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A

ACS: suero autdlogo condicionado
ADAMTS-4: Agrecanasa 1
ADAMTS-5: Agrecanasa 2

AINE: antiinflamatorios no esteroideo
ALP: fosfatasa alcalina

APC: aloficocianina

AT-MSCs: células madre mesenquimales
derivadas de tejido adiposo

B
B2M: beta-2 microglobulina

bFGF: factor de crecimiento fibroblastico
basico

BM-MSCs: células madre mesenquimales
derivadas de médula 6sea

BMP: proteina morfogenética ésea
BP: bisfosfonato

C

CCL: ligando de quimiocina

CCR: quimiocina receptora

CD: cluster de diferenciacion

CD: numero de doblajes celulares
cDNA: DNA complementario

CFU-F: unidades formadoras de colonias con
morfologia fibroblastica

COMP: proteina oligomérica de matriz
COX: ciclo-oxigenasa

CPA: célula presentadora de antigeno

CPII: carboxipropeptido del coldgeno tipo Il
CRF: factor de liberacion de corticotropina

CRP: proteina C reactiva

CS: condroitin sulfato

CXCL: quimioquina CXC ligando

CXCR: quimioquina CXC receptor

D

DC: célula dendritica

DID: degenerative joint disease

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DMOAD: farmaco modificador de estructura
para la osteoartritis

DMSO: dimetil sulféxido

DT: tiempo de doblaje celular

E

ECM: matriz extracelular

EDA: enfermedad degenerativa articular
EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético
EGF: factor de crecimiento endotelial
ELA: antigeno leucocitario equino

ELISA: ensayo por inmunoadsorcion ligado a
enzimas

FBS: suero fetal bovino

FC: frecuencia cardiaca

FDA: Food and Drug Administration
FITC: isotiocianato de fluoresceina
FR: frecuencia respiratoria

FSC vs SSC: Forware SCatter (eje X) versus Side
SCatter (eje Y)

G
GAG: glicosaminoglicano

GAGS: glicosaminoglicano sulfatado
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GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

GM-CSF: factor estimulador de colonias de
granulocitos-macrofagos

GvHD: enfermedad de injerto contra huésped
H

HA: 4cido hialurénico

HGF: factor de crecimiento hepatocitico

HLA: antigeno leucocitario humano

HV-UZ: Hospital Veterinario de la Universidad
de Zaragoza

ICAM-1: molécula de adhesién intercelular 1
IDO: indoleamina 2,3- dioxigenasa

IFD: interfalangiana distal

IFNy: interferén gamma

IFP: interfalangiana proximal

Ig: inmunoglobulina

IGF-1: factor de crecimiento insulinico 1

IL: interleuquina

IL-1Ra: antagonista del receptor de |la
interleuquina 1

IL-1B: interleuquina 1 beta

iNOS: sintasa de 6xido nitrico inducible

iPSCs: células madre pluripotentes inducidas
ISCT: Sociedad Internacional de Terapia Celular

IV: intravenoso

LIF: Factor Inhibidor de Leucemia

M

MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos
1

M-CSF: factor estimulador de colonias de
macrofagos

MFI: mean fluorescence intensity

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad
MLR: reaccion mixta de leucocitos

MMP: metaloproteinasa de matriz

MRI: imagen por resonancia magnética
mRNA: RNA mensajero

MSCs: células madre mesenquimales

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio

N

Nf: nimero final de células
Ni: nimero inicial de células
NK: natural killer, células
NO: 6xido nitrico

0]

OA: osteoartritis

OARSI: Sociedad Internacional de Investigacidn
en Osteoartritis

OC: osteocondrosis

OCD: osteoconderitis disecante

ODFR: radicales libres derivados del oxigeno
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
ORVA: obstruccién recurrente de vias aéreas
P

PAAG: hidrogel de poliacrilamida

PBS: tampdn fosfato salino
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PDGF: factor de crecimiento plaquetario
PE: ficoeritrina

PFA: proteina de fase aguda

PG: proteoglicano

PGE2: prostaglandina E2

PIGF: factor de crecimiento placentario
Poly (I:C): acido poliinosinico-policitidilico

PPARYy: receptor activado por proliferadores de
peroxisomas gamma

PRE: Pura Raza Espafiol, caballo
PRP: plasma rico en plaquetas

PSGAG: gliocosaminoglicano polisulfatado

Q

QOSC: lesiones quisticas del hueso subcondral
R

RT-qPCR: reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real

RUNX2: factor de  transcripcidn de
diferenciacion de los osteoblastos 2

S

SAA: amiloide sérico A

SCF: stem cell factor

SDF-1 (CXCL12): factor derivado del estroma 1

SDMOADs: farmacos modificadores de
estructura de accién lenta

SLRPs: pequefios proteoglicanos ricos en
leucina

SMOAD: farmaco modificador de los sintomas
para la osteoartritis

T

T reg: T reguladoras, células
TCR: T-cell receptor

TGF-B: factor de crecimiento transformante
beta

Th: T efectoras (helper), células
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RESUMEN

Las patologias articulares como la osteoartritis (OA) suponen un considerable impacto
econdmico y sobre la salud tanto en las personas como en los caballos. Su valor como paciente
y como modelo animal ha hecho del caballo una especie de enorme interés para el estudio de
terapias aplicadas a esta patologia. No existe actualmente ningln tratamiento totalmente
efectivo para la OA, lo que ha despertado el interés por la medicina regenerativa y, en
concreto, por las células madre mesenquimales (MSCs), cuya aplicacién estd mostrando
resultados prometedores. El poder terapéutico de las MSCs se atribuye principalmente a sus
propiedades anti-inflamatorias e inmunorreguladoras, las cuales son estimuladas por la
exposicién a citoquinas pro-inflamatorias como IFNy y TNFa, sugiriendo que el desarrollo
completo del potencial regulador de las MSCs requiere de activacidon. Sin embargo, la
exposicién a ambientes inflamatorios también puede conllevar efectos no deseables sobre las
MSCs, como la disminucidn de su viabilidad y de su capacidad de diferenciacién, o el aumento
en la expresién de moléculas inmunogénicas, lo cual puede tener repercusiones en su uso
alogénico. Las MSCs alogénicas son susceptibles de ser reconocidas por el sistema inmune del
receptor, pero la baja expresion de MHC y sus propiedades inmunorreguladoras les confieren
potencial para evitar ser detectadas. La inflamacidn influye sobre el equilibrio entre la
expresion de factores inmunomoduladores e inmunogénicos, el cual es crucial para que las
MSCs sean capaces de evadir al sistema inmune y puedan desempefiar sus efectos
terapéuticos.

La presente Tesis Doctoral parte de la hipdtesis de que aplicando un estimulo
inflamatorio adecuado in vitro podria incrementarse el potencial terapéutico in vivo las MSCs
equinas al aumentar sus propiedades inmunorreguladoras. Dado que este tipo de estimulacidn
podria ir asociada a efectos no deseables, éstos también deben ser considerados. Por ello, el
objetivo general de la presente Tesis Doctoral es estudiar el efecto in vitro de distintos
estimulos inflamatorios sobre las MSCs equinas y analizar posteriormente in vivo la seguridad y
eficacia de estas células, estimuladas y sin estimular, aplicadas en un modelo de OA equina. Al
presentarse esta Tesis Doctoral en la modalidad de compendio de publicaciones, el trabajo
desarrollado para alcanzar este objetivo se recoge en cuatro articulos indexados ya publicados
en revistas incluidas en el Journal Citation Reports, y en un quinto manuscrito pendiente de
publicacion.

Puesto que el liquido sinovial de la articulacion inflamada contiene moléculas
inflamatorias, en primer lugar se estudid el efecto in vitro sobre las propiedades de las MSCs
equinas del cultivo en presencia de liquido sinovial inflamatorio. Esta condicidon fue bien
tolerada por las MSCs en términos de viabilidad y capacidad de diferenciacion, pero fue
insuficiente para inducir su perfil inmunorregulador. Ademas, dado que los niveles y tipos de
moléculas presentes en el liquido sinovial son heterogéneos incluso dentro del mismo tipo de
patologia, se planted la estimulacion in vitro de las MSCs con dosis concretas de citoquinas
pro-inflamatorias como potencial estrategia para aumentar su efecto terapéutico mediante la
induccion de su perfil inmunorregulador. Con este fin, se testd la exposicién a las citoquinas
proinflamatorias TNFa e IFNy (20ng/ml y 50ng/ml durante 72h), encontrando que estas
condiciones eran capaces de inducir la expresion de moléculas relacionadas con los
mecanismos inmunomoduladores de las MSCs. Sin embargo, estas condiciones también
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indujeron la expresion de moléculas inmunogénicas y disminuyeron la viabilidad y el potencial
de diferenciacion de las MSCs.

En vista de los efectos no deseables asociados a estas condiciones, se paso a estudiar el
efecto de dosis mas bajas y tiempos de estimulacion mas cortos con las mismas citoquinas,
encontrando que la exposicién a 5ng/ml de TNFa e IFNy durante 12h era capaz de inducir el
perfil inmunorregulador de las MSCs sin afectar a su viabilidad y plasticidad. Aunque estas
condiciones indujeron la expresion de MHC-1l y CD40, no afectaron a la expresidn de MHC-I ni
de otras moléculas coestimuladoras, por lo que se determiné que esta estimulacion podria ser
apropiada para aplicarla in vivo como estrategia terapéutica en un modelo equino de patologia
articular.

Debido al papel central de la inflamacidn en la OA y a los efectos beneficiosos de las
MSCs atribuidos a sus propiedades antiinflamatorias y reguladoras, se planted la necesidad de
monitorizar adecuadamente la progresién de la inflamacion articular durante el ensayo in vivo.
Esto condujo al interés de estudiar la haptoglobina como marcador inflamatorio en esta
patologia. EI aumento significativo y prolongado de la haptoglobina tanto en suero como en
liquido sinovial en el modelo equino de OA utilizado en el ensayo in vivo sugirié su potencial
para detectar y monitorizar la inflamacién en patologias articulares equinas.

El estudio in vivo utilizando administraciones repetidas de un pool alogénico de MSCs,
tanto estimuladas como sin estimular con las condiciones previamente definidas, mostré la
utilidad potencial de la activacidn ex vivo de las MSCs equinas como estrategia terapéutica
para patologias articulares. La respuesta inflamatoria ligera y transitoria observada en las 24
horas siguientes a la segunda administraciéon de MSCs estimuladas sugiere que la activacién de
las MSCs podria aumentar su inmunogenicidad, por lo que este aspecto debe ser tenido en
cuenta en su uso alogénico. La administracion de MSCs, ya fueran estimuladas o no, mostrd
efectos beneficiosos en la articulacidn, los cuales fueron mas evidentes a corto plazo. Aunque
no se encontraron diferencias muy marcadas entre el uso de MSCs estimuladas o sin estimular,
las MSCs estimuladas mostraron un mayor efecto antiinflamatorio y regulador, pese a la leve
reaccion observada tras su segunda administracién.

En conclusién, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran el potencial
beneficio de la estimulacion de las MSCs equinas con citoquinas proinflamatorias vy
contribuyen a comprender mejor el efecto de la inflamacién sobre el equilibrio
inmunomodulacién-inmunogenicidad de las MSCs y sus posibles implicaciones terapéuticas,
cuya investigacion es clave para avanzar hacia la consecucién de terapias celulares alogénicas
seguras y mas eficaces.
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SUMMARY

Joint pathologies such as osteoarthritis (OA) have great economic and health impact in
both human and horses. In addition to its role as a patient, the horseis a valuable animal
model for the study of OA therapies. Truly effective therapeutic options for this pathology are
not currently available. This fact has led to the interest in the regenerative medicine,
particularly in mesenchymal stem cells (MSCs), which investigation has provided promising
results in the OA field. The therapeutic benefit of MSCs is mainly attributed to their anti-
inflammatory and immune regulatory functions. These MSC properties are induced by
proinflammatory cytokines such as IFNy and TNFa, suggesting that the full MSC regulatory
potential requires previous activation. However, the exposure of MSCs to inflammatory stimuli
could also lead to deleterious effects on these cells, such as decreased viability and
differentiation ability or increased expression of immunogenic markers, with possible
implications for their allogeneic use. Allogeneic MSCs could be detected by the immune
system of the receptor, but their recognition could be avoided because of their low MHC
expression and immunomodulatory properties. Inflammation influences the balance between
immunomodulatory and immunogenic factors, which is key in the potential ability of MSCs to
evade the immune system and to elicit their therapeutic effects.

The initial hypothesis of this is Doctoral thesis is that the in vitro application of an
appropriate inflammatory stimulus could increase the in vivo therapeutic potential of equine
MSCs through the induction of their immune regulatory properties. The possible detrimental
effects of the inflammatory exposure on other MSC properties must also be taken into
account. Therefore, the aim of this Doctoral thesis is to study the in vitro effect of different
inflammatory stimuli on equine MSCs and the subsequent in vivo assessment of the safety and
effectivity of the stimulated and unstimulated cells in an equine OA model. As this Doctoral
thesis is presented as a collection of publications, the research developed in order to reach the
proposed objective is collected in four indexed articles published in journals included in the
Journal Citations Reports, and in a fifth unpublished manuscript.

Since the synovial fluid in an inflamed joint contains inflammatory molecules, the effect
of the in vitro exposure of equine MSCs to synovial fluid from naturally occurring articular
inflammation was firstly investigated. This condition was well tolerated by equine MSCs in
terms of viability and differentiation ability, but was insufficient to induce their immune
regulatory profile. In addition, the inflammatory level of the synovial fluid could be
heterogeneous even within the same pathology group. Therefore, it was proposed the in vitro
stimulation of equine MSC with definite concentrations of proinflammatory cytokines as
potential strategy to increase their therapeutic benefits through the induction of their
immunomodulatory properties. For this purpose, TNFa and IFNy were added to the culture
medium (20ng/ml and 50ng/ml during 72h) and it was found that these conditions induced the
expression of molecules related to the MSC immunomodulatory mechanisms. However, these
conditions also induced the expression of immunogenic markers and negatively affected the
viability and plasticity of equine MSCs.

In view of the deleterious effects associated to these conditions, the effect of lower
cytokines concentration and shorter times of exposure was assessed and it was shown that the
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stimulation of equine MSCs by 5ng/ml of TNFa and IFNy for 12h increased their immune
regulatory profile while not affecting their viability and differentiation ability. Even if this
condition induced the expression of MHC-Il and CD40, the expression of MHC-I and other
costimulatory molecules was not affected. Consequently, it was determined that this stimulus
could be suitable as an in vivo therapeutic strategy for being tested in an equine model of joint
disease.

The central role of the inflammation in the OA and the beneficial effects of MSCs
attributed to their anti-inflammatory and regulatory abilities made mandatory to properly
monitor the joint inflammation during the in vivo assay. This led to the interest on the study of
haptoglobin as inflammatory marker in this pathology. A significant and maintained
haptoglobin increase was observed in both serum and synovial fluid in the equine OA model
used in the in vivo investigation, suggesting the potential usefulness of this protein to detect
and monitor the inflammation in equine joint pathologies.

The in vivo study using repeat administrations of allogeneic MSCs, unstimulated and
stimulated with the previously defined conditions, showed the potential usefulness of the ex
vivo activation of equine MSCs as a strategy for treating joint pathologies. The slight and
transient inflammatory response observed within the 24h following the second injection of
stimulated MSCs suggests a possible immunogenicity increase associated to the cells
stimulation, so their allogeneic use needs further consideration. The administration of both
stimulated and unstimulated MSCs provided beneficial effects in the joint, more remarkable at
short-term. Even if great differences between the application of stimulated and unstimulated
MSCs were not found, stimulated MSCs showed increased anti-inflammatory and regulatory
effects despite the slight reaction observed after their second administration.

In conclusion, the results obtained in this Doctoral thesis show the potential benefit of
stimulating equine MSCs with proinflammatory cytokines and contribute to the better
knowledge of the effect of the inflammation on the MSC immunomodulation-immunogenicity
balance and its possible therapeutic implications, which investigation is key in advancing
towards the development of safe and effective allogeneic cell therapies.
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1. IMPORTANCIA DEL APARATO LOCOMOTOR DEL CABALLO Y SU
RELEVANCIA COMO MODELO ANIMAL

Se calcula que el caballo se domesticd unos 3.500 afios antes de Cristo, utilizandose al
principio sobre todo como fuente de alimentacidn, antes de comenzar a emplearse como
animal de carga y como un valioso medio de transporte, y de jugar un papel crucial en
incontables guerras. Este animal ha acompafiado al hombre a lo largo de siglos de historia y
actualmente, aunque el caballo y otros équidos siguen utilizandose en algunas regiones como
medio de trabajo y transporte, su papel en los paises desarrollados es principalmente
deportivo y de ocio. Esto no significa que el inicio del uso deportivo del caballo sea reciente, ya
que los juegos hipicos, o deportes ecuestres actuales, comenzaron desde tiempos muy
tempranos en la historia del caballo domesticado. Buenos ejemplos de ello son las carreras de
cuadrigas, las cacerias reales, o el torneo de justas de la Europa medieval. Sin embargo, el
cambio hacia el uso generalizado del caballo con fines deportivos como principal actividad
tuvo lugar en los tiempos modernos.

Muchas de las disciplinas hipicas actuales provienen de las tareas que anteriormente
desempafiaban estos animales, como el manejo de ganado. Otras, sin embargo, son disciplinas
mas sofisticadas como el salto, las carreras o la doma cldsica, dirigidas a mostrar diversas
aptitudes del caballo (Dunlop and Williams, 1996; Deraga, 2007). Algunas de estas disciplinas
conforman una fuerte industria que mueve importantes cantidades de dinero. Como ejemplo,
en Espafia la industria equina generd unos 5.300 millones de euros en 2012, lo que representa
el 0,51% del PIB espafiol (R.F.H.E, 2013).

Independientemente de cual sea la disciplina a la que se dedica el caballo, el buen
funcionamiento de su aparato locomotor es imprescindible para el desempefio de la misma.
Los caballos, al igual que los deportistas, sufren frecuentemente lesiones musculo-esqueléticas
derivadas del sobreesfuerzo de estructuras como tendones, ligamentos o articulaciones. Estas
patologias suponen mds del 80% de las causas de pérdida de rendimiento del animal e incluso
en ocasiones conllevan su completa retirada de la actividad deportiva, lo que se traduce en
importantes pérdidas econdmicas para la industria equina (Halper et al.,, 2006). Como
problema anadido, todas estas estructuras se recuperan muy lentamente y el tejido reparado
no posee las mismas caracteristicas biomecanicas que el original (Dahlgren, 2007), conllevando
una tasa de recaida de aproximadamente el 80% (Halper et al., 2006).

