesiados con una solucién
de 27% ketamina (Ketamina) y 3% xilazina (Xylavet, ambos de Alfasan Lab, Woerden,
Holanda), usando 100 uL por 20 g de peso corporal mediante inyeccion intraperitoneal.
El estado de los injertos fue monitoreado tres veces por semana, considerandose
rechazados cuando un 80% del injerto se encontraba necrético o habia sido eliminado.
Al dia 13 post-cirugia se colectaron los GLds para preparacion de suspensiones
celulares, seglin lo descrito anteriormente, las cuales fueron caracterizacjas por

citometria de flujo y re-estimuladas ex vivo.
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6.11 Experimentos de re-estimulacién ex vivo

La suspension celular obtenida a partir de los GLds de animales trasplantados
fue llevada a una concentracion de 1x10°% células/mL en medio RPMIc y sembradas en
placas de 24 pozos y activadas policlonalmente con 5 pg/mL de anti-CD3 {(clon 2¢11;
Biolegend, EEUU) al dia 0. Después de 72 horas, los sobrenadantes fueron colectados

y almacenados a -80°C para posteriores anélisis por test de ELISA.

6.12 Analisis Estadistico
Los datos fueron analizados usando un test t de Student no pareado (o test de
Mann-Whitney) de ‘dos colas’. Se considerd p < 0.05 como la significancia estadistica.

El analisis se llevé a cabo utilizando el software GraphPad Prism 6 (GraphPad Prism

Inc, CA, EEUU).
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7 RESULTADOS

7.1 Caracterizacién fenotipica de MSCs

Como se menciond anteriormente, las MSCs son células adherentes para las
cuales no se ha descrito un marcador Unico y especifico que permita distinguirlas, sin
embargo, para el caso de MSCs murinas, se utiliza como consenso que éstas son
positivas para los marcadores CD29, CD44 y CD73 y negativas para marcadores de
linaje hematopoyéticos como CD11b, CD45 o CD117 {Dominici et al., 2006; Keating,
2012).

Aqui, se emplearon MSCs derivadas de médula ésea (MO) de raton, las cuales
expresan de forma constitutiva la proteina fluorescente roja RFP. Para verificar que no
existieran diferencias en el fenotipo de estas células reporteras con relacién a las MO-
MSCs wt, se comparé la expresion de marcadores ya mencionados en MSCs murinas
wt y reporteras mediante citometria de fiujo. Adicionalmente, se incluyé el andlisis tras
la estimulacién por 24 h con IFN-y e 1L-33 para evaluar el efecto que puedan tener en
el fenotipo de las MSCs. Como se muestra en la Figura 1, el tratamiento con dichas
citoquinas no afectd la expresion de marcadores candnicos de MSCs en las células
reporteras. Resultados similares fueron observados en MSCs wt (Figura
Suplementaria 1). Asi mismo, en ambas lineas, >90% de las células mostraron ser
positivas para los marcadores CD29, CD44 y CD73 y negativas para [os marcadores
de origen hematopoyético como CD11b, CD45 y CD117. Para efectos técnicos de los
resultados descritos a lo largo de este trabajo, se considerd la expresion de CD44,
CD45 y RFP para discriminar a las MSCs en los analisis que incluyen citometria de

flujo.
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Figura 1. Expresion de marcadores de superficie canonicos en MSC tratadas diferencialmente con
IFN-y e IL-33. MSCs-RFP+ derivadas de médula 6sea de raton fueron cultivadas en medio aMEM
completo, suplementado con 20 (azul) o 40 (verde) ng/ml de IFN-y, o con 20 (naranjo) o 40 (celeste) ng/ml
de IL-33, o ambas (rosa) a 20 ng/mL por 24 horas. Histogramas representativos de la expresion de
marcadores de superficie caracteristicos analizados por citometria de flujo. n=8 experimentos
independientes.

Se ha descrito que la estimulacion con altas concentraciones de IFN-y aumenta
la expresion de MHC-II en la superficie de las MSCs (Krampera et al., 2013; Le Blanc
et al., 2003), e incluso se ha sugerido que éstas podrian actuar como CPA bajo ciertas
condiciones (Chan et al., 2006; Stagg et al., 2006). Por este motivo, se evalué la
expresion de MHC-Il luego de la estimulacion con las citoquinas ya mencionadas. Tal
como se observa en la Figura 2, aquellos tratamientos que incluyen IFN-y, aumentan
de forma significativa la expresion de MHC-II en la superficie de MSC, tanto en la
frecuencia de células CD45-CD44+MHC-II+, como en la cantidad de dicha molecula
presente en la superficie, medida por la intensidad de fluorescencia media (MFI). Estos
resultados no se ven alterados por la presencia de IL-33 en el tratamiento que incluye
la combinacion de ambas citoquinas. Resultados similares se observaron en MSCs wt

(Figura Suplementaria 2).
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Figura 2. IL-33 no altera la expresion de MHC-Il inducida por en IFN-y en MSCs. (A) Células MSCs
fueron tratadas diferencialmente como se explica en la Figura 1. La expresion de MHC-II fue estudiada por
citometria de flujo bajo los distintos tratamientos, como lo indica el panel representativo de graficos tipo dot
plot. Todas las células analizadas son positivas para RFP y CD44 y negativas para CD45. (B) Tanto la
frecuencia de células MSCs MHC-II+ (arriba), como la intensidad media de fluorescencia (MFI) (abajo) de
la expresion de MHC-Il fueron graficadas para cada condicion. Las barras representan el error estandar de
la media (SEM), la significancia estadistica fue calculada mediante el analisis de Mann-Withney. * p<0,05 y
***p<0,001 versus condicion control sin estimular (SE). N= 8 experimentos independientes.