Se estima que la osteoartritis (OA) es la responsable del 60% de las cojeras en el
caballo. En un estudio de 2010 realizado en EE. UU., se calculaba que los costes por un caballo
que padeciera OA podian ir desde $3,000 hasta $15,000 por afio, lo que se traduce en millones
de ddlares en pérdidas, sélo en EE. UU. y sélo debido a la OA (Oke, 2009). Todo esto nos situa
ante un problema importante tanto en términos econémicos como de bienestar animal.

De todo lo expuesto se deduce que la busqueda de terapias para tratar los problemas
musculo-esqueléticos del caballo es un area de investigacién de gran importancia. Pero
ademas de su interés como paciente, el caballo tiene una gran relevancia como modelo animal
traslacional para la futura aplicacién de terapias a patologias locomotoras en pacientes
humanos. Muestra de ello es que la Food and Drug Administration (FDA) lo considera como el
modelo animal mas apropiado para estudiar terapias celulares en patologias musculo-
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esqueléticas con posterior aplicacion a la especie humana (Andnimo, 2005). Si la prevalencia
de OA es alta en el caballo no lo es menos en la especie humana, calculandose que la padecen
151 millones de personas en todo el mundo (Andnimo, 2010). Esto aporta un enorme interés
adicional a la investigacidn de tratamientos para patologias articulares en la especie equina. El
caballo se ha establecido como modelo animal tanto para lesiones tendinosas y ligamentosas
(Cadby et al., 2013), como para lesiones focales de cartilago y OA (Poole et al., 2010; Colbath
et al., 2017b) al presentar varias ventajas respecto a otras especies. Para empezar, el espesory
la composicidn del cartilago equino guardan una estrecha similitud con las caracteristicas del
cartilago articular humano (Poole et al., 2010). Por otra parte, su gran tamaifo facilita la
exploracién y la toma de muestras, permitiendo ademas que éstas sean de un tamafio o
volumen considerables, imposibles de obtener en especies mas pequefias. Como ventaja
adicional sobre otras especies de gran tamafio, como podrian ser la oveja o la cabra, el manejo
del caballo permite seguir de forma sencilla protocolos de rehabilitacion y entrenamiento
posteriores a la terapia, resultando en unas condiciones mdas similares a las pautas que se
utilizan con los pacientes humanos. Todas estas caracteristicas conforman al caballo como un
modelo animal muy apropiado para el estudio de terapias celulares aplicadas a problemas
articulares (Mcllwraith et al., 2012; Colbath et al., 2017b).

2. LA ARTICULACION

2.1. Estructura y funcion

De forma general para todas las especies de mamiferos, las articulaciones son las
estructuras del aparato musculo-esquelético que permiten la movilidad de un componente
6seo respecto a otro, conformando asi, junto con otros elementos, la locomocién del
individuo. Para cumplir con su funcién, las articulaciones necesitan tener una resistencia
comparable a la de los huesos para soportar las fuerzas producidas por el movimiento, a la vez
que suficiente elasticidad para absorber choques y permitir el deslizamiento sin friccion de los
extremos dseos. Todas estas condiciones, contradictorias entre ellas, tienen que confluir en
una Unica estructura que es la articulacion, resultando en una alta complejidad de la misma.
Como contrapartida a esta complejidad, estas estructuras estan dotadas con una capacidad de
reparacion muy baja.

Es importante mantener siempre una vision global de la articulacion, como si se tratara
de un érgano per se como el higado o el rifién, puesto que todos sus componentes interactian
estrechamente para cumplir con una funcién comun y la afeccidn de uno de ellos puede influir
en la funcidn fisioldgica del resto, dando lugar a una articulacidn patoldgica.

Las articulaciones pueden clasificarse siguiendo distintos criterios. Una clasificacion
general puede realizarse atendiendo a sus caracteristicas estructurales, es decir, segun el tipo
de tejido que conforme la conexién entre los huesos que van a articular, o bien segun el grado
de movilidad permitido. En la Tabla 1 se encuentran resumidas las caracteristicas principales
de los diferentes tipos de articulacién atendiendo a estos criterios y ejemplificados en el
caballo (Liebich and Kénig, 2005b).
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TIPO DE
ARTICULACION CONEXION GRADO MOVILIDAD EJEMPLOS EN EL CABALLO
Generalmente sinartrosis ~ Suturas que conectan los huesos del
(grado de movilidad muy  craneo
, . bajo)
. Tejido conectivo
Fibrosa denso
Algunas anfiartrosis Articulaciones intervertebrales
(movilidad reducida) (excepto C1-C2)
o , Generalmente s -
Cartilaginosa Cartilago . . Sinfisis huesos pubicos
anfiartrosis
No conexién Articulaciones del esqueleto

Siempre diartrosis
estructural entre

Sinovial , (amplio grado de
extremos Gseos: -
movilidad)

cavidad sinovial

apendicular (coxo-femoral, himero-
radial, radio-carpal, interfaldngicas,
etc.)

Tabla 1.- Tipos de articulaciones segln sus caracteristicas estructurales (tipo de conexion entre
extremos Gseos) y el grado de movilidad permitido con ejemplos en el caballo.

En el caso del caballo, todas las articulaciones de su esqueleto apendicular son de tipo
sinovial y son las que van a producir mas patologias locomotoras, (Caron, 2011; Liebich and
Konig, 2005b; Van Weeren, 2016a), por lo que seran las que describamos mas detenidamente.

2.2. Articulaciones sinoviales en el caballo

Estas articulaciones en el caballo son siempre de tipo diartrosis, permitiendo un mayor
grado de movilidad necesario para la locomocién. Dentro de las articulaciones de tipo
diartrosis pueden diferenciarse varios tipos segun las superficies articulares que las
conformen, las estructuras periarticulares que les den sujecién y los tipos de movimiento que
permitan. Las caracteristicas y movilidad permitida de cada articulacién van a influir en la
forma en que se presenten y desarrollen ciertas patologias, como la OA (Kawcak, 2016). En la
Tabla 2 se presenta un resumen de las caracteristicas de cada tipo de articulacion sinovial
(Liebich and Konig, 2005b):

11



L INTRODUCCION GENERAL Y REVISION BIBLIOGRAFICA

. SUPERFICIES MEDIO DE UNION EJEMPLO EN EL
GENERO ARTICULARES PRINCIPAL MOVIMIENTOS CABALLO
Enartrosis Cabeza - cavidad Capsula fibrosa Todos Coxo-femoral
Condileas Condlllo - cavidad ng.amentos peri- Todo§’menos Hamero-radial
glenoidea articulares rotacion
Silla de . . ] Todos menos Interfalangiana
Cdncava - convexa Cépsula fibrosa -, .
montar rotacion proximal
Troclear o , Ligamentos peri- L, L, _
_ Tréclea-cresta . Flexion y extensién Tibio-tarsal
ginglimo articulares
Trocoide Cilindro 6seo que (_ja Ligamento transverso Rotacién Atlanto-axial (C1-
vueltas sobre un eje C2)
Artrodia Caras planas o casi ngémentos peri- Deslizamiento Carpo- .
planas articulares metacarpiana

Tabla 2.- Tipos de articulaciones sinoviales en el caballo segin las caracteristicas de las superficies
articulares, el tipo principal de medio de unidn, los tipos de movimientos permitidos y ejemplos en esta
especie

La composicion basica de este tipo de articulaciones son elementos éseos recubiertos
por una capa de cartilago hialino, bajo la cual se encuentra el hueso subcondral, liquido
sinovial bafando las superficies articulares, y una estructura que lo contiene. Esta estructura
suele ser la capsula articular, pero en algunas ocasiones este papel lo desempefian las
estructuras ligamentosas y tendinosas que rodean a la articulacion. También pueden
encontrarse estructuras adicionales, como los ligamentos colaterales o los peri- o intra-
articulares, encargados de dar estabilidad a la articulacién, o estructuras como los meniscos,
presentes sélo en algunas articulaciones del caballo, como la femoro-tibial y la temporo-
mandibular, cuya finalidad es que la carga se distribuya mas uniformemente en las superficies
articulares evitando asi que ciertas zonas sufran una presidon excesiva (Liebich and Konig,
2005b; Van Weeren, 2016a). En la Figura 1 quedan representados los principales componentes
de una articulacién sinovial.

45
A it
4/ - Trabecular bone

Joint capsule

Synovial

- Subchondral
membrane |

bone plate
Articular

Joint cavity cartilage
containing

synovial fluid

Figura 1: Representacidn esquematica de una articulacidon sinovial mostrando sus principales
estructuras: los extremos dseos, el cartilago articular, hueso subcondral subyacente, la cdpsula
articular y la membrana sinovial. Tomado de Van Weeren (2016a)
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A continuacién, veremos con mas detalle los principales elementos de las
articulaciones sinoviales:

2.2.1. Cartilago articular

El cartilago articular de los animales adultos es un tejido avascular no inervado que, al
igual que otros tejidos conectivos, consta esencialmente de células y matriz extracelular
(ECM). La ECM es el componente mayoritario del cartilago y sus elementos principales son
agua (70% - 80%), colageno y proteoglicanos (PGs). Del peso seco del cartilago,
aproximadamente el 50% corresponde al coldgeno y el 35% a los PGs. El resto del peso seco lo
conforman otros componentes como diversas glicoproteinas, minerales, y diversos
componentes minoritarios. El componente celular del tejido cartilaginoso es relativamente
pequefio, conformando del 1% al 12% del volumen del tejido, dependiendo de la zona de
cartilago (Mcllwraith, 2011; Van Weeren, 2016a).

Pese a que su apariencia macroscépica es homogénea, en el cartilago existen grandes
diferencias estructurales y de composicion desde su superficie hasta su zona mas profunda.
Pueden diferenciarse cuatro capas, aunque la transicion entre ellas es gradual, excepto para la
ultima capa, cuyo limite estd bien definido. La zona superficial consta principalmente de
colageno tipo Il en forma de fibras densamente agrupadas, con un contenido en PGs
relativamente bajo mientras que el de agua es bastante alto. Los condrocitos en esta capa
tienen morfologia aplanada. En la zona intermedia o de transicién, los condrocitos tienen una
morfologia mds redondeada y en la ECM hay mds abundancia de PGs y menor de coldgeno y
agua. La ECM a nivel de la zona profunda tiene el menor contenido en agua y coldgeno vy la
mayor concentracién de PGs, con condrocitos dispuestos formando columnas. Finalmente, la
zona calcificada constituye la interfaz entre las tres capas anteriores (que conforman la parte
hialina del cartilago) y el hueso subcondral. Esta zona de transicidon se conoce como tidemark'y
en algunas zonas profundiza en la zona calcificada hasta alcanzar el hueso subcondral, lo que
supone que en ciertas areas existe un contacto directo entre el cartilago hialino y el hueso
subcondral (Caron, 2011; Van Weeren, 2016a) (Figura 2).

Superficial
layer

Middle zone

Deep zone

Tidemark

Calcified
layer

Figura 2: Representacion de la estructura en capas del cartilago articular, mostrando la capa
superficial, la zona media y la zona profunda, con la tidemark separando la parte hialina del
cartilago de la capa calcificada del mismo, que se encuentra inmediatamente por encima del hueso
subcondral. Tomado de Van Weeren (2016a)
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2.2.1.1. Componente celular del cartilago articular

Durante mucho tiempo, se considerd que en el cartilago articular maduro el Unico tipo
celular existente era el condrocito. Sin embargo, se ha demostrado en varias especies, incluida
el caballo, que al igual que en muchos otros tejidos también existe una poblacion de células
progenitoras, aunque su nimero es pequeio (McCarthy et al., 2012).

Pese a la baja presencia de los condrocitos, su papel es imprescindible ya que son los
encargados de sintetizar los componentes de la ECM del cartilago. Los condrocitos se
encuentran bastante separados entre ellos y cada uno esta rodeado totalmente por ECM. Al
conjunto formado por un condrocito y la porcién de ECM que le rodea se le conoce como
condrén o condrona, y constituye la unidad estructural, funcional y metabdlica del cartilago
hialino (Van Weeren, 2016a).

2.2.1.2. Principales componentes de la matriz extracelular del cartilago
articular

Como ya se ha mencionado anteriormente, el colageno es la molécula mas abundante
en la ECM del cartilago articular, siendo el coldgeno tipo Il el predominante. Este forma
uniones entre varias moléculas para dar lugar a grandes filamentos de crucial importancia para
las propiedades mecdnicas del cartilago. También pueden encontrarse muchos otros tipos de
colageno, aunque no se conoce exactamente el papel de todos ellos. Por ejemplo, los
colagenos tipo IX, Xl y X son especialmente abundantes en animales jévenes, donde actuan
como co-polimeros del colageno tipo Il o regulando la mineralizacidon de la ECM. El colageno
tipo Ill también funciona como co-polimero y podria tener un papel en la respuesta al dafio del
cartilago articular (Eyre and Wu, 1995; Van Weeren, 2016a).

Los PGs constituyen el otro componente principal del peso seco de la ECM. Constan de
una proteina central con varias cadenas de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGS) unidas a los
lados. Existe una gran variedad de PGs dependiendo de las caracteristicas de la proteina
central y de los GAGS. El PG mas abundante en el cartilago articular, y por tanto el mas
estudiado, es el agrecano, caracterizado porque sus cadenas de GAGS son mayoritariamente
del tipo condroitin sulfato (CS) (Paulsson et al., 1987; Van Weeren, 2016a). La longitud de la
proteina central y de los GAGS del agrecano tiende a disminuir a lo largo de la vida, viéndose
afectadas las propiedades mecdnicas del cartilago en individuos de edad avanzada (Lee et al.,,
2013). También estan presentes en la ECM del cartilago otros PGs de tipo minoritario, como
los de la familia de los pequefios proteoglicanos ricos en leucina (SLRPs) (Schaefer and lozzo,
2008).

El agrecano se une al acido hialurénico (HA) dando lugar a una conformacion similar a
la de las cadenas de GAGS unidas a la proteina central del PG, pudiendo unirse mas de 100
mondmeros de agrecano a lo largo de una molécula central de HA para formar agregados de
PG-HA que se intercalan con las fibras de coldgeno de la ECM (Heinegard, 2009) (Figura 3). El
HA es también un GAG, pero de tipo no sulfatado, y ademas de ser uno de los principales
componentes de la ECM del cartilago articular, también se encuentra de forma abundante en
el liquido sinovial que bafia la articulacién (Van Weeren, 2016a).
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Figura 3: Representacién esquematica del complejo proteoglicano-acido hialurénico. El
proteoglicano representado es el agrecano, formado por una proteina central a la que se unen
distintos tipos de glicosaminoglicanos sulfatados, principalmente de tipo condroitin sulfato. La
proteina central del agrecano se une a la molécula de acido hialurénico para formar complejos.
Tomado de Camarero-Espinosa et al., (2016)

Ademads de estos componentes principales, la ECM contiene numerosos componentes
en menor proporcidn pero igualmente importantes. Ejemplo de ello son las matrilinas, que
junto a los SLRPs mencionados anteriormente dan coherencia estructural a la ECM, o la
proteina oligomérica de matriz (COMP), encargada de agrupar varias moléculas de colageno
para facilitar el ensamblaje de la matriz (Caron, 2011; Van Weeren, 2016a).

2.2.2. Hueso subcondral

El hueso subcondral consiste en una capa delgada de hueso compacto directamente
adyacente a la zona calcificada del cartilago, situdndose entre el cartilago articular y el hueso
trabecular. Mecénicamente, la conformacion del hueso subcondral proporciona un soporte
firme para el cartilago y aporta cierta rigidez al conjunto de la estructura articular.

El hueso se adapta a las cargas mecanicas a las que es sometido mediante un proceso
de remodelacién, lo que se traduce en un mayor grosor o densidad del mismo en aquellas
zonas que mas carga soportan, respondiendo asi a las diferentes fuerzas ejercidas sobre
distintas areas de una misma superficie articular. Distintos factores pueden influir sobre este
patréon de carga, como por ejemplo el ejercicio (Kawcak et al., 2000). Pese a la relativa rigidez
del hueso subcondral, éste es mucho mas deformable que el hueso cortical y juega un
importante papel biomecanico en la atenuacién de las fuerzas generadas por la locomocién y
la actividad atlética. Por ello, cambios en la rigidez de esta estructura tendran repercusiones
en la carga mecanica que debe soportar el cartilago articular, lo que ha conducido a la teoria
de que la esclerosis del hueso subcondral puede ser un factor iniciador de la OA, mas que un
efecto secundario de esta patologia. Aunque se sigue considerando al cartilago articular como
el tejido de origen de la OA, el proceso degenerativo y reactivo en éste y en el hueso
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subcondral estan estrechamente relacionados e influyen uno en el otro desde las etapas mas
tempranas de esta patologia (Burr, 1998; Buckwalter and Brown, 2004).

Al contrario que el cartilago, el hueso subcondral tiene una vascularizacién e
inervacién muy ricas, lo que permite una respuesta completa de este tejido a los estimulos
tanto fisioldgicos como patoldgicos (esclerosis, formacion de osteofitos, etc.). La inervacién
del hueso subcondral es uno de los principales responsables de la percepcién del dolor
durante la patologia articular, junto con los nocioceptores presentes en la cdpsula articular y
en los ligamentos intra y extra articulares (Van Weeren, 2016a).

2.2.3. Capsula articular v liguido sinovial

La capsula articular de la mayoria de las articulaciones consta de dos capas: la parte
externa es una capa fibrosa relativamente rigida y su funcién principal es dar estabilidad a la
articulacién, ademas de participar en la propiocepcion de la misma. A la capa interna de la
capsula articular se la conoce como membrana sinovial y consta a su vez de otras dos capas: la
intima, en contacto directo con el interior de la cavidad sinovial, y la subintima, situada entre
la intima y la capa fibrosa. La capa subintima esta ricamente vascularizada e inervada mientras
que la capa intima es muy delgada y no posee membrana basal. Esta disposicién facilita el paso
de componentes del plasma desde la sangre a la cavidad sinovial. De hecho, el liquido sinovial
a menudo se describe como un ultrafiltrado de plasma sanguineo. Esto no significa que el
liqguido sinovial se produzca de forma pasiva, puesto que las células que constituyen la
membrana intima, llamadas sinoviocitos, poseen una gran actividad excretora. Los sinoviocitos
pueden dividirse en tres categorias principales: los sinoviocitos tipo A son macrdéfagos con
funcién fagocitica, mientras que los tipo B son células fibroblasticas encargadas de producir
proteinas y otras moléculas, como HA o GAGS, y secretarlas al liquido sinovial
proporcionandole gran viscosidad. Los sinoviocitos tipo C constituyen una transicién entre los
tipo Ay los tipo B, los cuales son en realidad muy similares y pueden transformarse de un tipo
a otro. Todos los tipos de sinoviocitos producen una gran variedad de citoquinas, factores de
crecimiento y mediadores inflamatorios, indispensables para el mantenimiento de Ia
homeostasis de la articulacién, por lo que la inflamacién de membrana sinovial (sinovitis)
tendra un papel central en la patologia articular (Van Weeren, 2016a).