7.2 IFN-y junto a IL-33 induce la expresion de moléculas inmunomodulatorias

en MSCs.

Nuestro grupo ha reportado previamente que IL-33 posee una funcion
inmunomoduladora al promover la diferenciacion de linfocitos Tregs in vivo (Gajardo et
al., 2015). Basados en esta observacion y en los diversos trabajos donde se describe
el efecto regulador de esta citoquina en otros tipos celulares (Molofsky et al., 2015;
Rivellese et al., 2015), ademas del hecho de ser una citoquina de la familia de la IL-1
(Schmitz et al., 2005), se decidié evaluar si el tratamiento de MSCs con IL-33 tendria
un efecto en la produccion de factores regulatorios en MSCs. Cuando las MSCs son

expuestas a un estimulo pro-inflamatorio (como por ejemplo, IFN-y solo o en conjunto
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son TNF-a o IL-1B), éstas responden liberando factores solubles al medio o
promoviendo la expresion de enzimas capaces de modular la respuesta de distintas
células del sistema inmune. En esta linea, se ha descrito que MSCs tratadas con IFN-y
aumentan la expresion de iINOS (Ren et al., 2008), enzima encargada de la produccion
de NO, que es capaz de afectar la proliferacion de linfocitos T y, en algunos casos,

inducir la diferenciacion de Tregs (Niedbala et al., 2006; Sato et al., 2007).

Se ha descrito que en macrofagos existe una relacion inversa entre la expresion
de las enzimas involucradas en el metabolismo de la arginina Arg1 e iNOS (Rath et al.,
2014). Mientras que Arg1 (enzima que hidroliza la arginina en ornitina y urea) se
expresa en macrofagos M2 asociados a un perfil antiinflamatorio, INOS (enzima que
metaboliza arginina en NO y citrulina) se expresa en macréfagos M1, asociados a un
perfil pro-inflamatorio. Por este motivo, resulté de interés analizar si existia una
expresion diferencial de ambas enzimas en MSC pre-estimuladas, haciendo una
analogia con lo ocurrido en macréfagos. En la Figura 3, se observa que los niveles de
expresion de Arg1 disminuyen en todos los tratamientos en comparacion a la condicion
basal sin estimulo (linea punteada). Por otra parte, el tratamiento de MSCs con sdlo
IFN-y no modifica los niveles de expresion de iNOS, sin embargo IL-33 estimula la
expresion de esta enzima de manera dramatica a 40 ng/mL. Interesantemente, la

combinacién de IFN-y e IL-33 induce un aumento significativo en la expresion de iNOS.

En el afio 2009, un estudio por Ding y colaboradores describic un nuevo
mecanismo de regulacion por parte de las MSCs, el que involucra la produccion de las
metaloproteinasas 2 y 9 (MMP2 y MMP9) y su efecto en la activacion de linfocitos T

(Ding et al., 2009). En aquel trabajo se demuestra que la presencia del marcador de
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activacion CD25 (cadena a del receptor de IL-2) en la membrana de los linfocitos T es
regulada a través de la accion de las metaloproteinasas 2 y 9, las cuales clivan a CD25
provocando la deficiencia en la captacion de IL-2, resultando en linfocitos T incapaces
de proliferar y ejecutar su funcion efectora. Por lo tanto, en este trabajo se incluyo el
analisis de la expresion de MMP2 y MMP9, observando que IL-33 solo induciria la
expresion de MMP9, lo que seria anulado en presencia de IFN-y, tal como se aprecia

en la Figura 3.
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Figura 3. IL-33 regula la expresién de algunos genes modulatorios en MSCs. La expresion relativa de
los genes INOS, Arg1, MMP2 y MMP9, relacionados con la funcion supresora de las MSCs, fue medida
por qRT-PCR. Las células fueron tratadas como se explico anteriormente, y el RNA total fue aislado para
la consiguiente sintesis de cDNA. Los niveles de expresion fueron calculados mediante el método del
delta-delta Ct (AACH), considerando como gen housekeeping a GAPDH. En los graficos, la condicion basal
sin estimular es representada mediante una linea punteada. Las barras representan el error estandar de la
media (SEM), la significancia estadistica fue calculada mediante el analisis de Mann-Withney. ns: no
significativo; * p< 0,05. n= 8 experimentos independientes.
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Por otra parte, se analizo el sobrenadante de los cultivos de células estimuladas
para cuantificar, mediante test de ELISA, distintas citoquinas presentes en él. En la
Figura 4 (izquierda) se observa que IL-33 induce un aumento significativo en la
secrecion de IL-6, tanto por sobre los niveles basales (condicién sin estimular), como
en aquellos tratamientos que solo reciben IFN-y. Asi mismo, los tratamientos que
incluyen bajas dosis de IL-33 (20 ng/mL), inducen un aumento significativo en la
secrecion de TGF-B (Figura 4, derecha), efecto que es aminorado con la
administracion conjunta de IFN-y a la misma concentracion, pero que sigue
representando un aumento significativo con relaciéon a la condiciéon basal sin estimulo.
Este mismo ensayo fue realizado para medir la concentracion de IL-10 e IL-17 en los
sobrenadantes de las células tratadas, sin embargo, la presencia de estas citoquinas