El liquido sinovial se caracteriza por su color amarillento claro y, sobre todo, por la alta
viscosidad que le confiere el abundante HA que contiene. El componente celular del liquido
sinovial normal es muy bajo, normalmente no sobrepasa las 500 células/ul, y consiste
principalmente en linfocitos y otras células mononucleares, mayoritariamente monocitos y
macréfagos, con menos de un 10% de neutrdfilos (Mahaffey, 2002). La principal funcién del
liguido sinovial, ademads de lubricar la articulacién y disminuir la friccién entre los extremos
6seos, es la nutricién del cartilago articular, al ser éste una estructura avascular en los
animales adultos. El rapido y relativamente ilimitado intercambio de componentes entre la
sangre y el liquido sinovial permite un eficiente aporte de nutrientes y retirada de productos
de deshecho (Caron, 2011; Van Weeren, 2016a).
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2.2.4. Estructuras intra-articulares

Algunas articulaciones cuentan con estructuras intra-articulares adicionales como
ligamentos o meniscos, con el objetivo de proporcionar estabilidad mecanica extra o bien de
mejorar la geometria articular cuando la superficie articular ha de soportar una carga mayor,
evitando presiones excesivas en ciertas areas. Una lesidn en las estructuras intra-articulares
puede tener importantes consecuencias para la estabilidad de la articulacidn y resultar en una
patologia articular severa. Estas estructuras ademds estan inervadas, por lo que pueden
ocasionar dolor sustancial cuando se dafian. A parte de su importante funcién mecanica, no
parece que estas estructuras desempefien un papel importante en la homeostasis de la
articulacién, ni en situacién fisioldgica ni patoldgica (Caron, 2011; Van Weeren, 2016a).

2.3. La articulacion radio-carpal

Puesto que la radio-carpal es la articulacién de eleccién para el estudio in vivo
realizado en la presente Tesis Doctoral, se revisaran a continuacién los principales aspectos
relacionados con la misma.

2.3.1. Recuerdo anatémico

El carpo del caballo, también conocido como rodilla en esta especie, no es una Unica
articulacién sino que consta de tres articulaciones formadas por las dos filas de huesos
carpales, el extremo distal del radio y el extremo proximal de los huesos metacarpianos. La
articulacién mas distal es la articulacidn carpo-metacarpiana, formada por la fila distal de
huesos del carpo y el extremo proximal de los huesos metacarpianos. Siguiendo en orden
proximal, se encuentra la articulacidon inter-carpiana, formada por ambas filas de huesos
carpales. Finalmente, la articulacidn mas proximal del carpo es la radio-carpal o antebraquio-
carpal, formada por la fila proximal de huesos carpales y el extremo distal del radio. En el
caballo, el cubito no participa en esta articulacion dado que se fusiona con el radio. La
articulacién radio-carpal se considera aislada de las otras articulaciones, mientras que las
articulaciones intercarpiana y carpo-metacarpiana siempre comunican. Las articulaciones
radio-carpal e intercarpiana se consideran de tipo troclear o ginglimo, aunque no son los
ejemplos tipicos, y son en las que se origina el movimiento por su amplio grado de movilidad.
Sin embargo, la articulacion carpo-metacarpiana es de tipo artrodia y no permite el
movimiento de flexién, pero estd sujeta a fuerzas de cizalla. Los huesos carpales de cada fila
también forman entre ellos articulaciones de tipo artrodia (Figura 4).

En la articulacion radio-carpal, la fila proximal estd formada por cuatro huesos
carpales, siendo de medial a lateral: el carpo-radial (escafoides), el intermedio (semilunar) y el
carpo-cubital (piramidal), encontrandose ademads de forma caudal al carpo-cubital el hueso
accesorio (pisiforme). El hueso accesorio articula con la porcién distal del radio por su parte
proximal y con el hueso carpo-cubital por su aspecto dorsal, y conforma el borde lateral del
canal carpiano por el que discurren los tendones flexores digitales. Los huesos carpales estan
sujetos entre ellos por fuertes ligamentos intercarpales que juegan un papel fundamental en la
estabilidad del carpo, como el ligamento carpal palmar o los ligamentos intercarpales
dorsomedial, palmar lateral y palmar medial. La capsula articular también contribuye de forma
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importante al soporte de esta estructura. Esta capsula es densa en su parte dorsal, donde se
entremezcla con el retinaculo de los tendones extensores. Los tendones extensores carpo
radial, digital comun y digital lateral discurren respectivamente de forma dorsal, dorso-lateral
y lateral al carpo. La cara dorsal del extremo distal del radio presenta unos surcos profundos
por los que se deslizan los tendones extensores carpo radial y digital comun. En la articulacion
radio-carpal pueden palparse en flexion dos depresiones, una dorso-lateral y otra dorso-
medial, correspondientes a evaginaciones sinoviales por las que puede realizarse el abordaje a
las mismas (Liebich and Koénig, 2005a; Ross, 2011).

LATERAL

MEDIAL

Figura 4: Componentes dseos del carpo equino en vista frontal y medial (carpo derecho). La fila
proximal del carpo esta formada por los huesos carpales carpo cubital (CC), intermedio (IM), carpo
radial (CR) y accesorio. La fila distal del carpo la conforman los huesos carpales segundo (Il C),
tercero (lll C) y cuarto (IV C). El extremo distal del radio, las dos filas de huesos carpales y los
extremos proximales de los metacarpianos (MC Il lll y IV) conforman las distintas articulaciones del
carpo. Imagenes para el montaje tomadas de http://www.onlineveterinaryanatomy.net

2.3.2. Principales patologias

La patologia mds comun a nivel de carpo es la OA, que en ocasiones es dificil de
diferenciar de una fragmentacién osteocondral puesto que ambas patologias estan
estrechamente interrelacionadas: el estrés repetido que sufren los huesos carpales produce
esclerosis del hueso subcondral, por lo que el cartilago que lo recubre se encuentra con un
soporte demasiado rigido y también se lesiona, comenzando asi el proceso de la OA vy
pudiendo fragmentarse el area afectada y generarse un fragmento osteocondral. La
fragmentaciéon osteocondral no debe confundirse con la osteocondrosis (OC), que es rara en la
articulacién radio-carpal. También pueden hallarse fragmentos osteocondrales en esta
articulacién sin que medie este proceso, sino a consecuencia de un traumatismo Unico y
agudo. Otras patologias a tener a cuenta son, como en otras articulaciones, la artritis séptica,
las fracturas articulares o la afeccion de tejidos blandos. La afeccién de los ligamentos
intercarpales o una alteracién de los tendones adyacentes, como una tenosinovitis, pueden
repercutir en la articulacién radio-carpal.
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2.3.3. Diagnéstico

2.3.3.1. Historia clinica y examen fisico

La cojera de origen carpal es un hallazgo posible en muchos caballos de deporte, pero
es especialmente frecuente en los dedicados a carreras (Peloso et al., 1994). Un caballo con
patologia de la articulacidn radio-carpal puede presentar diferente grado de cojera, efusion
sinovial, inflamacién de tejidos blandos periarticulares o flexion del carpo cuando estd en
estacion. Cuando se aprecia una inflamacién severa del carpo o se conoce una historia previa
de trauma en esta regidn, el diagndstico de la cojera es sencillo de orientar (Figura 5.A). En
otras ocasiones, no hay una evidencia clara de que el problema esté a este nivel pero existen
varios signos sugestivos, como fallo al cambiar de mano, rehusar el salto, tropezar
(especialmente en los ponis) o bajada de rendimiento deportivo en general. Un aumento de la
temperatura local en la superficie dorsal del carpo es un indicador bastante fiable de la
presencia de un problema en esta region. La efusidn sinovial es también considerablemente
indicativa, pero puede haber lesidn sin que haya efusion. El grado de flexidn esta normalmente
disminuido en los caballos con OA crdnica por la fibrosis de la cdpsula articular, que puede
notarse engrosada y fibrosa a la palpacion. En caso de fracturas articulares, la flexidn estatica
puede ser muy dolorosa. La flexién carpal se considera el test de flexién mas especifico (Figura
5.B) y cuando es positivo el origen de la cojera se localizara con muy alta probabilidad en la
regidn carpal, aunque no necesariamente en las articulaciones puesto que también deben
considerarse el resto de estructuras en esta area. Sin embargo, una respuesta negativa no
permite excluir al carpo como estructura lesionada (Ross, 2011; Kawcak and Barrett, 2016).

3

A

"

Figura 5: Distensidn sinovial evidente del carpo (A) y test de flexion del carpo (B) en pacientes del
HV-UZ.

2.3.3.2. Anestesias diagndsticas

Aunque la anestesia intrasinovial de la articulacion radio-carpal es muy selectiva,
podemos encontrarnos con falsos negativos por ejemplo cuando hay una afeccién del hueso
subcondral, o con falsos positivos, como en el caso de una afeccién en la zona de insercion del
ligamento suspensor del menudillo, que puede verse desensibilizada (Ford et al., 1989). Al
realizar la puncidn para administrar el anestésico se puede aprovechar para obtener una
muestra de liquido sinovial (Figura 6). Los andlisis laboratoriales del mismo suelen reservarse
para casos de inflamacién aguda o cuando hay sospecha de artritis séptica, pero una
valoracion macroscépica del color y la viscosidad del liquido sinovial pueden reforzar la
sospecha de un problema a este nivel (Ross, 2011).
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Figura 6: Realizacion de una artrocentesis de la articulacién radio-carpal en el HV-UZ.

2.3.3.3. Examen radioldgico

La radiografia es una herramienta diagndstica muy util para la region del carpo,
aunque debe tenerse en cuenta que presenta ciertas limitaciones ya que debido a la
configuracion anatéomica del mismo y la superposicion de los huesos carpales algunos
hallazgos pueden ser dificiles de interpretar. Ademas, algunos cambios sutiles pueden pasar
desapercibidos ya que es una técnica con poca sensibilidad para detectar ciertos procesos
como los primeros indicios de osteolisis y de afeccién subcondral en los huesos carpales (Ross,
2011). En el caso de OA de la articulacidn radio-carpal, los cambios radiolégicos tempranos
incluyen ligera formacidon de entesofitos, mds cominmente en el hueso radio-carpal, y
osteofitos marginales sutiles en los hueso carpales y extremo distal del radio. En caballos con
OA avanzada de esta articulacidn, los osteofitos marginales y los entesofitos son mas niumeros
y de mayor tamafio, y pueden darse fendmenos de remodelacion ésea y reaccidn peridstica,
incluyendo areas de osteolisis. La apreciacion radiolégica de “pérdida de espacio articular”
(que no se debe en realidad a la pérdida del espacio en si, sino a la disminucion en el espesor
del cartilago, que conforma una linea radiolicida que puede encontrarse estrechada en la OA)
puede encontrarse en casos avanzados de OA, pero no siempre es un signo radiolégico obvio
(Figura 7). Como se ha comentado al hablar de las patologias, la OA y la fragmentacion
osteocondral estan estrechamente relacionadas, por lo que en casos de OA pueden
encontrarse fragmentos osteocondrales producidos por la ruptura de osteofitos. En ocasiones,
es dificil determinar si los osteofitos representan cambios osteoartriticos o si se trata de
pequefios fragmentos osteocondrales (Kawcak and Barrett, 2016; Magnusson and
Ekman,2001).

i

Figura 7: Radiografia frontal (A) y lateral (B) del carpo de un paciente del HV-UZ con signos
radiolégicos de osteoartritis: estrechamiento de la linea articular y remodelacién 6sea en los
margenes articulares con formacién de osteofitos.
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2.3.3.4. Resonancia magnética

La resonancia magnética (magnetic resonance imaging, MRI) puede aportar
informacién muy valiosa al ser capaz de detectar pequefias lesiones en el cartilago y en el
hueso subcondral que son inapreciables con otras técnicas como la radiografia. Ademas,
permite la valoraciéon de tejidos blandos de dificil acceso con otras técnicas, como los
ligamentos intercarpales, y es de gran utilidad para caracterizar lesiones cuya localizacidon no
queda totalmente clara en la radiografia. Por todo ello, la MRI se esta consolidando como una
de las mejores técnicas para valorar las articulaciones del carpo.

En el caso de OA carpal, las alteraciones que pueden encontrarse mediante MRI
incluyen alteraciones del hueso subcondral como aumento de densidad, fendmenos de lisis o
lesiones de tipo quistico. Las alteraciones del hueso subcondral, especialmente el aumento de
densidad, contribuyen también a la deteccion de alteraciones en el cartilago articular, por ir
frecuentemente asociados ambos procesos. Ademas, la MRI permite detectar el aumento
anormal de fluido en el hueso (edema dseo) (Figura 8.A), que puede ser de gran ayuda para
determinar como de activo es el proceso patoldgico. Por otra parte, pueden detectarse otros
cambios en tejidos blandos a menudo asociados al proceso osteoartritico, como el
engrosamiento de la cdpsula articular y la proliferacion sinovial (Figura 8.B) (Kawcak et al.,
2008; Nagy y Dyson, 2012; Kawcak y Barrett, 2016).

Figura 8: Imagenes de resonancia magnética obtenidas de los animales del estudio en las que se
aprecia edema éseo en el hueso carpo-cubital (A, flecha) y considerable efusidn sinovial en la
articulacion radio-carpal (flechas negras) con engrosamiento de la capsula articular (flecha blanca)

(B).
2.3.3.5. Ecografia

La ecografia resulta especialmente util para valorar los tejidos blandos periarticulares
tales como ligamentos, tendones y cdpsula articular. Por ejemplo, permite evaluar la desmitis
de los ligamentos colaterales y puede utilizarse para valorar algunos de los ligamentos inter-
carpales, como el palmar medial. También puede utilizarse en casos de tenosinovitis de los
tendones extensores y flexores digitales que discurren adyacentes a la articulacién radio-
carpal. Ademas, permite valorar el grado de efusidn sinovial, el estado de la cdpsula articular y
de los bordes articulares en caso de alteraciones de la articulacién radio-carpal (Tnibar et al.,
1993; Ross, 2011) (Figura 9).
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Figura 9: Imagen ecografica trasversal de una articulaciéon radio-carpal con osteoartritis en la que se
aprecia engrosamiento de la cdpsula articular, efusion sinovial e irregularidades en los bordes éseos
de los huesos radio-carpal (RC) e intermedio (IM), tomada de uno de los animales del estudio.

2.3.3.6. Otras técnicas de imagen

Aunque la radiografia, la MRl y la ecografia han sido vistas con mas detalle por haber
sido las utilizadas en el estudio in vivo de esta Tesis Doctoral, existen otras técnicas de imagen
que pueden emplearse en caso de patologia de la articulacién radio-carpal. Por ejemplo, la
escintigrafia es especialmente util para el diagndstico de lesiones tempranas relacionadas con
el estrés del hueso subcondral. La tomografia computerizada resulta util para determinar la
extensién de una lesidon y guiar mejor el tratamiento, como en el caso de fracturas. La
artroscopia, ademas de para realizar una intervencion quirdrgica terapéutica, es también una
técnica diagndstica que permite la visualizacién directa del cartilago (Ross, 2011; Kawcak and
Barrett, 2016).

3. PRINCIPALES PATOLOGIAS ARTICULARES EQUINAS

Con la finalidad de describir brevemente los problemas que se dan con mayor
frecuencia en las articulaciones del caballo, las patologias se veran agrupadas en distintas
categorias, segln se asocien a alteraciones en el desarrollo, condiciones sépticas,
traumatismos y degeneracion, u otros procesos.

3.1. Alteraciones del desarrollo

3.1.1. Osteocondrosis v osteocondritis disecante

La osteocondrosis (OC) es una enfermedad del desarrollo que aparece en caballos
jovenes y que se define como un fallo en el proceso de osificacion endocondral del complejo
de cartilago epifisario articular. La alteracidn de este proceso da lugar a dreas de cartilago y
hueso subcondral subyacente defectuosos, pudiendo desprenderse esta zona en la fase final
del proceso de forma completa (chip) o parcial (flap) generando un fragmento intra-articular,
lo que se conoce como osteocondritis disecante (OCD). Esta patologia es de caracter
multifactorial, estando implicados factores genéticos, nutricionales, biomecdnicos y de
conformacion. Al tener un componente genético, la OC es mas prevalente en unas razas que
en otras. Recientemente, en el Pura Raza Espafiol (PRE) se ha reportado casi un 50% de
prevalencia en un estudio retrospectivo incluyendo 309 caballos PRE de mds de un afo de
edad (Boado y Ldpez-Sanroman, 2016). La OC(D) también es mas frecuente en unas
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articulaciones, y en unas zonas especificas de las mismas, que en otras. Las areas donde mas
frecuentemente se localiza este problema son en la cresta intermedia distal de la tibia y en la
tréclea lateral distal del astragalo en la articulacion tarso-crural, en la cresta lateral de la
troclea del fémur en la articulacién femoro-patelar y en la cresta sagital del metacarpo/tarso
en la articulacion metacarpo/tarso-falangica (menudillo) (Van Weeren, 2006). Con menor
frecuencia, también puede aparecer OC en otras localizaciones o en otras articulaciones, como
la interfalangiana proximal (IFP) (Ruggles, 2011). El rendimiento del caballo no siempre se ve
afectado pero esta patologia genera importantes pérdidas econdmicas, tanto directas como
indirectas, derivadas de la pérdida de potencial reproductivo del animal por sus implicaciones
genéticas. El diagnostico de esta patologia se basa principalmente en la clinica (aunque no
siempre dan cojera y/o sinovitis) y los hallazgos radioldgicos (Figura 10.A), y el tratamiento de
eleccion es la cirugia artroscépica para retirar el fragmento (en caso de OCD) (Figura 10.B) y/o
desbridar la zona afectada (Van Weeren, 2006).

Figura 10: Radiografia en la que se muestra una lesién de osteocondritis disecante en la articulacién
tarsocrural (A) e imagen artroscépica tomada durante la cirugia para retirar el chip articular (B) en
un paciente del HV-UZ.