no fue detectada con este método.
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Figura 4. IL-33 promueve la secrecion de IL-6 y TGF-B en MSCs. Patron de secrecion de IL-6
(izquierda) y TGF-B (derecha) presentes en los sobrenadantes de células MSCs estimuladas
diferencialmente, como indican los graficos. Las citoquinas fueron cuantificadas a través del test de ELISA.
No se detectd presencia de IL-10 ni IL-17. Las barras representan el error estandar de la media (SEM), la
significancia estadistica fue calculada mediante el andlisis de Mann-Withney. * p<0,05; ** p<0,01;
***n<0,001 versus condicion sin estimular (SE). n = 8 experimentos independientes.
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7.3 MSCs tratadas con IFN-y e IL-33 afectan la proporcién y fenotipo de

linfocitos T CD4+ in vitro.

Para evaluar el efecto in vitro de las MSCs pre-estimuladas sobre linfocitos T
CD4+, se realizaron co-cultivos, los que se mantuvieron durante 3 dias en presencia de
PMA e lonomicina. Al téermino de los co-cultivos, se recuperaron las células para su
analisis a traves de citometria de flujo. Los datos indican que, si bien no hay diferencias
significativas, las MSCs estimuladas con IFN-y disminuirian la frecuencia de linfocitos T
CD4+ activados medidos por la frecuencia de CD25 (Figura 5, izquierda).
Alternativamente, la presencia de IL-33 reduce el porcentaje de linfocitos T CD4+

CD25+Foxp3+ reguladores (Figura 5, derecha).
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Figura 5. MSCs pre- estimuladas con IFN-y e IL-33 afectan levemente la frecuencia y fenotipo de
linfocitos T CD4+ in vitro. MSCs pre-estimuladas con los tratamientos de citoquinas (IFN-y y/o IL-33)
durante 24 horas, fueron co-cultivadas con linfocitos T CD4+ (reporteros para Foxp3) a una razon 1:10
(MSC:CD4°T) durante 3 dias. En los co-cultivos, los linfocitos fueron activados usando PMA (50 ng/mL) e
lonomicina (1pg/mL). Los graficos muestran las frecuencias de linfocitos T CD4+CD25+ (izquierda) y
linfocitos T CD4+CD25+Foxp3+ (derecha). Las barras representan el error estandar de la media (SEM), la
significancia estadistica fue calculada mediante el analisis de Mann-Withney. ns: no significativo. n= 4
experimentos independientes.

32




7.4 Rol de MSCs moduladas con IFN-y e IL-33 en la respuesta inmune a

trasplante de piel

Como se mencioné inicialmente, las MSCs han sido probadas en distintos
modelos de trasplante de drganos sdlidos, en algunos casos, obteniendo resultados
exitosos que promueven la sobrevida del injerto {Bartholomew et al., 2002; Casiraghi et
al., 2008; Casiraghi et al., 2012; Ding et al., 2009); sin embargo, en olros casos se
presentan resultados poco favorables (Koch et al., 2013; Mielcarek et al., 2011), lo cuat
en parte se atribuye a la diversidad de protocolos utilizados. Para evaluar el efecto in
vivo de las MSCs pre-tratadas en respuesta a aloinjerto, se empleé un modelo de
trasplante de piel en raton, el cual ha sido estandarizado por nuestro laboratorio y
permite evaluar la dindmica celular durante el rechazo al alcinjerto. Para ello, dos
grupos de ratones de la cepa C57BL/6 fueron inyectados el dia previo a la cirugia (d-1)
con 10° células via intraperitoneal: uno con células pre-estimuladas (Alogénico™S¢@h
por 24 horas con IFN-y el [L-33 (20 ng/ml cada una) y otro grupo con células sin

MSCy Al dfa cero (d0), estos ratones fueron trasplantados con

estimular (Alogénico
injertos de piel alogénicos, y ademés se agregaron los grupos control con injerto
alogénico sin inyeccién de células (Alogénico) y otro grupo control con injerto de piel

singénico sin inyeccion de células (Singénico), tal como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Modelo de trasplante de piel de raton. El dia previo a la cirugia (d-1), ratones C57BL/6 son
inyectados intraperitonealmente con 10° MSCs sin estimular (MSC) 6 pre-tratadas por 24 horas con 20
ng/mL de IFN-y y 20 ng/mL IL-33 (MSC(2X)). Al dia 0 (d0), ambos grupos reciben injertos de piel
alogénicos de ratones F1 (C57BL/6 X BALB/c); paralelamente, dos grupos adicionales de ratones C57BL/6
reciben injertos alogeénicos ¢ injertos control singénicos (provenientes de ratones C57BL/6). Trece dias
después (d13) de la cirugia, los ratones son eutanasiados para obtener suspensiones celulares a partir de
los GLds del injerto, las cuales fueron analizadas por citometria de flujo o estimuladas ex vivo, para
cuantificacion de citoquinas.