3.1.2. Lesiones quisticas del hueso subcondral

Las lesiones quisticas del hueso subcondral (QOSC) todavia despiertan controversia en
cuanto a su definicion y nomenclatura, asi como sobre su patogénesis y tratamiento. La
localizacién mas frecuente de estas lesiones es en el condilo medial del fémur en Ia
articulacion femoro-tibial de animales jévenes. Otras localizaciones menos frecuentes incluyen
la tercera falange en la articulacion interfalangiana distal (IFD) (Dyson, 2011) y la tibia en la
tarso-crural (Dyson y Ross, 2011), pero pueden aparecer en cualquier articulacién. La
patogenia de estas lesiones no esta claramente establecida, pero parece estar relacionada, al
igual que en el caso de la OC(D), con un defecto en la osificacion endocondral (Trotter y
Mcllwraith, 1981). De hecho, se ha considerado que los QOSC son un tipo de presentacion de
la OC, especialmente cuando aparecen en animales jovenes de forma bilateral (Stromberg,
1979). Sin embargo, también se ha descrito que los QOSC pueden darse a consecuencia de un
traumatismo en el cartilago o en el hueso subcondral (Ray et al., 1996). El diagndstico
generalmente puede confirmarse mediante radiologia, observdndose un darea radiolucida
redondeada de mayor o menor tamafo, quedando mas o menos profundidad con respecto a
la superficie articular (Figura 11). Las lesiones quisticas pueden clasificarse en varios tipos
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segun los hallazgos radioldgicos en cuanto a forma, radiolucidez, profundidad relativa a la
superficie articular y comunicacion con la misma (Mcllwraith, 2016a).

Figura 11: Radiografia en la que se muestra una lesién quistica del hueso subcondral (QOSC) en el
extremo distal de la tibia en un paciente del HV-UZ.

Cuando estas lesiones no implican a la articulacidon o son de pequefo tamafo, pueden
responder bien al tratamiento conservador con antiinflamatorios sistémicos e intra-articulares.
Si este tratamiento no da resultado, estd indicada la cirugia. No hay consenso absoluto sobre el
tipo de abordaje quirdrgico, pudiendo realizarse desde una inyeccidn de cdrtico-esteroides
dentro del quiste guiada por artroscopia (Wallis et al., 2008) hasta un desbridamiento
quirdrgico de la zona mediante artroscopia, rellenando después el defecto con distintos
productos (Ortved et al., 2012). Recientemente, se ha descrito una nueva modalidad de
tratamiento para los QOSC en el cdndilo medial del fémur, consistente en la colocacién de un
tornillo trascondilar que atraviesa el quiste, provocando su osificaciéon y logrando mejoria
clinica y radioldgica (Santschi et al., 2015).

3.2. Artritis séptica

Se considera artritis séptica a la infeccidon bacteriana de una articulacién, pudiendo
penetrar dichas bacterias de forma hematégena si el individuo se encuentra comprometido
inmunoldgicamente o sufre una septicemia, siendo ésta la situacion mas frecuente en el caso
de potros neonatos, o bien desde el medio exterior. En este segundo supuesto, las bacterias
suelen llegar a la articulacién a causa de un trauma que causa perforacion directa de la misma,
aunque también pueden hacerlo indirectamente por continuidad si el trauma afecta a los
tejidos adyacentes. Una tercera causa, que en realidad seria una variacién de la herida
perforante, seria la iatrogénica tras realizar una artrocentesis. Independientemente de la via
de entrada de las bacterias a la articulacidn, se va a generar una reaccion inflamatoria rédpida y
muy fuerte que va a ser la principal fuente de problemas. La gran cantidad de mediadores
inflamatorios liberados al espacio articular, principalmente por los sinoviocitos, conducira a la
degradaciéon de componentes de la ECM del cartilago articular, viéndose éste afectado y
pudiendo iniciarse una patologia articular degenerativa. Si el dafio articular es muy extenso,
puede llegar a producirse una anquilosis de la articulacion afectada (Van Weeren, 2016b).
Cualquier articulacion es susceptible de sufrir una artritis séptica, siendo mas grave la afeccion
de una articulacion de amplia movilidad como la radio-carpal, tarso-crural o femoro-tibial, por
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sus implicaciones funcionales. Ademads de las articulaciones, otras estructuras sinoviales
pueden sufrir también una condicién séptica con importantes consecuencias, como la
tenosinovitis séptica de las vainas de los tendones flexores digitales (Wereszka et al., 2007), o
la bursitis séptica de la bolsa podotroclear, que discurre entre el hueso navicular (sesamoideo
distal impar) y el tenddn flexor digital profundo y que puede ser alcanzada por una herida
punzante en la palma del casco (Wright et al., 1999).

Dadas las graves consecuencias que puede tener una artritis séptica para el caballo, es
vital actuar de forma rapida y agresiva ante esta situacion. Los lavados articulares, realizados
por artrocentesis multiple o artroscopia dependiendo del caso, van a ser fundamentales para
lograr mejorar el prondstico (Figura 12). Los lavados deben iniciarse de inmediato y realizarse
varias veces y de forma abundante. Ademas, deben acompafiarse de antibioterapia de amplio
espectro tanto sistémica como local (Van Weeren, 2016b).

Figura 12: Lavado articular mediante artrocentesis multiple de las articulaciones metacarpo-
falangiana e interfalangiana proximal tras una herida que alcanzé a estas estructuras en un paciente
del HV-UZ.

3.3. Artritis traumaticas y degenerativas

La artritis traumatica no se refiere a una entidad Unica, sino a un conjunto de diversas
patologias y procesos que se desarrollan tras un trauma, sea este Unico (trauma agudo) o bien
se trate de episodios de trauma repetido (trauma crénico), como los debidos a sobrecarga
crénica de la articulacion predispuesta por defectos de aplomo o asociada a un mal plan de
entrenamiento (Kawcak et al., 2000; Ross y Mcllwraith, 2011). El grupo de patologias que
pueden desencadenarse es variado y en cualquiera de estas condiciones, debido al dafo
directo del cartilago y/o del hueso subcondral, a la inflamacién o a la alteracion mecanica
producida, pueden dar lugar a la OA o enfermedad degenerativa articular (EDA o DJD,
degenerative joint disease). Las artritis traumdticas pueden clasificarse en tres grupos
(Mcllwraith, 2016b) como se vera a continuacidn junto con algunos ejemplos relevantes. Cabe
matizar que cualquiera de las lesiones que se van a describir puede darse en cualquiera de las
articulaciones, pero se resaltaran aquellas en las que la presentacién es mas frecuente:

- Tipo I: incluye sinovitis y capsulitis traumatica, sin que exista daifo obvio en el cartilago o en
estructuras principales de soporte articular. Ejemplos de este grupo son la sinovitis aguda y los
esguinces leves. La sinovitis es una de las principales causas de cojera con origen en la
articulacién IFD, asociada a los fuertes impactos que recibe la porcién mas distal de las
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extremidades del caballo (Dyson, 2011). La sinovitis/capsulitis es también frecuente en el
menudillo por ser ésta una articulacidon de gran movilidad que puede sufrir sobrecarga aguda o
repetida (Figura 13.A). Cuando la sobrecarga es repetida en esta articulacidon, puede
desarrollarse una sinovitis crdnica proliferativa (villonodular), caracterizada por un
engrosamiento y fibrosis de la cdpsula articular en su aspecto dorsal (Richardson y Dyson,
2011).

- Tipo IlI: el trauma produce dafio directo en el cartilago articular o la rotura completa de una
de las principales estructuras de soporte de la articulacién. En este grupo se incluyen los
esguinces severos, los desgarros de menisco y las fracturas intra-articulares. Ejemplos de estas
lesiones pueden encontrarse en las articulaciones IFD e IFP, por las grandes fuerzas que
soporta la extremidad distal del caballo. Estas articulaciones pueden padecer afecciones graves
de los ligamentos colaterales, que en la IFP pueden asociarse ademas a luxaciones o
subluxaciones, asi como distintos tipos de fracturas articulares. Ademas, pueden darse dafos
traumaticos del cartilago articular, especialmente en la IFD (Dyson, 2011; Ruggles, 2011). En el
caso del menudillo, por su gran movilidad y soporte de fuerzas, también pueden encontrarse
lesiones de este tipo, incluidas afecciones de los ligamentos colaterales que pueden llegar
incluso a la avulsién vy distintos tipos de fracturas articulares, como las de los céndilos del
metacarpo/tarso. En esta articulacién también deben tenerse en cuenta las fracturas de los
huesos sesamoideos proximales, puesto que algunas pueden implicar a la articulacion
(Richardson y Dyson, 2011) (Figura 13.B). En los distintos huesos del tarso pueden darse
fracturas con relativa frecuencia, pudiendo afectar a alguna de las articulaciones segun el tipo
de fractura (Dyson y Ross, 2011). La articulacion femoro-tibial puede presentar lesiones
traumaticas de tipo Il especificas como las afecciones de los meniscos y de los ligamentos,
tanto cruzados como colaterales. Ademas, tanto en la articulacién femoro-tibial como en la
femoro-patelar pueden producirse distintos tipos de fracturas articulares (Walmsley, 2011).

Figura 13: Sinovitis en la articulacion del menudillo como ejemplo de artritis traumatica tipo | (A) e
imagen radioldgica de la fractura de un hueso sesamoideo proximal afectando a la articulacion
como ejemplo de artritis traumatica tipo Il (B) en pacientes del HV-UZ.

- Tipo Ill: en esta categoria se incluye la OA post-traumatica, derivada de alguna de las
condiciones anteriores (OA de tipo secundario) cuando el dafio es severo o el tratamiento no
ha sido adecuado. Dada la importancia de la OA y su interés principal en la presente Tesis
Doctoral, esta patologia serd abordada con mayor detalle en la siguiente seccidn. En el caso de
una articulacion dafiada de forma traumadtica, sea el trauma agudo o crdénico por sobrecarga
repetida, dos procesos patobiolégicos fundamentales deben ser tenidos en cuenta. Por una
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parte, la inflamacién de la membrana sinovial o de la capsula articular y, por otra, el dafio fisico
o bioquimico del cartilago y del hueso. Un trauma puede producir un dafio directo del cartilago
y del hueso subcondral. Este dafo directo puede ser agudo, como en el caso de las fracturas
intra-articulares, o bien crdnico por traumas repetidos que alteran la red de colageno del
cartilago articular, como podria suceder por la sobrecarga de ciertas zonas de la superficie
articular por un mal aplomo o un mal entrenamiento. Sin embargo, es muy importante tener
en cuenta que el cartilago también puede verse afectado aunque no se lesione directamente.
Los traumas repetidos pueden dan lugar a una sinovitis o capsulitis, donde los mediadores
inflamatorios secretados son capaces de inducir dafo en el cartilago. La sobrecarga croénica
también puede conducir a la esclerosis del hueso subcondral, pudiendo ocasionar un dafio
secundario del cartilago al encontrarse éste con un soporte demasiado rigido. Por su parte, los
ligamentos extra e intra-articulares que dan soporte a la articulacién, asi como los meniscos en
la babilla, pueden verse afectados por distintos tipos de traumas y causar una alteraciéon
mecanica articular, desembocando también en un dafio del cartilago (Mcllwraith, 2016b)

Por todo ello, al igual que se ha incidido anteriormente, es muy importante considerar
siempre a la articulacién en su conjunto y no a sus elementos de forma aislada.

3.4. Otras patologias articulares

Ademas de las alteraciones del desarrollo y de las artritis sépticas y traumaticas,
existen otros tipos de afecciones articulares que no entran en ninguno de estos grupos y que
veremos de forma breve.

3.4.1. Artritis auto-inmune y artritis inmuno-mediada

La artritis reumatoide de la especie humana es una enfermedad auto-inmune que se
caracteriza por una fuerte inflamacidn de las articulaciones, no séptica ni traumatica, que da
lugar a una importante degeneracién articular. El diagndstico de esta condicidn se basa en la
deteccion de un biomarcador llamado factor reumatoide. De acuerdo con este criterio, la RA
no ha sido documentada en el caballo. Sin embargo, si se ha descrito la presencia de auto-
anticuerpos anti-colageno tipo Il e inmunocomplejos en el liquido sinovial de caballos con OA o
artritis traumatica, aunque la relacidon entre causa y efecto de estos hallazgos es incierta. Por
una parte, los inmunocomplejos pueden estar presentes en muchos tipos de patologias y por
otra, aunque los auto-anticuerpos si estén relacionados con la patologia articular, no parece
probable que sean la causa de la misma, sino que se hayan generado por la exposicién a
fragmentos de colageno tipo Il liberado tras un dafio del cartilago (Osborne et al., 1995). Otro
tipo de artritis en el que esta también estd implicada la respuesta inmune ha sido descrita en
potros. Se trata de una artritis inmuno-mediada que parece estar asociada a inmuno-
complejos circulantes producidos como resultado de una enfermedad sistémica (Madison y
Scarratt, 1988). También se ha descrito artritis inmuno-mediada en potros asociada a altos
niveles circulantes de proteina M por infeccion por Streptococcus y Rhodococcus equi
(Sweeney et al., 1987).
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3.4.2. Sinovitis reactiva y sinovitis eosinofilica

Tras la inyeccidn intraarticular de cualquier producto puede producirse una sinovitis
reactiva. Este proceso puede deberse a que cualquier componente del producto administrado
cause una reaccién quimica en la membrana sinovial, o bien a la contaminacién con
endotoxinas del producto (Palmer et al., 1998). Los cértico-esteroides como el acetato de
metilpredinosola pueden causar una sinovitis reactiva, siendo especialmente sensible la
articulacién IFD. Esta articulacion y la tarso-crural también parecen estar mas predispuestas
que otras al desarrollo de sinovitis reactiva tras la administracion de glicosaminoglicanos
polisulfatados. En algunos casos, la sinovitis reactiva puede causar una inflamacién importante
y aunque no es frecuente, una cojera severa, por lo que puede ser confundida con una artritis
séptica. La sinovitis reactiva suele desarrollarse de forma mas rapida, el recuento de células
nucleadas esta elevado pero por debajo de valores sépticos y los signos clinicos se resuelven
de uno a tres dias después. Distinguir un proceso de otro puede ser complicado, por lo que en
caso de duda se recomienda realizar un protocolo terapéutico de artritis séptica con lavados
articulares y antibioterapia (Bertone, 2011). La sinovitis eosinofilica es una condicidn rara y su
causa no esta clara, pudiendo tratarse de una reaccioén alérgica a un producto inyectado o a la
migracion de un parasito, o bien ser de caracter verdaderamente idiopatico (Turner et al.,
1990; Madison y Ziemer, 1993; Climent et al., 2007).

4. LA OSTEOARTRITIS O ENFERMEDAD DEGENERATIVA ARTICULAR

4.1. Definicion

La osteoartritis (OA), o enfermedad degenerativa articular, es un desorden articular
crénico, caracterizado por una degradacién progresiva del cartilago articular y en el que
interactuan factores bioldgicos y mecdanicos sobre las distintas estructuras articulares con un
papel central de la inflamacién (Prades y Carmona, 2009). La OA se considerd durante mucho
tiempo como consecuencia Unicamente de alteraciones sobre el cartilago, ya fueran debidas a
procesos que aumentaran la presién en la articulacién o a la fragilidad del cartilago articular.
Esta perspectiva se basaba en que los condrocitos son muy poco activos metabdlicamente y en
que, al contrario que otros tejidos, el cartilago no puede desarrollar una respuesta inflamatoria
convencional al no estar vascularizado ni inervado (Berenbaum, 2013). Los avances en biologia
molecular de las ultimas décadas han modificado profundamente este paradigma, al
descubrirse la implicacidon de una gran variedad de mediadores inflamatorios que son capaces
de aumentar la produccidon de enzimas degradativas por parte de los condrocitos, lo que
condujo a la perspectiva inflamatoria de esta patologia. Sin embargo, llevé tiempo que la
sinovitis fuera aceptada como un componente critico en el inicio y progreso de la OA (Goldring
y Goldring, 2004; Sellam y Berenbaum, 2010; Kapoor et al.,, 2011). Ademas, ha ido
incrementando la evidencia de la importante implicacion del hueso subcondral en la patologia,
tanto por las consecuencias sobre el cartilago de su alteracién mecanica como por su papel en
la liberacion de mediadores inflamatorios implicados en la percepcién del dolor en la OA
(Maldonado y Nam, 2013; Goldring y Goldring, 2010). En resumen, aunque la OA se
considerara inicialmente como una patologia dirigida Unicamente por el cartilago y
caracterizada sélo por los fendmenos degenerativos sobre el mismo (de ahi el término
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osteoartrosis), la OA ha mostrado ser un proceso mucho mas complejo en el que estan
implicados una gran cantidad de mediadores inflamatorios y en la que participan también la
membrana sinovial y el hueso subcondral, por lo que actualmente el término osteoartritis es el
mas extendido y aceptado para definir a esta patologia (Berenbaum, 2013).

4.2. Fisiopatologia de la osteoartritis

La OA puede clasificarse como primaria o secundaria. En el primer caso no hay una
causa predisponente aparente y se da principalmente en animales de edad avanzada debido a
la pérdida de propiedades biomecanicas del cartilago asociadas con la edad, como la
disminucién del contenido en agua y proteoglicanos en la ECM (Lee et al., 2013). La OA
secundaria esta asociada a una anormalidad articular que predispone a la degeneracidn
prematura del cartilago. Algunas de estas anormalidades parecen ser mas predisponentes en
unas articulaciones que en otras y pueden ser de distintos tipos, como se ha comentado en la
seccion anterior. Ademas, otros factores “extra-articulares” como la obesidad pueden estar
implicados en la patogenia de esta enfermedad (Buff et al., 2002; Dumond et al., 2003).

Los hallazgos mas frecuentemente asociados a la OA son el deterioro del cartilago, la
formacién de osteofitos, la esclerosis del hueso subcondral, la capsulitis y la sinovitis. La
sinovitis acompana a la OA en fases tanto tempranas como tardias y se asocia a alteraciones
en el cartilago articular, dirigidas por mediadores inflamatorios que crean un desequilibrio
entre los mecanismos de degradacién y de reparacion del cartilago: la produccion y liberacidn
de mediadores inflamatorios y catabdlicos altera el equilibrio entre los procesos de
anabolismo y catabolismo del cartilago, inclinando la balanza a favor de su destruccién. Al
mismo tiempo, los subproductos de la degeneracion del cartilago son fagocitados por los
sinoviocitos, lo que ejerce en éstos un estimulo inflamatorio que conlleva la liberacidn de mas
mediadores proinflamatorios, que a su vez agravan la degeneracion del cartilago, creando un
circulo vicioso que hace que esta patologia tenga un caracter crénico, progresivo e insidioso
(Schlueter y Orth, 2004; Sellam y Berenbaum, 2010).