Al dia 13 post-trasplante (d13), los ratones fueron eutanasiados para analizar
las poblaciones celulares presentes en GLds. También se registro la sobrevida de los
trasplantes, pero aquellos grupos experimentales tratados con las distintas MSC no
mostraron resultados concluyentes ya que todos los animales aceptaban los aloinjertos
en cierto grado. Debido a esto, disefiamos una estrategia de analisis para asi reportar
cuantitativamente el efecto del tratamiento con MSC. Para ello, se considero el
segmento de piel trasplantado al inicio como un 100% del total; éste fue dividido en 9
cuadrantes iguales, como se esquematiza en la Figura 7A, y en base a esto se
determind qué fraccion de estas divisiones aun permanecia en el animal al dia 13 post-
trasplante. La Figura 7B muestra el estado representativo de los injertos al momento
del analisis. Como se aprecia en la Figura 7C, los ratones del grupo Alogénico™®

presentan un mayor porcentaje de tejido remanente, lo cual es congruente con lo
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MSC2) presentan

reportado en la literatura. Sin embargo, los ratones del grupo Alogenico
un porcentaje mucho menor de tejido remanente, comparable a la de los ratones de la

condicion Alogeénico.
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Figura 7. Ratones tratados con MSC pre-estimuladas con IFN-y e IL-33 no aceptan completamente
el injerto. (A) Para determinar el porcentaje de tejido remanente al dia 13 post-trasplante, se considero el
injerto inicial (~1cm2), dividido en 9 cuadrantes, como un 100% del total del injerto. Al momento del
andlisis, se evalud el remanente del injerto considerando el porcentaje de tejido que aun permanecia en
base a estas divisiones. (B) Estado representativo de los injertos en ratones de las distintas condiciones
en estudio al dia 13 post-trasplante (C) Porcentaje de tejido remanente al di a 13 post-cirugia, en ratones
trasplantados. Las barras representan el error estdndar de la media (SEM), la significancia estadistica fue
calculada mediante el analisis de Mann-Withney. @ condicion Alogénico versus Alogénico™ @, p>0,05; co:
condicion r’-\logénicc:MSC versus AIogénicoMSC(z"). p>0,05. Datos de 3 experimentos independientes, con n= 8-
10 animales por grupo.

De forma paralela, las poblaciones celulares obtenidas de GLds fueron
analizadas por citometria de flujo. Como se muestra en la Figura 8, se observa una
disminucion estadisticamente significativa en el numero total de Tregs y células T
efectoras CD4+ y CD8+ presentes en GLds al comparar las condiciones alogénico

MSC

versus alogénico™*“®) |0 que se condice con el nimero total de células presentes en

GLds (Figura suplementaria 5) en donde se observa la misma tendencia. No se
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observé un cambio estadisticamente significativo en la frecuencia de dichas
poblaciones en respuesta a los distintos tratamientos (Figura suplementaria 6). Al
comparar la razon entre Tregs y Teff CD4+ (razdon Tregs/Teff) se observa una
disminucion estadisticamente significativa en la condicion Alogénico™S“® versus
alogénico sin tratar (Figura Suplementaria 7), lo que sugiere que en los animales con
injerto alogénico tratados con MSC® hay un enriquecimiento de células T CD4+

efectoras y una disminucion en la poblacion de células Tregs.

N° Tregs (10%)
N* Tef CD4" (10%
N*Tef CD8*(10°%)

Figura 8. MSCs pre-estimuladas con IFN-y e IL-33 disminuyen numero total de poblaciones de
linfocitos en GLds. Numero de linfocitos T reguladores (CD8 CD4* CD25" Foxp3') (izquierda); linfocitos
T CD4" efectores (CD8 CD4" Foxp3’) (centro); y linfocitos T CD8” efectores (CD8" CD4 Foxp3') (derecha).
Las barras representan el error estandar de la media (SEM), la significancia estadistica fue calculada
mediante el analisis de Mann-Withney. * p<0,05; ns: no significativo. Datos de 4 experimentos
independientes, con n= 2-5 animales por grupo.

En un experimento independiente, se midio por citometria de flujo la presencia
de IL-17A intracelular en poblaciones de linfocitos T CD4+. Como se muestra en la
Figura 9A, la condicion Alogénico™*®®) presenta un aumento en la frecuencia de
células IL-17A+, aunque éste no alcanza a ser estadisticamente significativo. Por su
parte, dentro de ésta poblacion T CD4+ se analizd la expresion del factor de

transcripcion maestro de Tregs, Foxp3 (Figura 9B), encontrandose que aquellos
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animales que recibieron MSCs pre-tratadas, presentan un aumento en la frecuencia de

células que expresan conjuntamente IL-17A y Foxp3.
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Figura 9. Animales trasplantados y tratados con MSCs pre-estimuladas con IFN-y e IL-33 presentan
un aumento en la frecuencia de linfocitos CD4+ IL-17A+ en GLds. (A) Frecuencia de células CD4+ IL-
17A+ (C) Frecuencia de células CD4+ IL17+ Foxp3+. Las barras representan el error estandar de la media
(SEM), la significancia estadistica fue calculada mediante el andlisis de Mann-Withney. ns: no significativo.
Datos de un experimento independiente, con n= 2-3 animales por grupo.

Finalmente, se realizd una re-estimulaciéon ex vivo de las células provenientes
de GLds durante 72 horas, para medir mediante test de ELISA el patron de citoquinas
presente en el sobrenadante de éstas. En este caso en particular, se analizé la
presencia de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-y e IL-17, ambas descritas como
efectoras en el rechazo a trasplante. Adicionalmente se midid¢ la produccion de la

citoquina anti-inflamatoria IL-10.