Los condrocitos son los responsables de sintetizar la ECM del cartilago y sobre ellos
actian factores reguladores para que mantengan un equilibrio entre la sintesis y la
degradacion de la misma, permitiendo asi la renovacion del cartilago. En respuesta a un dafo
en la articulacién, los sinoviocitos liberan citoquinas proinflamatorias, mayoritariamente
interleuquina 1 beta (IL-1B) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), las cuales inducen la
liberacion de enzimas degradativas, principalmente metaloproteinasas de matriz (MMPs),
sobre todo por parte de los propios condrocitos, produciendo un desequilibrio a favor de la
degradacion (Schlueter y Orth, 2004; Sellam y Berenbaum, 2010). Esta degradacién puede ser
mediada directamente por TNFa e IL-1B, o bien de forma indirecta, ya que estas citoquinas
inducen ademads la liberacidn de otros mediadores inflamatorios, como prostaglandina E2
(PGE2), oxido nitrico (NO) y otras interleuquinas, que a su vez también van a estimular la
produccién de MMPs (Kapoor et al., 2011). Las enzimas liberadas degradan los componentes
de la matriz del cartilago, haciendo que éste pierda sus propiedades mecdnicas y no pueda
soportar las fuerzas a las que es sometida la articulacion, credndose efectos colaterales como
la formacidn de osteofitos o la esclerosis del hueso subcondral (Prades y Carmona, 2009). El
aumento de los subproductos del catabolismo del cartilago, al ser fagocitados por los




I INTRODUCCION GENERAL Y REVISION BIBLIOGRAFICA

sinoviocitos, producen o aumentan la sinovitis, estimulando a los sinoviocitos a liberar mas
mediadores de la inflamacidn, repitiéndose el ciclo sucesivamente (Sellam y Berenbaum,
2010). Que la balanza se incline a favor de la degradacién no implica que no existan
mecanismos antiinflamatorios tratando de contrarrestar estos efectos y de revertir la situacion
a la normalidad. Desafortunadamente, estos mecanismos son insuficientes y el ciclo de
degradacidn-inflamacion se perpetua (Schlueter y Orth, 2004).

Este proceso de retroalimentacidn entre la destruccion del cartilago y la inflamacién de
la membrana sinovial esta bien definido, sin embargo sigue sin estar completamente claro
quien inicia este ciclo: puede que la sinovitis esté presente desde el principio de la OA y que
sea exacerbada por los procesos de degradacidon, o puede que los cambios inflamatorios sean
secundarios a los degenerativos (Loeuille et al., 2005). En lo que si hay consenso es en que la
inflamacidn articular juega un papel central en la patogenia de la OA, poniendo una vez mas en
manifiesto la compleja interaccion entre todos los componentes de la articulacion (Sellam y
Berenbaum, 2010).

Los factores etioldgicos de la OA parecen variar segln el tipo de articulacion
(Buckwalter y Brown, 2004). En las articulaciones muy moviles, como la radio-carpal,
intercarpiana, menudillo, tarso-crural o babilla, el inicio de la patologia podria deberse a un
trauma directo sobre el cartilago articular o a una sinovitis, siendo mds frecuente la afeccién
de estas articulaciones en animales jovenes. Por otra parte, en las articulaciones poco moéviles,
como la interfalangiana proximal, la carpo-metacarpiana o las distales del tarso, parece que
son los traumas repetidos los que desencadenan la patogenia, bien sea por que afecten
directamente a la estructura del cartilago articular, bien sea por que generen esclerosis del
hueso subcondral, como se ha comentado en la seccidon anterior. Estas articulaciones se ven
mdas frecuentemente afectadas en animales de edad avanzada. Dependiendo del tipo de
articulacién, las manifestaciones del proceso patoldgico y el abordaje terapéutico también
varian. Mientras que en las articulaciones poco moviles la proliferaciéon de osteofitos tiende a
ser exagerada pudiéndose apreciar las neoformaciones dseas desde el exterior como en el
caso de la sobremano/pie (OA de la articulacidn IFP) o el esparavan (OA de las articulaciones
intertarsiana distal y/o tarso-metatarsiana), en las articulaciones de mayor movilidad los
cambios suelen ser mds sutiles, pudiendo ser en ocasiones incluso inapreciables
radiolégicamente. En estas articulaciones, el tratamiento debe ir dirigido a limitar los dafios y
ralentizar el proceso en la medida de lo posible, mientras que en las articulaciones poco
moviles una estrategia terapéutica puede ser recurrir a acelerar su anquilosis, como se verd
mas adelante (Kidd et al., 2001; Prades y Carmona, 2009; Mcllwraith, 2016b).

A continuacidn, se describiran con mas detalle los principales mediadores implicados
en el proceso de la OA.

4.2.1. Mediadores proinflamatorios v catabdlicos

Las citoquinas proinflamatorias son principalmente secretadas por los sinoviocitos
macroéfagos y difunden a través del liquido sinovial hasta sus células diana, que principalmente
son los condrocitos y los propios sinoviocitos. Estos, por regulacién autocrina, liberan en
respuesta mas mediadores inflamatorios, mientras que los condrocitos son los principales
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secretores de enzimas degradativas, si bien éstas también son producidas por los sinoviocitos.
En la Tabla 3 se resumen las principales caracteristicas de las citoquinas y mediadores
proinflamatorios mas importantes (Prades y Carmona, 2009; Sutton et al., 2009; Sellam y
Berenbaum, 2010; Kapoor et al., 2011):

CITOQUINA ACCIONES
TNFa N Mediadores inflamatorios J Sintesis componentes ECM
Factor de necrosis tumoral ~ (PGE2, NO, IL-1) cartilago
alfa Jd Produccién TIMPs
™ MMPs J Produccién TIMPs
IL-18 N Mediadores inflamatorios J Sintesis componentes ECM

Interleuquina 1 beta

IL-6
Interleuquina 6

IL-8
Interleuquina 8

IL- 17
Interleuquina 17

IL-18
Interleuquina 18

LIF
Factor Inhibidor de

Leucemia

PGE2
Prostaglandina E 2

NO
Oxido nitrico

(PGE2, NO, IL-6, TNFa)

™ MMP-2

N Proteinas fase aguda
Reclutamiento leucocitos

(linfocitos Ty B)

N Neovascularizacion
N Radicales libres

N Mediadores inflamatorios
(PGE2, NO)
™ MMP

M Mediadores inflamatorios (IL-1B,
TNFa, IFNy)
N Factores proangiogénicos

™ MMP-2 y MMP-13
Reclutamiento leucocitos

N MMP- 13, inhibicion MMP-1
Regula expresién componentes
ECM

™ MMPs

N Angiogénesis, vasodilatacion y
permeabilidad

Apoptosis condrocitos

cartilago (PGs)

J Sintesis componentes ECM
cartilago (PGs)
J Proliferacidon condrocitos

Reclutamiento leucocitos
(neutrofilos)
Hipertrofia y calcificaciéon
condrocitos

‘N Factores proangiogénicos
M Actividad osteoclastos

J Sintesis componentes ECM
cartilago

Hiperplasia sinovial y
reclutamiento leucocitos

J Sintesis componentes ECM
cartilago (PGs)

J Sintesis componentes ECM
cartilago (PGs)

J Citoquinas antiinflamatorias y

factores de crecimiento
J Sintesis componentes ECM
cartilago (PGs y colageno)

Tabla 3.- Acciones mas relevantes llevadas a cabo en la articulacién por los principales mediadores
proinflamatorios durante la fisiopatogenia de la osteoartritis.

De forma resumida, los mediadores proinflamatorios estimulan la produccién de mas
mediadores, estimulan la sintesis y liberacién de enzimas degradativas aumentando la
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destruccién de componentes del cartilago, a la vez que también son capaces de inhibir la
sintesis de los mismos. Las acciones e interacciones entre citoquinas y mediadores
proinflamatorios son muy complejas, pero en conjunto provocan la destruccién del cartilago
articular (Sellam y Berenbaum, 2010; Kapoor et al., 2011;).

En cuanto a las enzimas que median la destruccion del cartilago, las mas importantes
son las MMPs. Se trata de enzimas proteasas que presentan distintas isoformas, cada una con
una afinidad especial por ciertos componentes de la ECM del cartilago, por lo que se clasifican
principalmente en colagenasas, gelatinasas y estromelisinas, existiendo otros tipos
minoritarios como las matrilisinas y las enamelisinas. Las caracteristicas mas relevantes de las
principales enzimas degradativas se presentan en la Tabla 4 (Goldring y Goldring, 2004; Prades
y Carmona, 2009; Troeberg y Nagase, 2012):

ENZIMA TIPO AFINIDAD Y ACCIONES

MMP-1 Colagenasa Actividad preferente por coldgeno tipo Ill

MMP-2 Gelatinasa Degradacion coldgeno distintos tipos

MMP-3 Estromelisina Degradacion PGs

MMP-9 Gelatinasa Degradacion colageno distintos tipos

MMP-13 Colagenasa Degrada conjuntamente colageno tipo I, Il y Il
ADAMTS-4y 5 Agrecanasa Degradacion del PG agrecan

(Agrecanasas 1y 2)

Tabla 4.- Clasificacion de las principales enzimas de degradacién del cartilago que participan en la
fisiopatogenia de la osteoartritis y su afinidad por los componentes de la matriz extracelular del
cartilago.

Las enzimas degradativas son liberadas tanto por sinoviocitos como por condrocitos,
siendo estos ultimos los mayores productores. El papel de estas enzimas es fundamental para
mantener la homeostasis del cartilago sano, permitiendo en condiciones normales mantener
una renovacion del mismo. Sin embargo, la estimulacidon por citoquinas proinflamatorias
induce la liberacién excesiva de estas enzimas rompiendo el equilibrio a favor del catabolismo
(Dean et al., 1989; Prades y Carmona, 2009; Troeberg y Nagase, 2012).

4.2.2. Mediadores antiinflamatorios v anabdlicos

Como se ha mencionado anteriormente, también existen otras citoquinas vy
mediadores con un papel antiinflamatorio, de inhibicidon de la degradacién del cartilago o de
estimulacién de la produccién de componentes de la ECM, que tratan de contrarrestar las
acciones de los elementos anteriores. En la Tabla 5 se encuentran resumidas las caracteristicas
de las principales citoquinas antiinflamatorias que participan en el proceso (Sellam y
Berenbaum, 2010; Kapoor et al., 2011).
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CITOQUINA ACCIONES

{ Citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-1B, IL-8, IFNy, PGE2)
{4 MMP3
{ Inflamacién, vascularizacién y degradacién

IL-4
Interleuquina 4

{ Citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-1B, IL-8, IFNy, PGE2, NO)
IL-10 Jd MMPs
Interleuquina 10 1 Citoquinas antiinflamatorias (IL-1Ra)

{ Citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-1B, IL-8, IFNy, PGE2)

IL-13 4 MMP3
Interleuquina 13 1 Citoquinas antiinflamatorias (IL-1Ra)
IL-1Ra Bloquea receptor para IL-1B (inhibicion competitiva)

Antagonista del receptor  Inhibe produccién MMPs
de la interleuquina 1

Tabla 5.- Acciones mas relevantes llevadas a cabo en la articulacién por los principales mediadores
antiinflamatorios durante la fisiopatogenia de la osteoartritis.

Las citoquinas antiinflamatorias actian en general inhibiendo la produccion y/o la
liberacion de las principales citoquinas proinflamatorias, o bien impiden que se unan a su
receptor, obstaculizando por tanto sus acciones. Algunas de ellas también estimulan la
liberaciéon de otros mediadores antiinflamatorios o inhiben a las enzimas degradativas. Sin
embargo, algunas citoquinas antiinflamatorias pueden contribuir a la hiperplasia de la
membrana sinovial (Prades y Carmona, 2009).

Existen otras moléculas, los inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs), que son
producidos por condrocitos y sinoviocitos B (fibroblastos) y cuya funcién es contrarrestar los
efectos de las MMPs. Se conocen 4 tipos (TIMP 1-4) y en condiciones normales estan en
equilibrio con las MMPs en los tejidos participando en funciones fisioldgicas (Clutterbuck et al.,
2010; Sellam y Berenbaum, 2010). En la OA equina se ha identificado el papel de dos TIMPs
(TIMP-1 y 2), cuyos niveles estan significativamente aumentados en la OA, pero no lo
suficiente como para contrarrestar la excesiva actividad de las MMPs (Clutterbuck et al., 2010).

Otros mediadores anabdlicos y anti-catabdlicos en la articulacién son los factores de
crecimiento, siendo los principales implicados el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) y el factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1). TGF-B disminuye la hiperplasia sinovial,
aumenta la produccion de colageno y de PGs y disminuye la de proteasas y la expresion del
receptor para IL-1fB. Por su parte, IGF-1 también aumenta la produccién de coldgeno y PGs y
promueve la formacién de otros componentes de la ECM, a la vez que disminuye la expresion
de IL-1B y MMPs, en combinacidn con otras moléculas (Frisbie et al., 2000; Igbal et al., 2000).

4.2.3. Otros mediadores

Algunos factores pro-angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial (EGF) o el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), también se consideran implicados en la
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patogenia de la OA, ya que en esta situacidén se encuentran en desequilibrio con los factores
anti-angiogénicos, favoreciendo un aumento en la vascularizacidon de la membrana sinovial que
a su vez facilita la inflamacidn (Bonnet y Walsh, 2005).

Existen ademas diversos neuropéptidos, como la sutancia P, el factor de liberacion de
corticotropina (CRF), o la urocortina entre otros, que participan en la percepcion del dolor
durante la OA debido a cambios en el sistema nocioceptivo articular. Ademds, estos
neuropéptidos también pueden participar en otros procesos como la vasodilatacion,
promocién de la inflamacién y activacion de osteoclastos (Sellam y Berenbaum, 2010).

Las adipoquinas visfatina, nectina y leptina son secretadas por el tejido adiposo de la
mebrana sinovial y parecen estar implicadas en la degradacion del cartilago. En la especie
humana se ha encontrado relacién entre los niveles en plasma de leptina y el indice de masa
corporal en pacientes de OA (Dumond et al., 2003). La relacion entre leptina y OA no esta
hasta la fecha descrita en el caballo, pero se ha encontrado relacion entre leptina y obesidad
en esta especie (Buff et al., 2002).

Los radicales libres derivados del oxigeno (ODFR) son productos de la respuesta
inflamatoria con gran capacidad para dafiar tejidos de forma directa y se considera que
pueden jugar un papel importante en el desarrollo de la OA. Derivan principalmente de
neutréfilos activados que llegan al espacio articular y de ciclos de isquemia-reperfusion
(ziskoven et al., 2010).

En la Figura 14 se representan los principales procesos que tienen lugar en la
fisiopatogenia de la OA.
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Figura 14: llustracién esquematica de la compleja interaccidn entre diversos mediadores que tiene
lugar durante la fisiopatogenia de la osteoartritis y los efectos derivados de este proceso sobre las
estructuras articulares. Tomado de Sellam y Berenbaum (2010).

4.3. Sintomatologia y diagndstico de la osteoartritis

Como reflejo del proceso que se acaba de describir, los caballos con OA presentan
distintos grados de dolor, efusién sinovial y limitacién funcional, ademds de signos
inflamatorios como aumento de calor local (Jansson, 1996). En los casos avanzados, y
especialmente en articulaciones de baja movilidad, las neoformaciones éseas derivadas del
proceso de la OA (osteofitos) puede ser claramente visibles desde el exterior (sobremano/pie,
esparavan) (Dyson y Ross, 2011; Ruggles, 2011) (Figura 15). Cualquier articulacion puede verse
afectada por la OA, pero esta patologia se observa mas frecuentemente en la IFP, el menudillo,
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las articulaciones carpales y las articulaciones distales del tarso, aunque también puede
aparecer en las articulaciones tarso-crural y talo-calcanea o en la babilla, siendo mas habitual
en estas localizaciones que la OA vaya asociada a otra patologia como la OC(D) (Kidd et al.,
2001).

Figura 15: Aspecto externo (izquierda) e imagen radioldgica correspondiente (derecha) de una
osteoartritis de las articulaciones distales del tarso (esparavan) (A) y de una articulacion
interfalangiana proximal con osteoartritis (sobrepie) (B).

El dolor generalmente se manifiesta como cojera y es consecuencia de la inflamacion,
la neovascularizacion y la neoinervacién que suceden en la articulacion, asi como del aumento
de la presidn que soporta el hueso al dafiarse el cartilago. Sin embargo, no existe una
correlacién entre el grado de dolor manifestado y la severidad de las lesiones articulares
(Prades y Carmona, 2009). La estimulacién de ciertos nocioceptores, ademas, induce la
produccién de mediadores inflamatorios que contribuyen a perpetuar la respuesta
inflamatoria articular (inflamacién neurogénica) (Bonnet y Walsh, 2005). La efusién sinovial
ocurre a consecuencia de la sinovitis, que conlleva un aumento en la produccién de liquido
sinovial. Un grado elevado de efusién puede conducir ademads a la fibrosis de la capsula
articular, lo que a su vez agrava la limitacidn funcional de la articulacion (Prades y Carmona,
2009).

Los signos clinicos descritos, junto con la historia del animal, van a orientar el
diagndstico. Los hallazgos radioldgicos mas frecuentemente asociados a la OA son la formacidn
de osteofitos marginales, la esclerosis del hueso subcondral, la proliferacién del periostio
adyacente, y la pérdida de espesor del cartilago articular. Sin embargo, un examen radioldgico
normal no descarta la presencia de OA, lo que ha conducido al desarrollo de otros métodos
diagndsticos para esta patologia. Ademas de técnicas de imagen tales como la MRI, la
ecografia, escintigrafia o artroscopia que se han comentado en apartados anteriores, el uso de
biomarcadores tanto a nivel local (liquido sinovial) como sistémico estd adquiriendo gran
importancia (Jansson, 1996).
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El analisis del liquido sinovial puede aportar bastante informacidn sobre el estado de la
articulacién. Los pardmetros que pueden valorarse en él van desde la apariencia macroscdpica
(color, volumen, viscosidad), la determinacién de proteinas totales, el recuento total y
diferencial de leucocitos o la citologia, hasta otros mas especificos como la actividad de ciertas
enzimas (Mahaffey, 2002).

Aunque la determinacién de estos parametros puede aportarnos informacion valiosa
sobre la severidad de la sinovitis que presenta la articulacidn, no permiten reflejar el grado de
deterioro del cartilago. Es por ello que en las ultimas décadas se ha iniciado la bdsqueda de
biomarcadores, tanto a nivel sinovial como en suero, que puedan aportar informacién sobre el
estado del cartilago y la progresion de la OA (Bertone et al., 2001).