Los resultados indican que existe produccion de ambas citoquinas pro-
inflamatorias en animales trasplantados, pero que los animales de la condicion

MSC(2X

Alogénico 'presentan una tendencia a la disminucion en la produccion de IFN-y

(Figura 10A, izquierda), acompafiada de un leve aumento en la secreciéon de IL-17
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(Figura 10A, derecha), lo cual se condice con lo descrito en la literatura (Harbour et al.,
2015; Liu et al., 2015). Por su parte, al analizar la produccion de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10 (Figura 10B), no se observan diferencias estadisticamente
significativas, asi como tampoco se logra apreciar alguna tendencia clara que

demuestre diferencias entre los tratamientos.
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Figura 10. Animales trasplantados y tratados con MSCs pre-estimuladas con IFN-y e IL-33
presentan cambios en el patron de citoquinas producidas en respuesta al aloinjerto. Células
provenientes de GLds del injerto fueron activadas policlonalmente ex vivo con anti-CD3. Luego de 96
horas de estimulacion, se recolectd el sobrenadante para cuantificar las citoquinas presentes mediante
test de ELISA. (A) Niveles de las citoquinas pro-inflamatorias |IFN-y (izquierda) e IL-17 (derecha). (B)
Niveles de la citoquina anti-inflamatoria IL-10. Las barras representan el error estandar de la media (SEM),
la significancia estadistica fue calculada mediante el andlisis de Mann-Withney. ns: no significativo; * p<
0,05 versus condicidn alogénica sin tratamiento (Alogénico). Datos de un experimento independiente, con
n= 2-3 animales por grupo.
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8 DISCUSION

En los ultimos afios, se han llevado a cabo numerosos estudios demostrando el
potencial de las MSCs para modular diversas poblaciones del sistema inmune,
mediante un gran nlimero de mecanismos que involucran tanto la liberacién de factores
solubles al medio, como el contacto directo con la célula blanco. Estos estudios cobran
especial importancia pensando en las posibles aplicaciones en el campo clinico, donde
se requiera restaurar un estado de tolerancia inmunolégica, como por ejemplo, el
tratamiento de enfermedades autoinmunes o el rechazo a trasplanies. Se ha
demostrado que para que las MSCs puedan desplegar su potencial regulador,
requieren de un estimulo pro-inflamatario. Es por esto, que resulta interesante estudiar
el efecto de MSCs pre-moduladas, pensando en una posible ferapia en donde puedan
ser administradas antes de que los signos clinicos de la enfermedad comiencen a

manifestarse.

Como primer objetivo de este trabajo, se realizé una caracterizacion in vitro de
MSCs cultivadas en presencia de IFN-y con IL-33 durante 24 horas, en donde se
observé que no existen cambios significativos en la expresion de marcadores
caracteristicos de MSCs (Figura 1). Como se mencioné al inicio, las MSCs presentan
una muy baja expresién de MHC-Il en su superficie. Sin embargo, se ha descrito que
IFN-y es capaz de promover la expresion de esta molécula (Krampera et al., 2013; Le
Blanc et al., 2003), lo cual se condice con lo observado en el presente estudio: todos
los tratamientos que incluyen a [FN-y aumentan de forma significativa la frecuencia de
células MHCG-1I+ y la cantidad de esta molécula presente en la superficie de la células,

evidenciado por aumento en la MFI (Figura 2). Los tratamiento que incluyen solo [IL-33,
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no aumentan de forma significativa la frecuencia de células MHC-II+, y cuando es
incluida conjuntamente con IFN-y, no parece alterar la accién de éste. Esto resulta
importante, pensando en la posible capacidad de estas células de actuar como CPAs,
afectando por ejemplo, la biologia de otras poblaciones celulares como linfocitos T. No
obstante, para corroborar dicha hipétesis, se requetird medir la expresion de moléculas
co-estimulatorias (como CD80 o CD86), las cuales son necesarlas para una cotrecta
presentacion antigénica, al inducir la expresion de proteinas antiapoptoticas y estimular
la sintesis de factores de crecimiento y citoquinas que favorecen la proliferacion y
diferenciacién de linfocitos T (Abbas et al, 2012). Una presentacion antigénica en
ausencia de co-estimulacion, conlleva a una falta de respuesta en linfocitos (anergia), o
la induccion de apoptosis (Abbas et al, 2012), lo cual podria considerarse como un
posible mecanismo mediante el cual estas células estén inhibiendo la respuesta

inmune.

Por otra parte, resuita importante evaluar la expresién superficial de MHC-Il en
las MSCs, debido al posible rechazo celular que estas puedan generar luego de ser
administradas. Diversos autores han catalogado a estas células como inmuno-
privilegiadas, dada la baja expresion de MHC, tanto clase | como clase I, lo que
resultaria en una baja inmunogenicidad al administrarlas alogénicamente. Sin
embargo, algunos estudios plantean que la administracién in vivo de MSCs alogénicas
promueve una respuesta inmune en el receptor mediante la generacion de anticuerpos
alo-reactivos (Badillo et al., 2007) o el reclutamiento de macrofagos y neutréfilos al sitio
de inyeccion (Grinnemo et al., 2004; Xia et al., 2004), lo que promoveria el rechazo de
estas células. Se ha planteado también que dicha reaccion estaria determinada por el

contexto y la capacidad de las MSCs de expresar factores inmunosupresores (Ankrum
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et al., 2014); es decir, un ambiente pro-inflamatorio, local o sistémico, permitiria a las
MSCs desplegar sus capacidades supresoras o© anti-inflamatorias debido al
licenciamiento de éstas, lo que a su vez suprimiria la activacién de linfocitos o la
maduracién de CPAs, retrasando o impidiendo su rechazo. En contraposicion a ello, si
no se logra un correcto licenciamiento, estas células pueden ser reconocidas y
destruidas por células inmunes, y los restos de estas células muertas pueden ser
procesados y presentados por las CPAs como sefiales de peligro o DAMPs (Ankrum et

al., 2014).

En esta caracterizacién in vitro se evalud también la expresion de algunas
moléculas relacionadas con las propiedades inmunosupresoras de las MSCs. De todas
las moléculas analizadas, luego del tratamiento combinado de citoquinas, la tnica que
aumenté significativamente su expresion a nivel de mRNA fue iNOS (Figura 3). Sin
embargo, esto no se asocia positivamente con la produccién de NO medida en el
sobrenadante, la cual es mucho menor a lo esperado (Figura Suplementaria 4). En
2014, Xu et al. encontraron que TGF-B puede actuar de forma autocrina sobre las
MSCs, disminuyendo [a expresion de INOS de manera SMAD3-dependiente, con [a
consiguiente baja en la produccion de NO, afectando la capacidad supresora de las
MSCs (Xu et al., 2014). En el presente trabajo, se demostro que el tratamienio con
IFN-y e IL-33 induce una mayor secrecion de TGF-B al medio por las MSCs, por lo que
la disminucion en la produccion de NO podria ser explicada en parte por esta inhibicion

de iINOS.
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Las células Tregs, como se ha mencionado anteriormente, son necesarias para
mantener la homeostasis inmune, apagando la respuesta de linfocitos T efectores, y se
caracterizan por la expresion del factor de transcripcion Foxp3, el cual juega un rol
crucial para mantener la estabilidad y funcion reguladora de estas células (Fontenot et
al., 2005). Existen dos tipos de Tregs, los cuales se clasifican seglin su origen: los
naturales {nTregs), originados en el timo, y los inducidos (iTregs) en tejidos periféricos
por diversos factores solubles, como TGF-B (Zhou et al., 2009). Por ofra parte, los
linfocitos Th17 son un subtipo de células T efectoras que juegan un rol importante en la
defensa contra patogenos extracelulares y hongos, ademas de estar involucrados en
ciertas enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple, artritis reumatoide, lupus
(Korn et al., 2009) y el rechazo a trasplante (Atalar et al., 2009). Las células Th17
producen IL-17A, IL-17F e IL-22 como citoquinas efectoras. RORyt es el factor de
transcripcion maestro de este perfil, el cual juega un rol clave para la expresién
constitutiva de IL-17, y que es inducido por TGF-B en combinacién con ofras citoquinas
pro-inflamatorias como IL-6 (Chen et al., 2007; Korn et al., 2009). Se evidencia
entonces que TGF-B es un factor comun en la diferenciacién de iTregs y linfocitos
Th17, por lo que el perfil adquirido dependera de los niveles de otras citoquinas

presentes en el medio.

Reportes anteriores mostraron que las MSCs producen metaloproteinasas
(MMP2 y MMP9) capaces de clivar a los recepiores CD25 presentes en la membrana
de linfocitos T, afectando su proliferacién (Ding et al., 2009). Por el contrario, como se
muestra en la Figura 3, los niveles de ambas MMPs no muesiran cambios de
expresion génica bajo los distinfos tratamientos, lo cual se correlaciona con los

resultados obtenidos en los co-cultivos de linfocitos T CD4+ con MSCs pre-tratadas
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(Figura 5). Del mismo modo, la frecuencia de células T CD4+CD25+ no mostrdé un
cambio significativo entre tratamientos. Por ofro lado, se observd que MSCs fratadas
disminuyen la frecuencia de Tregs Foxp3+, lo que se correlaciona con los resultados

obtenidos en el modelo in vivo (Figura 7 y Figura Suplementaria 6).

A partir de los sobrenadantes de MSCs, se evalué por test de ELISA la
presencia de citoquinas asociadas a sus funciones moduladoras. Se observd que el
tratamiento conjunto de IFN-y con IL-33, induce un aumento en la secrecion de IL-6 y
TGF-B. Diversos reportes mencionan que la combinacidén de dichas citoquinas
favorecen la polarizacion de linfocitos T naive a células efectoras Th17 (Bettelli et al.,
2006; Mangan et al., 2006). Mas aun, células Tregs también ven afectado su fenotipo
al ser expuestas a estas citoquinas (Beriou et al., 2009; Xu et al., 2007). Se ha descrito
que existe un fenémeno de plasticidad fenotipica asociada a los distintos subtipos de
linfocitos T, en el cual células efectoras ya comprometidas en un determinado perfil,
pueden cambiar su fenofipo bajo determinadas condiciones. Lo mismo ha sido
demostrado para células Tregs: existe una aita plasticidad entre fenotipo Treg y
fenotipo Th17. Por ejemplo, en estudios in vivo de Yurchenko et al. (2012), se observd
que, particularmente en intestino o en sitios de infeccion parasitaria, nTregs poseen
una gran plasticidad fenotipica y son altamente propensos a perder la expresion de
Foxp3, reprogramando su perfil principalmente hacia un fenotipo Th17 (Yurchenko et
al., 2012). En este estudio, se encontré que la produccion de IL-17 ocurre antes de que
disminuya la expresién de Foxp3, presentandose células dobles positivas que serian
un intermediario en la transicion de estos dos fenotipos. Esto ha llevado a plantear que,
tras ser expuestos a un microambiente pro-inflamatorio, células Tregs aumentarian la

expresion del factor de transcripcién RORyt, caracteristico del perfil Th17, lo que
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promoveria la produccién de IL-17 en estas células, la desestabilizacion de Foxp3 yla

pérdida de la funcidn supresora (Du et al., 2014).