4.3.1. Biomarcadores en osteoartritis

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define biomarcador como “cualquier
medicion que permita reflejar la interaccidn entre un sistema bioldgico y un potencial dafio,
que puede ser quimico, fisico o biolégico. La respuesta medida puede ser funcional y
fisiolégica, bioquimica a nivel celular, o una interaccién molecular” (OMS, 1993). La busqueda
de biomarcadores es una importante 4rea de investigacién en muchas enfermedades, incluida
la OA. Como ejemplo, en la ultima revisidon de la Sociedad Internacional de Investigacidon en
Osteoartritis (OARSI) en 2016, se recoge la publicacion de unos 200 nuevos estudios sobre
biomarcadores para la OA desde la anterior revisién en 2015 (Mobasheri et al., 2017).

Como se ha descrito en la seccidn anterior, el proceso de la OA resulta en el
incremento de mediadores inflamatorios junto con la liberacion de micromoléculas y sus
fragmentos al liquido sinovial y al suero, pudiendo emplearse la modificacién en sus niveles
como reflejo del estado de los procesos anabdlicos y catabdlicos articulares. Los
biomarcadores son Utiles para clarificar los procesos patoldgicos en la articulacidn, diferenciar
de forma diagndstica entre articulaciones sanas y afectadas y monitorizar la evolucién de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento (Mcllwraith, 2005). Segun la forma en que son
detectados, los biomarcadores pueden subdividirse en bioquimicos o inmunolégicos. Los
segundos se basan en la uniéon de un anticuerpo especifico a un epitopo concreto de la
molécula a detectar, por ejemplo, mediante la técnica ELISA (ensayo por inmunoadsorcion
ligado a enzimas, enzyme-linked immunosorbent assay), siendo estas técnicas las mas
estudiadas por ofrecer una mayor sensibilidad (Frisbie, 2016b).

Otra clasificacion de los biomarcadores es en directos e indirectos. Los biomarcadores
directos se originan en el cartilago o el hueso subcondral y proporcionan informacion sobre su
anabolismo y catabolismo. A nivel del cartilago, los biomarcadores anabdlicos mas empleados
son el carboxipropeptido del colageno tipo Il (CPIl), que aporta informacidn sobre la sintesis
del coldgeno tipo Il al ser un precursor del mismo, y el CS, que refleja la sintesis de agrecano.
Ambos se han encontrado incrementados en liquido sinovial y suero en la OA equina. Por su
parte, los principales marcadores de catabolismo del cartilago son los fragmentos del colageno
tipo Il, los GAGs y la COMP. Los dos primeros se encuentran aumentados en liquido sinovial
mientras que COMP se halla disminuida en liquido sinovial y suero durante la OA (Mcllwraith,
2005; Mcllwraith et al., 2001).
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Los biomarcadores indirectos son aquellos que no se originan mayoritariamente en
cartilago o hueso subcondral pero que tienen capacidad para influir en su integridad. En este
grupo se incluyen diversas citoquinas y mediadores que han sido descritos en el apartado de la
fisiopatologia, como IL-1B, PGE2, MMPs o IGF (Bertone et al., 2001; Frisbie, 2016b). A
continuacién nos referiremos a un grupo de biomarcadores indirectos constituido por las
proteinas de fase aguda (PFA), de creciente interés en medicina veterinaria y con relevancia
para la presente Tesis Doctoral.

4.3.1.1. Proteinas de fase aguda

Las proteinas de fase aguda (PFA) se han usado como biomarcadores de inflamacion
durante décadas en medicina humana, siendo su estudio y utilizacion mas recientes en
medicina veterinaria y constituyendo una importante drea de investigacion en la actualidad.
Las PFA son proteinas sanguineas cuya concentracion cambia en respuesta a la infeccién o al
dafio tisular (Gabay y Kushner, 1999; Kushner, 1993), al ser estimulada su produccion por las
distintas citoquinas y mediadores inflamatorios liberados (Koj, 1996). De acuerdo a su patrén
de respuesta, las PFA pueden clasificarse en mayores y menores/moderadas, iniciandose el
incremento de las primeras a las pocas horas y alcanzando los valores maximos a la 24- 48h,
mientras que las PFA menores/moderadas tienen incrementos mas lentos y se mantienen
elevadas por mas tiempo (Taira et al., 1992), lo cual es importante a la hora de medir la PFA
mas apropiada segun la fase clinica. En el caballo, el amiloide sérico A (SAA) es la PFA mayory
por tanto la mas estudiada. Sin embargo, otras PFA menores/moderadas como el fibrindgeno,
la proteina C reactiva (CRP) o la haptoglobina, también estan siendo objeto de estudio en esta
especie. En el caso concreto de las patologias articulares, el SAA se ha determinado en liquido
sinovial equino de articulaciones sanas y patoldgicas (Jacobsen et al., 2006a; Jacobsen et al.,
2006b), y se ha valorado el efecto de distintos procedimientos sobre sus niveles (artrocentesis
repetidas, administracion repetida de amicacina intra-articular, lavado artroscépico) (Sanchez-
Teran, 2012; Sanchez-Teran et al.,, 2016;). Sin embargo, el estudio de otras PFA como la
haptoglobina en la patologia articular equina es todavia un area por explorar.

4.3. Tratamiento de la osteoartritis

Para establecer un buen tratamiento de la OA es fundamental entender su patogenia y
los cambios que suceden en la articulacidn. Visto el caracter insidioso y progresivo de esta
patologia ya podemos anticipar que, a dia de hoy, no existe ningun tratamiento totalmente
efectivo para este desorden, pudiendo aspirar sélo a paliar sus efectos. Las estrategias
terapéuticas actuales estan enfocadas en reducir el dolor, disminuir la limitacién funcional y
enlentecer el deterioro de las estructuras articulares. La inflamacién juega un papel central en
la fisiopatologia de la OA, como ya hemos visto anteriormente. Por ello, un abordaje
terapéutico optimo deberia tratar de limitar esta inflamacion, la subsiguiente degradacion del
cartilago, e intentar estimular la regeneracién de las estructuras articulares afectadas (Walker-
Bone et al., 2000). A continuacién, se revisaran los principales tratamientos para la OA que se
estudian y emplean en la actualidad en ortopedia equina.
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4.3.1. Tratamientos médicos convencionales

El tratamiento médico de la OA es uno de los abordajes mas utilizados en la clinica
equina y comprende principalmente la administracion de antiinflamatorios, tanto a nivel
sistémico como local, y el uso de suplementos con diversas propiedades. Es habitual en la
practica clinica la combinacién de distintos productos, sin que haya clara evidencia de la
superioridad de una u otra combinacién (Goodrich y Nixon, 2006).

Una forma de clasificar los farmacos utilizados para tratar la OA se basa en los
principales efectos ejercidos por los mismos, pudiendo establecerse dos grandes grupos: los
farmacos modificadores de los sintomas (symptom modifying osteoarthritis drugs, SMOADSs) y
los farmacos modificadores de estructura (structure or disease modifying osteoarthritis drugs,
DMOADs). Los SMOADs son farmacos capaces de proporcionar mejoria clinica, principalmente
aliviando el dolor, pero no influyen sobre el progreso de la enfermedad. A este grupo
pertenecen los farmacos analgésicos y antiinflamatorios. Los DMOADs son farmacos con
potencial para reducir, frenar o revertir la destruccion del cartilago articular, conocidos
anteriormente como condroprotectores (Wieland et al., 2005). Idealmente, un farmaco para la
OA deberia poseer ambas propiedades: aliviar los sintomas de la OA al mismo tiempo que
ralentiza (o de forma dptima, revierte) la progresién de la misma. Por ello, la accién como
DMOADs de algunos farmacos inicialmente clasificados como SMOADs ha sido posteriormente
evaluada. La clasificacidon estricta en uno u otro grupo es complicada, ya que aunque existen
estudios que sugieren la accién como SMOAD de ciertos farmacos en ocasiones son
insuficientes para afirmar categéricamente estos efectos (Mcllwraith et al., 2012). En la Tabla 6
se muestran los principales farmacos utilizados en el manejo de la OA equina para los que se
ha visto efecto como SMOAD o DMOAD (Mcllwraith et al., 2012), que serdn descritos con mas
detalle a continuacién.

Farmacos modificadores Farmacos modificadores

GRUPO FARMACO de los sintomas de estructura
(SMOADs) (DMOADs)
Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) v
Betametasona 4
Cortico-esteroides . . . -
. . Metilprednisolona v (posible condrotoxicidad)
intraarticulares
Triamcinolona v v
Acido hialurénico v
PSGAG v v
DMOADs de acc.lon Nutracéuticos
lenta (slow acting (suplementos orales) v
DMOADs, SDMOADs) Ej. Condroitin sulfato, (pocos estudios)

glucosamina

Tabla 6.- Acciones conocidas de los principales farmacos usados en el tratamiento de la osteoartritis
equina (antiinflamatorios no esteroideos, cortico-esteroides intraarticulares, acido hialurdnico y
SDMOADs), como SMOAD (farmaco modificador de los sintomas) o DMOAD (farmaco modificador
de estructura).
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Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son los farmacos mas frecuentemente
utilizados a nivel sistémico para paliar la OA. Su mecanismo de accion es la inhibicion de la
enzima ciclo-oxigenasa (COX). Ademas de efectos adversos generales derivados de la inhibicion
no selectiva de la isoforma constitutiva COX-1, también se ha descrito efecto negativo de los
AINEs sobre la sintesis de PGs en el cartilago articular en ciertas condiciones (Beluche et al.,
2001). De todos los AINEs, la fenilbutazona es sin duda el mas empleado en el caballo con OA,
siendo la administracién oral la mas usada por ser mas practica y segura. El uso de este
farmaco disminuye la cojera, los signos inflamatorios, la efusidn sinovial y el nivel de PGE2 en
liguido sinovial (Raekallio et al., 1997). Otro AINE de uso extendido en la clinica equina es el
flunixin meglumine, que también ha mostrado ser util en el manejo de la OA, pero la relacién
coste-eficacia inclina la eleccion hacia la fenilbutazona (Goodrich y Nixon, 2006). El
ketoprofeno parece ser retenido en las articulaciones inflamadas en mayor medida que en las
sanas, lo que podria resultar en una mejor eficacia de su uso. Ademas, su rango de seguridad
es mas amplio que el de la fenilbutazona. El ketoprofeno proporciona una analgesia del dolor
musculo-esquelético de buena a excelente y sus efectos incluyen la reduccién en la cojeray la
efusion sinovial, pero los efectos de la fenilbutazona en el tratamiento de la inflamacidn
articular aguda siguen siendo superiores (Owens et al., 1995; Owens et al., 1996). Otros AINEs
que se han estudiado son el naproxeno y el carprofeno, pero al igual que el ketoprofeno, su
uso no estd extendido, siendo la fenilbutazona el AINE por excelencia para el manejo de la OA
equina.

El uso de cortico-esteroides intra-articulares sigue siendo una estrategia terapéutica
muy extendida para la OA equina. Su eficacia se basa en la inhibicién de la proteina NF-kB,
implicada en la produccién de citoquinas proinflamatorias, lo que hace que estas moléculas
disminuyan drasticamente (Goodrich y Nixon, 2006). Pese a su potente efecto
antiinflamatorio, su uso es controvertido debido a sus efectos sobre el metabolismo del
cartilago articular, como la disminucién en la sintesis y la pérdida de GAGs, la inhibicién de la
sintesis de PGs o la necrosis de condrocitos (Caron, 2005; Mcllwraith, 2010). Estos efectos
negativos van a depender del tipo de cdrtico-esteroide utilizado, la concentracidn, la duraciéon
de la exposicion y muchas otras variables. La metilprednisolona, la betametasona y la
triamcinolona son los cértico-esteroides mas empleados en el manejo terapéutico de la OA,
siendo esta Ultima la mas utilizada en la actualidad por no presentar efectos deletéreos sobre
el cartilago, pese a que la duracidn de su efecto es menor que la de otros cértico-esteroides
(Goodrich y Nixon, 2006; Mcllwraith, 2010).

La implicacidn de la membrana sinovial en el proceso osteoartritico afectaria también
a la produccién de liquido sinovial, encargado de nutrir y lubricar la articulacidn. Los
sinoviocitos alterados producen HA de menor tamafo, lo que resta viscosidad al liquido
sinovial. Se ha sugerido que la falta de lubricacidn en la articulacidn tiene un papel significativo
en la patogenia de la OA, lo que ha incrementado la investigacidén sobre diversas sustancias
capaces de aportar viscosuplementacién con el objetivo de mejorar la lubricacién de la
articulacion y su proteccién, disminuyendo el dolor (Elsaid et al., 2008). El acido hialurénico
(HA) ha sido el producto mds utilizado tradicionalmente para este fin y su uso estd muy
extendido en el manejo terapéutico de la OA equina. Aunque el mecanismo de accién a nivel
celular del HA exdgeno no se conoce exactamente, se cree que ademas de restaurar la
viscoelasticidad y de mejorar la lubricacidon de la articulacion (Howard y Mcllwraith, 1993),
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podria tener cierto papel en la regulacién del ambiente inflamatorio articular y en la
estimulacién de la produccion endégena de HA (Goodrich y Nixon, 2006). Existen diversos
tipos de HA con distintos pesos moleculares y, aunque la via de administracion mas habitual es
la intraarticular, la administracion intravenosa también ha mostrado ser beneficiosa, e incluso
se ha estudiado su uso oral (Richardson y Loinaz, 2007; Carmona et al.,, 2009). El HA es
frecuentemente combinado con cértico-esteroides en inyeccion intraarticular. Esta practica
clinica estd muy extendida y los estudios al respecto han mostrado efectos beneficiosos de
esta combinacion (Frisbie, 2016a), aunque un estudio reciente mostré que el efecto clinico a
corto plazo de la combinacion HA-triamcinolona fue inferior al mostrado por la administracion
de la triamcinolona sola (de Grauw et al., 2016).

Aunque su aplicaciéon todavia no estd extendida y no podria considerarse un
tratamiento convencional, el uso de hidrogel de poliacrilamida (PAAG) esta siendo investigado
en el tratamiento de la OA en el caballo, mostrando efectos analgésicos hasta dos afios
después de la administracion (Tnibar et al., 2015). Este producto se ha utilizado
tradicionalmente para aumentar tejidos blandos, por ejemplo en cirugia plastica, siendo este
efecto constante y estable por sus propiedades de intercambio de agua con el organismo.
Ademads, el PAAG es capaz de sustentar la integracién y el crecimiento celular in vivo
(Christensen et al., 2008). Sus propiedades han despertado el interés en el estudio de su
aplicacién a patologias articulares. En un estudio histopatolégico en el caballo, se observo
proliferacién e invasion de células sinoviales dentro del gel a los 14 dias tras la administracion
intraarticular de PAAG, habiéndose formado una capa de revestimiento sinovial a los 30 dias
que perdurd hasta 2 afios después (Christensen et al., 2016). Se requieren mas estudios para
comprender los mecanismos de accién y las posibilidades del PAAG, pero su uso parece ser
seguro y los efectos beneficiosos y prolongados vistos hasta ahora indican que puede ser una
potencial herramienta terapéutica para la OA equina y de otras especies.

La administracion intraarticular de GAGs polisulfatados (PSGAGs) parece tener un
efecto inhibitorio de distintos mediadores proinflamatorios sobre el cartilago y la membrana
sinovial. Su mecanismo de acciéon no estad totalmente esclarecido, pero este producto ha
mostrado beneficios clinicos en la OA equina y su uso estd bastante establecido (Goodrich y
Nixon, 2006).

Los bisfosfonatos (BPs) son farmacos que se han estudiado y utilizado en muchas
patologias dseas en diversas especies, incluida el caballo, principalmente por sus propiedades
anti-resortivas sobre el hueso. El tiludronato es el BP mas estudiado en el caballo y su uso en el
tratamiento del sindrome navicular estad bastante extendido. Adema3s, se ha atribuido a los BPs
posibles efectos condroprotectores, antiinflamatorios y analgésicos, lo que ha sugerido su uso
como terapia para la OA equina (Soto y Chiappe Barbard, 2014). El uso intraarticular de
tiludronato como tratamiento del esparavan ha mostrado mejoria clinica (Gough et al., 2010),
pero sus efectos sobre el cartilago todavia no estdn claros y ciertas concentraciones podrian
ser condrotoxicas (Duesterdieck-Zellmer et al., 2014).

Existe ademas en el mercado una cantidad creciente de suplementos orales, cuyo uso
se estd popularizando cada vez mas, que generalmente contienen componentes del cartilago
como el condroitin sulfato o precursores de estos, como la glusocosamina. Pese a su
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popularidad, su efectividad tratando o previniendo la OA todavia no se ha esclarecido
(Mcllwraith, 2013).

4.3.2. Abordaje quirdrgico

Como alternativa o de forma complementaria a los tratamientos farmacolégicos, ante
ciertas situaciones puede realizarse un manejo de la OA mediante cirugia.

La OA, si avanza indefinidamente, dara lugar a una destruccién completa del cartilago y
la consiguiente anquilosis de la articulacion. Mientras que esta evolucién es indeseable en
articulaciones de alta movilidad por la enorme limitacién de funcionalidad que supondria para
el animal, este proceso puede aplicarse como tratamiento en articulaciones poco moéviles. La
técnica para realizar una fijacion permanente de la articulacidon se conoce como artrodesis y se
ha usado con éxito en articulaciones como la interfalangiana proximal, intertarsiana distal o la
carpo-metacarpiana (Lang et al., 2009; Herthel et al., 2016). La artrodesis quirurgica consiste
en el uso de fijaciones, como tornillos intra-articulares o placas de compresién dindamica
(Herthel et al., 2016), la retirada del cartilago para estimular la osificacién (Lang et al., 2009;
Panizzi et al.,, 2011) o la realizacion de perforaciones en el mismo que creen trayectos
osificados para limitar los escasos movimientos de rotacion y deslizamiento de las
articulaciones tarsales distales, en el caso del esparavan (Dechant et al., 2003) (Figura 16.A).
Aunque el abordaje quirurgico es el recomendado para realizar la artrodesis, cuando existen
limitaciones econdémicas y dependiendo del tipo de articulacién, puede recurrirse a una
artrodesis quimica. Esta consiste en la inyeccién intraarticular de sustancias altamente
condrotdxicas, por lo que si se escoge realizar este abordaje es imprescindible tener en cuenta
la comunicacidén entre articulaciones. Pueden emplearse distintos productos, incluidos algunos
de los cortico-esteroides con efectos condrotéxicos mencionados en la seccion de tratamiento
médico de la OA, como la metilpredinosola, pero los resultados pueden ser variables (Zubrod y
Schneider, 2005). El monoiodoacetato ha sido una de las sustancias utilizadas para este fin,
especialmente en casos de esparavan (Dowling et al., 2004), pero los efectos adversos que
puede causar, como necrosis en el sitio de inyeccién u OA de la intertarsiana proximal cuando
se inyecta en las articulaciones distales del tarso (Dowling et al., 2004; Penraat et al., 2000),
han hecho que su uso se haya visto sustituido por otros productos, como el alcohol etilico. La
administracién intraarticular de alcohol etilico para facilitar la anquilosis ha sido estudiada
tanto en las articulaciones tarsales distales como en la IFP con buenos resultados (Carmalt et
al.,, 2012). Ademas, el alcohol etilico no sélo destruye los condrocitos, sino que se cree que
provoca neurolisis y destruccion de la inervacién sensitiva de la membrana sinovial, capsula
articular y, quizd, hueso subcondral, por lo que se le atribuye un efecto de disminucién del
dolor asociado a la OA hasta que la anquilosis se consolida (Caston et al., 2013).