En los resultados del modslo in vivo, se observa que en aquellos ratones que
recibieron células MSC pre-tratadas antes del trasplante alogénico (Algénico“®“®),
existe una reduccion en el nuimero total de células T presentes en GLds, lo que
involucra una disminucion de poblaciones T efectoras (CD4+ y CD8+) y reguladoras
(Tregs). Experimentos adicionales son necesarios para poder dilucidar si esta baja en

el nimero de las poblaciones linfocitarias ocurre debido a un aumento en la migracion

hacia el injerto, o por inhibicion de la proliferacién celular, anergia o muerte celular.

Por otra parte, se observa que existe un enriquecimiento de células IL-~17A+ en
Glds, y que una fraccién de ellas es positiva también para Foxp3. Estos resultados
concuerdan con lo obtenido en la re-estimulacion ex vivo, en donde se evidencié un
aumento en la secrecion de IL-17A al medio en aquellos cultivos provenientes de
ratones tratados con MSCs pre-estimuladas y que se cotrelaciona con una disminucion
en la secrecién de IFN-y al medio (Harbour et al., 2015; Liu et al., 2015). Esto permite
hipotetizar que, al momento del andlisis (13 difas post cirugia), esté ocurriendo una
transicién entre los distintos subtipos de linfocitos T, favoreciendo una polarizacion
hacia un perfit Th17, asociado con una desestabilizacién en el fenotipo de Tregs, los
cuales estarian comenzando a producir IL-17 y, posiblemente, perdiendo su capacidad
supresora, lo cual se veria reflejado a simple vista en el estado del injerto al dia del
andlisis, el que, si bien no ha sido totalmente rechazado, no se encuentra

completamente aceptado como uno singénico (Figura 7B-C).
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Al inicio de este trabajo, se menciond que las MSCs tienen la capacidad de
suprimir la respuesta de linfocitos Th17 en un eje que involucra la secrecion de IL-10 y
la generacién de Tregs productores de IL-10 (Ghannam et al., 2010; Qu et al., 2012).
Sin embargo, en al afio 2009, Guo et al. demostro mediante un analisis de citoquina
intracelular, que en co-cultivos de PBMC humano con MSCs, pese a existir una
supresion significativa en la proliferacién de linfocitos T CD4+, hay un enriquecimiento
en la frecuencia de células IL-17+, acompafiadas de una disminucién en la frecuencia
de células Th1 IFN-y+ (Guo et al., 2009). Esto mismo se corrobord analizando el perfil
de citoquinas presente en los sobrenadantes de los cultivos, encontrando un pafron
similar. Los autores plantean que este efecto seria mediado en parte por un aumento
de IL-6 en el microambiente, proveniente de las MSCs en co-cultivo, la cual favorece la
polarizacién Th17, relacionandose con lo observado en los resultados del presente

frabajo.

Estos resultados resultan de gran interés, puesto que se ha descrito que los
linfocitos T IL-17+ Foxp3+ resultan ser mas inmunosupresores que Tregs IL-17-, bajo
condiciones en que el estimulo del receptor de linfocitos T (RLT) no es tan fuerte (Li et
al., 2012a). Aunque no se han estudiado ampliamente los mecanismos supresores de
los linfocitos T IL-17+ Foxp3+, si se ha descrito que, al menos en células murinas,
éstas poseen funciones citotéxicas mediadas por granzima B y perforina {Li et al.,
2012a). Por ofra parte, estas células doble positivas tambien poseen funcion efectora,
ya que, ademas de secretar [L-17, también pueden secretar niveles moderados de IL-2
e IFN-y (Kryczek et al., 2011). Esto convierte a estas células en una atractiva opcidn
conira agentes patogénicos o antitumoral, pero al mismo tiempo incrementa la

susceptibilidad a una respuesta autoinmune.
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Por lo tanto, el tratamiento combinado de IFN-y e IL-33 afecta el fenotipo y
funcién de MSCs, las cuales, al ser administradas in vivo, modulan la respuesta
inmune promoviendo una polarizacion Th17 y posiblemente afectando el eje
Treg/Th17. Aunque se requieren estudios adicionales para dilucidar los mecanismos
asociados a este fenémeno, la induccién in vivo de linfocitos Th17+ Foxp3+, promovida
por la administracion de MSCs pre-estimuladas con [FN-y con IL-33, ofrece opciones
promisorias en el campo clinico como fratamiento antitumoral o antibacteriano. Por
este motivo, seria interesante probar otros modelos in vivo, como por ejemplo, modelos
tumorales o infecciosos, en donde los efectos en el sistema inmune, gatillados por las
MSCs pre-estimuladas con IFN-y e iL-33, pudiesen resultar en una mejoria de la
enfermedad, permitiendo optimizar protocolos ya existentes o terapias establecidas, asi
como mejorar el prondstico de la enfermedad, al mejorar la calidad de vida del

paciente.
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9 CONCLUSIONES

9.1 El tratamiento combinado de IFN-y con IL-33 no altera la expresién de marcadores
clasicos de MSCs (CD29, CD44, CD73) ni induce la expresion de marcadores
hematopoyéticos (CD45, CD11b, CD117). Pese a esto, se observa un aumento en
la frecuencia de células MHC-I1+ mediado por la accidn de IFN-y.