Como ya se ha comentado, los procedimientos anteriormente descritos se suelen
reservar para articulaciones poco méviles. Sin embargo, para articulaciones muy méviles con
OA se puede recurrir a otros abordajes quirdrgicos con un objetivo totalmente distinto, ya que
en lugar de buscar la destruccién del cartilago y la anquilosis, se persigue estimular su
reparacion y la mejoria en la movilidad articular. Para ello pueden emplearse técnicas
artroscopicas que se pueden clasificar en tres grupos: paliativas, reparativas y restaurativas . El
método paliativo consiste en desbridar las zonas afectadas del cartilago para promover su
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cicatrizacion (Mcllwraith, 2011; Cokelaere et al., 2016). Los tratamientos reparativos incluyen
la artroplastia por abrasidn o la microfractura (Figura 16.B). Su objetivo es comunicar espacio
medular del hueso con el espacio articular, de forma que el sangrado producido lleve factores
de crecimiento y células progenitoras hasta el cartilago lesionado (Frisbie et al., 2006; Hunziker
et al.,, 2015). Con estas técnicas, el nuevo tejido producido es principalmente de tipo
fibrocartilaginoso, con inferiores propiedades biomecanicas a las del original. Por ello, no
suelen utilizarse forma aislada, sino que principalmente se estudia su uso en combinacidn con
productos ortobiolégicos con potencial regenerativo (Mcllwraith et al., 2011). Las técnicas
restaurativas tienen como objetivo reemplazar el tejido lesionado y consisten en distintos
procedimientos de trasplante, bien sea de tejido, como el injerto osteo-condral directo o
mediante andamiajes, o de células, como el trasplante de condrocitos o de células
progenitoras del cartilago (Cokelaere et al., 2016), como se comentard mas adelante.

Figura 16: Imagen radioldgica tras la realizacién de una artrodesis quirdrgica mediante tornillos en
la articulacion interfalangiana proximal en un paciente del HV-UZ (A). Imagen artroscdpica tras
realizar la técnica de microfractura en un defecto condral del céndilo medial del fémur. Tomada de
Mcllwraith et al. (2011) (B).

4.3.3. Terapias fisicas

El uso de distintas modalidades de rehabilitacidn se estd extendiendo en el manejo de
la OA como estrategia complementaria para reducir el dolor y tratar de mantener la
funcionalidad articular. Ademas de los habituales protocolos de rehabilitacion que incluyen
diversos grados de actividad fisica y distintos tipos de ejercicios, existen cada vez mds opciones
de terapias fisicas. Algunos ejemplos son la crioterapia, la termoterapia, las ondas de choque
extra-corporales (Figura 17), el laser de bajo nivel, los ultrasonidos terapéuticos, las distintas
modalidades de hidroterapia o el uso de dispositivos y ejercicios para mejorar la
propiocepcion. Su uso en la clinica equina se estad extendiendo cada vez mas, incluso aunque
no se conozcan exactamente los mecanismos de accidon de algunos de ellos. Estos métodos
parecen tener un potencial beneficioso para los pacientes, aunque todavia se sabe poco sobre
las distintas variables a la hora de aplicarlos en cada situacidn, por lo que su uso apropiado
requiere de la identificacion previa del problema especifico y de los objetivos de Ia
rehabilitacion: cada caso particular, la fase de la patologia en que se encuentre y los objetivos
a lograr durante la misma, requieren un protocolo de rehabilitacién concreto (Porter, 2005;
Haussler y King, 2016; Kaneps, 2016).

42



I INTRODUCCION GENERAL Y REVISION BIBLIOGRAFICA

Figura 17: Aplicacién de ondas de choque extra-corporales en un caso de osteoartritis de la
articulacidn interfalangiana proximal en el HV-UZ.

4.3.4. Nuevas terapias en la osteoartritis equina

4.3.4.1. Terapia génica

El valor potencial de la terapia génica se basa en las limitaciones de los tratamientos
convencionales, debidas en parte a la vida media relativamente corta de los agentes mas
utilizados, lo que requiere de administraciones intra-articulares sucesivas que podrian evitarse
con este tipo de terapia (Frisbie y Mcllwraith, 2001). Al igual que ciertas moléculas implicadas
en la fisiopatologia de la OA han sido estudiadas para su uso como biomarcadores, algunas de
ellas también han sido objeto de investigacién como dianas terapéuticas. Distintos candidatos
para el tratamiento de la OA mediante terapia génica se han examinado utilizando vectores
virales y no virales que contienen genes codificantes para distintas moléculas de interés como
IGF-1, IL-1ra o TGF-B1. Ademas, otros candidatos han incluido la proteina morfogenética dsea
Il'y VII (BMP-2 y -7), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), mediadores anabdlicos como
IL-4, IL-1R o TNFR, o antagonistas catabdlicos como SOD, Sox-5, -6, -9, SMAD y BCL-2 (Evans et
al., 2004). En el caballo, se ha desarrollado y estudiado el IL-1ra como candidato para terapia
génica en la OA, produciendo una reducciéon de la cojera y la efusién sinovial y mejorando la
apariencia macroscopica, los hallazgos histopatoldgicos y las propiedades bioquimicas del
cartilago, sin que se observaran efectos adversos a largo plazo (Frisbie et al., 2002). También se
ha evaluado el uso de IGF-1 in vitro con resultados bastante prometedores (Hemphill et al.,
2016), asi como su seguridad y la liberacién de la proteina in vivo en articulaciones sanas
(Ortved et al., 2015). El uso de vectores humanos para BMP-2 y -6 en un modelo equino
mostré buenos resultados, pero no fue capaz de proporcionar una regeneracion apropiada a
largo plazo (Menendez et al., 2011). La terapia génica es una potencial candidata para tratar la
OA equina, aunque su desarrollo es complejo y son necesarios mas estudios para clarificar
distintos aspectos de la misma, como dosis, nimero de administraciones o duracién del efecto
terapéutico.

4.3.4.2. Productos ortobiolégicos

Ortobioldgico es un término utilizado para definir aquellas sustancias de origen
bioldgico que ayudan a la curacion de los tejidos del aparato locomotor, y que comprenden
varios tipos de productos. El estudio y el uso de productos ortobioldgicos para diferentes
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patologias musculo-esqueléticas van en aumento en el caballo, en parte debido a su ya
mencionado valor como modelo animal. La accién de este tipo de productos se basa en una
rica composicién en factores de crecimiento, o bien en la presencia de distintos tipos de
células (Cruz, 2011).

En el caso de la articulacién, los productos orto-biolégicos no-celulares mas
frecuentemente utilizados son el suero autdlogo condicionado y el plasma rico en plaquetas,
por su contenido en factores de crecimiento.

El suero autdlogo condicionado (ACS) se prepara a partir de sangre del propio
paciente, que es incubada con unas esferas especiales de vidrio que estimulan a los leucocitos
a liberar diversas citoquinas antiinflamatorias (Wehling et al., 2007), aunque se ha observado
que la incubacién simple de la sangre en tubos sin aditivos, sin utilizar el sistema de esferas,
también incrementa el nivel de algunos de los mediadores, aunque de forma mas modesta
(Hraha et al., 2011). De las citoquinas producidas, la mas conocida es el IL-1ra (por lo que a
este producto también se le ha denominado IRAP), pero también se produce el incremento de
muchos otros mediadores en el preparado, como IL-10, IGF, TGF-B, asi como las citoquinas
proinflamatorias TNFa e IL-1B (Rutgers et al., 2010). El estudio del ACS ha mostrado efectos
beneficiosos en la patologia articular equina y su uso clinico ha ido incrementando (Frisbie et
al.,, 2007; Wehling et al.,, 2007), pero aun son necesarios mas estudios controlados para
comprender el funcionamiento y la efectividad del ACS.

El plasma rico en plaquetas (PRP) ha sido objeto de varios estudios sobre el
tratamiento de problemas del aparato locomotor en el caballo, especialmente en tendones y
ligamentos, y su uso en la practica clinica estd actualmente bastante extendido. EI PRP se
puede obtener mediante distintos métodos de centrifugacion de la sangre del paciente, de
forma que se obtenga un concentrado de las plaquetas, cuyos granulos contienen diversos
factores de crecimiento como el factor de crecimiento plaquetario (PDGF), TGF-B o VEGF. La
existencia de distintos métodos para obtener PRP, tanto comerciales como manuales, lleva
asociada inevitablemente una variabilidad en sus caracteristicas (Brossi et al., 2015). Un
intento de estandarizar sus propiedades considera tres factores: la concentracién de
plaquetas, la presencia de activadores de las plaquetas, y el nivel de leucocitos en la
preparacion. Estos factores parecen influir en el potencial terapéutico del PRP, pero
actualmente todavia no se han podido establecer unas recomendaciones especificas en cuanto
a sus niveles (McCarrel et al., 2012). El uso intra-articular del PRP ha mostrado potencial
terapéutico en lesiones degenerativas del cartilago en el caballo (Carmona et al., 2007; Chan et
al., 2008), pero su uso no estd tan extendido como en tejidos blandos y se requieren mas
estudios para clarificar sus efectos a nivel articular.

Las terapias orto-biolégicas basadas productos celulares para la OA equina se
caracterizan por su potencial regenerativo y comprenden principalmente el trasplante de
condrocitos o de células progenitoras del cartilago y el uso de células madres mesenquimales.
Como se ha mencionado al hablar de las modalidades restaurativas en los abordajes
quirdrgicos de la OA, es posible realizar un trasplante de tejido o de células a la articulaciéon
afectada. Las células progenitoras del cartilago son una subpoblacién de células pluripotentes
con potencial condrogénico. A partir de un fragmento de cartilago del propio individuo, estas
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células son aisladas y cultivadas antes de ser implantadas en el cartilago afectado mediante
distintos sistemas de andamiaje. Su aplicacion ha mostrado un importante potencial
terapéutico (Frisbie et al., 2015) pero su uso es todavia limitado debido a su baja presencia en
el cartilago y a la dificultad de su obtencidn (Jayasuriya y Chen, 2015). Otra variante de esta
técnica es el aislamiento y cultivo de condrocitos adultos, presentes en mayor cantidad en el
cartilago, que también ha demostrado un importante potencial como terapia para la OA
(Cokelaere et al., 2016).

Las células madre mesenquimales (MSCs) y su aplicacién en la OA serdn abordadas en
detalle en los siguientes apartados por su papel central en la presente Tesis Doctoral.

5. CELULAS MADRE

Las células madre son células indiferenciadas, presentes en distintos tejidos y durante
distintas fases del desarrollo, con capacidad para diferenciarse a otros tipos celulares. Dada la
complejidad de estas células, existen diversas formas de clasificarlas en funcién de sus
distintas propiedades. Las clasificaciones mas comunes son las que se refieren a su potencial
de diferenciacion y a su origen (Bongso y Eng, 2011) (Figura 18). Atendiendo a su potencial de
diferenciacion, podemos clasificar a las células madre en:

e Totipotentes: tienen potencial para dar lugar a un organismo vivo completo.

e Pluripotentes: pueden diferenciarse a tipos celulares de cualquiera de las tres capas
germinales: endodermo, mesodermo y ectodermo.

e Multipotentes: son capaces de diferenciarse a distintos tipos de células especializadas
presentes en un tejido u érgano

e Unipotentes: pueden diferenciarse a un solo tipo celular especializado.

Como se puede deducir de esta clasificacidn, la capacidad de diferenciacién de las
células madre va a depender de donde se encuentren, es decir, de su origen:

e (Células madre embrionarias: son las células encontradas en las primeras fases del
embridén. Se trata de células madre totipotentes por ser capaces de dar lugar a un
organismo completo (Bongso y Eng, 2011).

e (Células germinales embrionarias: son las células germinales primordiales, que existen sdlo
de forma transitoria en el embridén antes de asociarse con las células somaticas gonadales
para dar lugar a las células germinales. Estas células son de tipo pluripotente (Shamblott et
al., 1998).

e (Células madre fetales: son tipos celulares primitivos que se encuentran en los érganos
fetales. Algunos ejemplos son las células madre de la cresta neural (en el cerebro fetal), las
células madre hematopoyéticas fetales (en sangre fetal, placenta y cordén umbilical) y los
progenitores de las isletas pancredticas (Beattie et al., 1997; Villa et al., 2000).

e (Células madre del corddén umbilical: la sangre del cordén umbilical contiene células madre
cuyas caracteristicas parecen diferir de las halladas en médula dsea y sangre del individuo
adulto, mostrando mayor capacidad de proliferacién y de inmunorregulacidon. Son células
de tipo multipotente pero pueden dar lugar a algunos tipos celulares de otras capas
germinales. En el corddn umbilical también existen otras células madre, tanto en la sangre




L INTRODUCCION GENERAL Y REVISION BIBLIOGRAFICA

como presentes en la matriz del mismo, que se conoce como gelatina de Wharton. Se trata
de células madre mesenquimales (MSCs), pero algunas de sus propiedades difieren de las
MSCs presentes en los tejidos adultos (Mitchell et al., 2003).

e (Células madre adultas: se encuentran en diversos tejidos del individuo adulto y poseen
diferente potencial de diferenciacion, pudiendo ser multipotentes o unipotentes, y
existiendo varios tipos. Las células madre mesenquimales (MSCs) son el objetivo de la
presente Tesis Doctoral y por tanto seran vistas con mas detalle en el siguiente apartado.
Las células madre hematopoyéticas estan presentes principalmente en la médula dsea y
son multipotentes, encargandose de producir y mantener a las células madre sanguineas,
que se diferenciardn a las distintas células de la sangre (Eaves, 2015). También existen
células madre adultas hepaticas (Alison et al., 2004), pancreaticas (Zulewski et al., 2001),
epidérmicas (Blanpain et al.,, 2004), neuronales (De Filippis y Binda, 2012), oculares
(Dhamodaran et al., 2014), del sistema gastrointestinal (Li y Jasper, 2016), del hueso o del
cartilago (Akiyama et al., 2005). Su papel principal es reponer las células de los distintos
tejidos durante la vida del individuo. Algunos de estos tipos celulares son multipotentes y
otros, como las del hueso y el cartilago, se consideran células progenitoras: participan en
los procesos de reparacién del tejido en el que residen, pero su capacidad para
diferenciarse es limitada (Metsaranta et al., 1996).

e Células madre pluripotentes inducidas (iPSCs): Aungue estas células no son una poblacion
presente de forma natural en el organismo, merecen ser citadas en este apartado. Hace
pocos afos se descubrié que las células adultas ya diferenciadas, como los fibroblastos de
la piel, pueden ser reprogramadas a un estado embrionario en el que son pluripotentes
mediante la introduccion de los factores Oct3/4, Sox2, c-Myc y KIf4, mostrando estas
células las caracteristicas fenotipicas de las células madre embrionarias (Takahashi y
Yamanaka, 2006). Su descubrimiento ha supuesto un gran avance y, aunque Su uso
terapéutico todavia es controvertido por la posibilidad de formacidn de teratomas, su
utilidad como modelo para ciertas enfermedades y para testar farmacos es de gran
importancia (Avior et al., 2016).
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Figura 18: Representacidon esquematica de la jerarquia de las células madre segln su capacidad de
diferenciacién y su origen. Tomado de Hayes et al., (2012).
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5.1. Células madre mesenquimales

Como se ha descrito anteriormente, uno de los objetivos para el tratamiento éptimo
de la OA actualmente inalcanzable es el de promover la regeneracion de las estructuras
afectadas, principalmente el cartilago, obteniendo un tejido que no sea de tipo cicatricial sino
que tenga las propiedades del tejido original. Aunque, como se ha comentado, existen
distintos productos bioldgicos considerados con potencial regenerativo, son las células madre
mesenquimales (MSCs) las que mas interés despiertan por sus multiples propiedades.

Las MSCs fueron descritas por primera vez por Friedenstein en 1970, siendo
originalmente denominadas como unidades formadoras de colonias con morfologia
fibroblastica (CFU-F) por sus propiedades observadas in vitro (Friedenstein et al., 1970). Desde
entonces, su estudio ha ido en aumento y se han observado en ellas distintas propiedades
capaces de conferirles potencial terapéutico y regenerativo. Aunque en la presente Tesis
Doctoral el estudio de las MSCs se centra en el tratamiento de patologias articulares en el
caballo, como paciente y como modelo animal, son muchas las enfermedades en las que se
estudia su uso a dia de hoy. Como ejemplo, existen en la actualidad 688 ensayos clinicos en
distintas fases de ejecucidn que utilizan MSCs aplicadas a diversas patologias (U.S.N.I.H, 2017).

Las MSCs pueden encontrarse en una gran variedad de tejidos del individuo, como
médula ésea, tejido adiposo, musculo, periostio (Radtke et al., 2013), sangre periférica (Li et
al., 2015b), corazén (Zhang et al., 2015b), pulmdn (Gong et al., 2014), rifidn (Jiang et al., 2015),
cerebro (Lojewski et al., 2015), timo (Wang et al., 2015), pancreas (Lee y Jeong, 2016), piel (Li
et al.,, 2015a), tejidos dentales (Mensing et al., 2011; Tang et al., 2011), tendén (Rui et al.,
2010), membrana sinovial y liquido sinovial (de Sousa et al., 2014), entre otros. De hecho, y por
su gran capacidad de migracidn, se considera que las MSCs estan presentes en practicamente
todo el organismo, encontrandose en los nichos perivasculares, listas para salir al torrente
sanguineo y desplazarse a donde sean necesarias (da Silva Meirelles et al., 2006). Ademas,
también pueden encontrarse MSCs en algunos tejidos neonatales y asociados al nacimiento,
como las anteriormente mencionadas sangre y gelatina de Wharton del cordén umbilical, el
liguido amnidtico o la placenta.