9.2 El tratamiento conjunto de IFN-y con IL-33 si bien, aumenta la expresion a nivel de
mRNA de iINOS, no aumenta la secrecion de NO al medio. Sin embargo, si
aumenta la secrecion de IL-6 y TGF- luego del tratamiento conjunto.

9.3 En animales trasplantados alogénicamente la infusion de MSCs pre-estimuladas
con IFN-y e IL-33, no previene completamente el rechazo al injerto. No obstante,
existe una disminucion en el numero total de células presentes en GLds, que
involucra a poblaciones efectoras (CD4+ y CD8+) y reguladoras (Tregs).

9.4 En animales trasplantados alogénicamente la infusién de MSCs pre-estimuladas
con IFN-y & [L-33, se observa un enriquecimiento de células IL-17+ en Glds, y una
fraccion de ellas es también Foxp3+. Los sobrenadantes de cultivos de células
aisladas de GLds de éstos animales, muestran un aumento en la secrecién de [L-
17, acompariada de una disminucion de IFN-y luego de una re-estimulacién ex vivo,
lo que sugiere que el tratamiento con MSCs pre-estimuladas, favorece la formacién

de células Th17 por sobre Tregs.
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Figura Suplementaria 1. Expresion de marcadores de superficie canonicos en MSC wt tratadas
diferencialmente con IFN-y e IL-33. MSCs derivadas de médula 6sea de raton wild type fueron
cultivadas en medio aMEM completo, suplementado con 20 (azul) o 40 (verde) ng/ml de IFN-y, o con 20
(naranjo) o 40 (celeste) ng/ml de IL-33, o ambas (rosa) a 20 ng/mL por 24 horas. Histogramas
representativos de la expresion de marcadores de superficie caracteristicos analizados por citometria de
flujo. n=4 experimentos independientes.
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Figura Suplementaria 2 Expresion de MHC-Il en MSCs wt tratadas con IFN-y e IL-33. Frecuencia de
células MSCs MHC-II+ (izquierda) e intensidad media de fluorescencia (MFI) de la expresion de MHC-Il en
MSC wt tratadas diferencialemente con IFN-y e IL-33 segun se indica. Las barras representan el error
estandar de la media (SEM), la significancia estadistica fue calculada mediante el analisis de Mann-
Withney. ns: no significativo; * p< 0,05; versus condiciéon control sin estimular (SE). n= 4 experimentos
independientes.
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Figura Suplementaria 3. Expresion de moléculas receptoras y produccion endégena de IL-33 en
MSCs. La expresion relativa de los genes IL-33, ST2 e IL-17AR, fue medida por gqRT-PCR. Las células
fueron tratadas como se explicé anteriormente, y el RNA total fue aislado para la consiguiente sintesis de
cDNA. Los niveles de expresion fueron calculados mediante el método del método del delta-delta Ct
(AACt), considerando como gen housekeeping a GAPDH. En los graficos, la condicion basal sin estimular
es representada mediante una linea punteada. Las barras representan el error estandar de la media
(SEM), la significancia estadistica fue calculada mediante el analisis de Mann-Withney, versus condicién
control sin estimular (SE); ns: no significativo. n= 8 experimentos independientes.

ns

ns

ns

3
|

Nitratos totales [uM]
L

c L] L] L) L] L] L]
SE  IFNwy IFN4y IL-33 IL-33 IFN+y
(20) (40) (20) (40) IL-33
(20)

Figura Suplementaria 4. Nitratos totales presentes en sobrenadantes de MSCs estimuladas
diferencialmente con IFN-y e IL-33. MSCs fueron tratadas con IFN-y (20 o 40 ng/mL), IL-33 (20 o 40
ng/mL) o una combinacion de ambas citoquinas (20 ng/mL cada una) durante 24 horas. Se midi6 la
presencia de nitratos totales en los sobrenadantes mediante el reactivo moditificado de Griess Las barras
representan el error estandar de la media (SEM). n= 8 experimentos independientes.
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Figura Suplementaria 5. Numero total de células presentes en GLds en ratones trasplantados. Las
barras representan el error estandar de la media (SEM),qwerty la significancia estadistica fue calculada
mediante el andlisis de Mann-Withney. ** p<0,01; ns: no significativo. Datos de 4 experimentos
independientes, con n= 2-5 animales por grupo.

% Tregs
% Tef CD4+

Figura Suplementaria 6. Frecuencia de poblaciones lmfomtarlas en GLds en ratones trasplantados.
Se muestra la frecuencia de linfocitos T reguladores (CD8" CD4 cD25" Foxp3) (izquierda); linfocitos T
CD4" efectores (CD8 CD4" Foxp3’) (centro); y linfocitos T CD8" efectores (CD8" CD4™ Foxp3') (derecha).
Las barras representan el error estandar de la media (SEM), la significancia estadistica fue calculada
mediante el analisis de Mann-Withney. * p<0,05; ns: no significativo. Datos de 4 experimentos
independientes, con n= 2-5 animales por grupo.
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Figura Suplementaria 7. Razén Treg/Tef en GLds de ratones trasplantados. Razon entre frecuencia
de linfocitos T reguladores (CD8 CD4" CD25" Foxp3") y linfocitos T CD4" efectores (CD8 CD4™ Foxp3).
Las barras representan el error estandar de la media (SEM), la significancia estadistica fue calculada
mediante el analisis de Mann-Withney. * p<0,05; ns: no significativo. Datos de 4 experimentos

independientes, con n= 2-5 animales por grupo.
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