Aunque las MSCs estén presentes en una gran variedad de tejidos, no todos ellos son
apropiados para su aislamiento con fines terapéuticos, teniendo que seleccionarse los menos
invasivos. En la actualidad, las MSCs mas frecuentemente estudiadas por su facil acceso son las
derivadas de médula 6sea (BM-MSCs) y grasa (AT-MSCs), con un creciente interés en las
derivadas de tejidos neonatales por su obtencién no invasiva, su mayor potencial de
proliferacién y su baja inmunogenicidad, lo que las hace atractivas sobre todo de cara a su uso
alogénico (De Schauwer et al., 2014; Li et al., 2015c). Las BM-MSCs han sido las
mayoritariamente empleadas para su estudio aplicativo a patologias musculo-esqueléticas
tanto en medicina humana (Mafi et al., 2011) como equina, mostrando en esta especie un
mayor potencial terapéutico que las AT-MSCs (Schnabel et al., 2013). El incremento cada vez
mayor en el nimero de fuentes alternativas de MSCs, como las de tejidos neonatales, y el
mayor conocimiento sobre los potenciales mecanismos de accién terapéuticos de las MSCs
podrian cambiar esta tendencia hacia el uso de otros origenes.
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Esta gran variedad de distribuciones de las MSCs refleja que en realidad no se trata de
un Unico tipo celular, sino que son una poblacién heterogénea, lo que ha convertido en un
desafio el caracterizarlas por completo.

5.1.1. Caracterizacidon de las células madre mesenquimales

En un intento por estandarizar el estudio de las MSCs, la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT) propuso los requisitos que las células deben cumplir para ser
consideradas como MSCs (Dominici et al., 2006):

1. Capacidad de adherencia al plastico del material de cultivo
2. Expresion de ciertos marcadores de superficie (inmunofenotipo):

e Positivos: mas de un 95% de las células deben mostrar en su superficie las moléculas
CD105 (endoglina), CD73 (SH2 y SH3) y CD90 (Thy-1).

o Negativos: debe haber menos de un 2% de células positivas para CD45 (marcador de
leucocitos y células endoteliales), CD34 (marcador hematopoyético), CD14 o CD11lb y
CD79a 0 CD19 o HLA-DR (complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il, MHC-II).

3. Multipotencia: capacidad de diferenciacidn a osteoblasto, adipocito y condrocito.

Aunque estos criterios han sido de gran ayuda para estandarizar el estudio de las
MSCs, se ha visto que éstas pueden diferir en sus caracteristicas segun cual sea el tejido de
origen. Ademas, estos criterios se definieron para la especie humana, pero el uso de modelos
animales y la potencial aplicacion terapéutica a los mismos ha hecho que también sea
necesaria la caracterizacion de las MSCs en otras especies, arrojando aiin mas variabilidad. Por
ello, es importante el estudio del inmunofenotipo y de la multipotencia de las MSCs de los
distintos origenes y de las distintas especies, con el fin de estandarizar lo maximo posible las
terapias celulares. Ademas, a la hora de elegir las MSCs mas apropiadas para un fin, también
debera tenerse en cuenta el estudio de otras de sus propiedades, como el potencial de
proliferacién, la eficiencia de diferenciacién a un linaje concreto, la capacidad de inmuno-
supresion o la potencial inmunogenicidad.

5.1.1.1. Inmunofenotipo

En el caso del caballo, la falta de anticuerpos con reactividad especifica para algunas
de las moléculas de superficie descritas en las MSCs humanas ha dificultado su caracterizacion
(Ranera et al.,, 2011). Afortunadamente, cada vez es posible encontrar mas anticuerpos
comerciales que muestren reactividad con la especie equina, facilitando esta tarea (Ranera y
Barry, 2014).

En un estudio comparativo del inmunofenotipo de MSCs equinas derivadas de médula
6sea (BM-MSCs), tejido adiposo (AT-MSCs), tenddn, y sangre y tejido del cordén umbilical
(UCB-MSCs y UCT-MSCs), se encontrd variacion en su patrén de expresion entre los distintos
origenes e individuos, sobre todo para CD90 y CD105. Las MSCs de todos los origenes fueron
robustamente positivas para CD29 y CD44 y negativas para CD14, CD34, CD45, CD79a y MHC-
Il, y la mayoria ademds también lo fue para CD73 (Paebst et al., 2014). En otro estudio
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comparando BM- y AT-MSCs equinas, las células de ambos origenes mostraron un patron
similar por citometria de flujo y PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR), pero las AT-MSCs
mostraron una marcada expresion génica de CD34 mientras que las BM-MSCs no lo hicieron,
sugiriendo que esta molécula podria ser un marcador clave a la hora de diferenciar las MSCs de
ambos origenes (Ranera et al., 2011).

Parte de las diferencias encontradas entre estudios comparativos de MSCs
procedentes de distintos origenes se atribuyen a distintas metodologias en la obtencion,
aislamiento y cultivo de las células, otorgando ademds un efecto importante sobre la expresion
de las moléculas de superficie a la digestidn enzimatica de los tejidos utilizada para aislar las
células (Paebst et al., 2014). Esto pone en relieve la importancia de estandarizar los métodos
de procesado de las MSCs, pero continla dejando una clara evidencia de que existe una
variabilidad considerablemente alta en el inmunofenotipo de las MSCs equinas entre distintos
origenes e incluso entre distintos individuos, remarcando asi que la caracterizacién de estas
células debe seguir siendo investigada.

5.1.1.2. Multipotencia

Las MSCs deben poseen la capacidad para diferenciarse a linajes celulares
mesenquimales cuando son sometidas al estimulo apropiado. Ademas de los tipos celulares ya
citados (osteoblasto, condroblasto, adipocito), las MSCs han mostrado capacidad para
diferenciarse a tenocitos (Gomiero et al., 2016), miocitos del musculo esquelético (Gang et al.,
2004) y otras células del mesodermo visceral (Kim y Cho, 2013). Algunos estudios han
mostrado que las MSCs son ademads capaces de dar lugar in vitro a linajes celulares de las otras
capas, como hepatocitos (Aurich et al., 2009), cardiomiocitos (Toma et al., 2002) o neuronas
(Cruz Villagran et al., 2014) (Figura 19). Se desconoce el papel biolégico de la diferenciacién a
estos tipos celulares, y puesto que esta propiedad sélo se ha observado para ciertos linajes de
otras capas, las MSCs se siguen considerando multipotentes.

Mesodemm

Figura 19: Representacién esquematica del potencial de diferenciacion de las células madre
mesenquimales (MSCs). Ademas de su capacidad para diferenciarse a los linajes oteogénico,
adipogénico y condrogénico, las MSCs son capaces de dar lugar a células de linajes derivados de
otras capas embrionarias. Tomado de Golpanian et al., (2016).

La capacidad de diferenciacién tri-linaje ha sido confirmada en las MSCs equinas
derivadas de distintos tejidos. Aunque en general las MSCs de todos los origenes presentan
esta cualidad, no todas la muestran con la misma consistencia para todos los linajes (Ranera et
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al.,, 2011; Ranera et al.,, 2012; Burk et al.,, 2013; Barberini et al.,, 2014). El potencial de
diferenciacidon de las MSCs ha promovido el estudio de su aplicacidn a distintas patologias,
como las de aparato locomotor, bajo la premisa de que las MSCs se diferenciaran a células del
tejido diana afectado y se integraran en el mismo. De esta forma, serian capaces de regenerar
de forma verdadera la lesién al dar lugar a un tejido de caracteristicas muy similares a las del
original, y no a un tejido cicatricial de pobres propiedades biomecanicas (Prockop, 1998;
Ohgushi y Caplan, 1999).

5.1.2. Mecanismos de accion terapéuticos de las células madre mesenquimales

A medida que la investigacion sobre las MSCs ha ido avanzando, se ha comprobado
que solo un bajo porcentaje de éstas son capaces de integrarse en el tejido y diferenciarse, lo
cual no bastaria para justificar los efectos beneficiosos observados (Prockop, 2007). Aunque el
potencial de diferenciacidn de estas células sigue considerandose implicado en su mecanismo
terapéutico, se ha demostrado que las MSCs tienen ademas otras propiedades responsables
de sus efectos beneficiosos, sin limitarse Unicamente a reemplazar a las células del tejido
danado y producir matriz extracelular. Estos mecanismos son principalmente paracrinos y se
basan en la secrecion por parte de las MSCs de diversas moléculas con funciones reguladoras,
lo que ademas ha abierto las puertas al estudio de la aplicacidn de estas células en un niumero
creciente de patologias (da Silva Meirelles et al., 2009).

5.1.2.1. Capacidad de migracidn, integracion y diferenciacion

Las MSCs son capaces de migrar hacia los tejidos dafiados cuando son administradas
de forma sistémica. Esta propiedad se atribuye a la expresion de distintos factores de
crecimiento, quimioquinas y receptores de la matriz extracelular en la superficie celular. La
migracion de las MSCs mediante quimioquinas es estimulada por la citoquina proinflamatoria
TNFa, lo que sugiere que las MSCs pueden ser dirigidas hacia los lugares de inflamacion.
Ademas, las MSCs son capaces de adherirse al endotelio. Las células endoteliales son activadas
en situacién de dafio tisular, expresando la molécula de adhesién celular vascular 1 (VCAM-1 o
CD106) y la E-selectina, entre otras, para las cuales las MSCs expresan los ligandos CD29 y
CD44, respectivamente. De esta forma, las MSCs pueden unirse a las células endoteliales
activadas para pasar del torrente sanguineo al tejido dafiado. Estos ligandos de las MSCs
también pueden unirse a componentes de la matriz extracelular como la osteopontina y el HA
expresados por los tejidos dafiados, por lo que se consideran claves en la migracion y
anidamiento en el tejido de las MSCs (Ruster et al., 2006; Ponte et al., 2007).

La capacidad de diferenciacion de las MSCs se estudia in vitro de forma habitual,
mediante el uso de distintos medios de cultivo suplementados con ciertas moléculas y factores
de crecimiento que inducen el proceso de diferenciacidén. Pese a que esta propiedad esta bien
documentada in vitro y sugiere un potencial terapéutico de estas células, es complicado
evaluar esta capacidad in vivo. De hecho, una cuestidn todavia sin elucidar por completo es la
supervivencia de las MSCs cuando son administradas in vivo, es decir, por cuanto tiempo son
capaces de permanecer en un estado funcional en el lugar de la lesién. Este es un aspecto
clave en la terapia con MSCs, ya que la supervivencia de las mismas puede ser una potencial
limitacion de su capacidad terapéutica (Ankrum et al., 2014).
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En diversos modelos animales se ha observado que las células permanecen en el sitio
de inyeccidon cuando son administradas localmente de 2 a 4 semanas, mientras que la
administracion sistémica (intravenosa) conduce a un importante secuestro de las células en el
pulmén dentro de las horas siguientes a la administracion, pero los efectos sistémicos pueden
ser observados durante semanas (Lee et al., 2009; Consentius et al., 2015). En caballos con
tendinopatia natural, el marcaje de las MSCs ha mostrado que tras la administraciéon
intravenosa la mayoria de MSCs son retenidas en el pulmén, sin que llegue un numero
significativo a los tendones lesionados. Por otra parte, tras la administraciéon intralesional las
MSCs fueron retenidas en la lesidén tendinosa, pero 24h después sélo un 24% de éstas
continuaban en el tendéon (Becerra et al., 2013). En otro estudio en que también se
administraron MSCs en un modelo equino de tendinopatia, éstas no migraron a otras
localizaciones pero mostraron menos de un 5% de supervivencia en la zona de la inyeccidén a
los 10 dias y su numero continué decreciendo (Guest et al., 2010). En el caso de la articulacidn,
parece ser que las MSCs son capaces de integrarse en tejidos como el menisco o la membrana
sinovial, pero no en el cartilago (Murphy et al.,, 2003), aunque otros estudios en modelo
equino mostraron anidamiento de las MSCs en el cartilago hasta 6 meses después de su
administracion (Mokbel et al., 2011).

En resumen, los estudios sugieren que la administracidn sistémica conlleva que sélo un
bajo porcentaje de MSCs lleguen a la lesién y ademds va asociada a una vida media corta de las
células. Por otra parte, parece que la administracion intra-lesional y, en concreto en los tejidos
del sistema musculo-esquelético, permite una retencién en la lesidén y una supervivencia mas
prolongadas (Kurtz, 2008). Diferentes estrategias han sido estudiadas para facilitar la
integracion de las MSCs en la lesién, como embeberlas en distintos geles y andamiajes
(Steinert et al., 2012). Sin embargo, queda pendiente de resolver si estas estrategias podrian
limitar la viabilidad y las propiedades reguladoras de las MSCs (Colbath et al.,, 2017b). La
capacidad de integracion y diferenciacion de las MSCs en las estructuras articulares, asi como
la supervivencia en las mismas, todavia plantean varias preguntas. Se sigue considerando que
este mecanismo juega un papel en la accién terapéutica de las MSCs en las patologias
articulares, pero la tendencia actual esta atribuyendo sus efectos beneficiosos principalmente
a los mecanismos paracrinos de estas células (Barry y Murphy, 2013).

5.1.2.2. Accién paracrina: secrecion de mediadores

Como se ha comentado anteriormente, las MSCs son capaces de secretar una gran
variedad de mediadores que van a participar en la regulacion de distintos procesos. Los efectos
derivados de esta actividad paracrina pueden dividirse en tréficos, anti-fibroticos, de
quimioatracciéon e inmunomoduladores. Dentro de los efectos tréficos, pueden diferenciarse
mecanismos anti-apoptoticos, de soporte (estimulacion de los propios mecanismos de
reparacion del tejido) y angiogénicos (da Silva Meirelles et al., 2009) (Figura 20).
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Figura 20: Representacion esquematica de las diferentes acciones que pueden ejercer las células
madre mesenquimales (MSCs) mediante la secrecion paracrina de diversas moléculas. Tomado de
da Silva Meirelles et al., (2006).

5.1.2.2.1. Efectos trdficos

Las MSCs secretan moléculas capaces de limitar la apoptosis de otros tipos celulares
sometidos a diferentes condiciones de dafo, lo que se traduciria terapéuticamente en un
efecto anti-apoptdtico, reduciendo la muerte celular en el tejido dafiado. Algunas de las
moléculas implicadas en este mecanismo son el factor de crecimiento hepatocitico (HGF),
VEGF e IGF-1, encargados de mejorar el crecimiento y la supervivencia de las células
endoteliales. Otras moléculas implicadas son el TGF-B, el factor de crecimiento fibroblastico
basico (bFGF) y el factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). Se ha
descrito que la expresiéon de estos factores por parte de las MSCs aumenta en situacion de
hipoxia, como la que tendria lugar en los primeros momentos del dafio tisular. Estos hallazgos
sugieren que las MSCs podrian actuar limitando el dafio en la fase mas inicial de la lesion
(Rehman et al., 2004).

En situacion de dafo tisular, las MSCs son capaces ademas de reclutar y mantener a
precursores de las células del tejido dafiado, presentes en el mismo, mediante la secrecion de
factores solubles como el stem cell factor (SCF), LIF, IL-6, factor estimulador de colonias de
macréfagos (M-CSF) y factor derivado del estroma 1 (SDF-1 o CXCL12) (Sugiyama et al., 2006).

Por otra parte, reestablecer el riego sanguineo al tejido dafiado es fundamental para
su recuperacién. Las MSCs desarrollan también acciones pro-angiogénicas, implicando a
factores como bFGF, VEGF, el factor de crecimiento placentario (PIGF) o la proteina
guimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) (Kinnaird et al., 2004). Los factores anti-apoptdticos
mencionados anteriormente también participan en este mecanismo, al limitar la muerte de las
células endoteliales expuestas a hipoxia (Rehman et al., 2004). Las MSCs, ademas de los
mediadores pro-angiogénicos y anti-apoptéticos, aportan componentes de la matriz
extracelular que sirven como substrato para las células endoteliales en los nuevos vasos
(Sorrell et al., 2009).
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5.1.2.2.2. Efecto anti-fibrético (anti-cicatricial)

Uno de los problemas que presentan diferentes tejidos, como los del sistema
locomotor, es que el proceso de reparacion iniciado tras la lesién va a conducir a la formacion
de un tejido cicatricial de caracteristicas inferiores a las del original. Las MSCs son capaces de
promover efectos anti-fibroticos, pero los mecanismos moleculares implicados en este proceso
no se conocen totalmente. En un modelo murino de dafio por isquemia/reperfusion del tejido
adiposo, se ha visto que las MSCs pueden contribuir a evitar la fibrosis exagerada del tejido
mediante la secrecién de los factores bFGF y HGF (Suga et al., 2009). Esta propiedad ademas
explicaria los mejores resultados obtenidos cuando las MSCs se administran de forma
temprana, antes de que la fibrosis del tejido sea excesiva (da Silva Meirelles et al., 2009).

5.1.2.2.3. Quimioatraccion

La gran variedad de moléculas quimioatrayentes que son secretadas por las MSCs
incluye, entre otras: CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1b), CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-
3), CCL20 (MIP-3a), CCL26 (eotaxin-3), CX3CL1 (fractalquina), CXCL5 (ENA-78), CXCL11 (i-TAC),
CXCL1 (GROa), CXCL12 (SDF-1), CXCL8 (IL-8), CXCL2 (GROb) y CXCL10. Las células diana de estas
moléculas son los monocitos, eosindfilos, neutrofilos, basdfilos, linfocitos T y B, células natural
killer (NK), células dendriticas y progenitores hematopoyéticos y endoteliales, que van a ser
atraidos al lugar de la lesidn para ejercer sus correspondientes funciones. Algunas
investigaciones plantean que el patrén de expresion de estas moléculas se ve influenciado por
la exposicidn de las MSCs a otros tipos celulares, sobre todo de tipo inmune (da Silva Meirelles
et al., 2009).

Las propiedades inmunomoduladoras de las MSCs, por constituir un tema central de la
presente Tesis Doctoral, seran abordadas en detalle en la siguiente seccidn.

6. PROPIEDADES INMUNOMODULADORAS DE LAS CELULAS MADRE
MESENQUIMALES

Una de las caracteristicas atribuidas a las MSCs que estd adquiriendo especial
relevancia en la investigacidn actual es su potente capacidad inmunosupresora, demostrada
por la inhibicién de la proliferacion de los linfocitos T activados y de la secrecidn de citoquinas
proinflamatorias por parte de los mismos (Aggarwal y Pittenger, 2005). Ademas, las MSCs son
capaces de inhibir la produccién de anticuerpos por parte de los linfocitos B y su proliferacion
(Corcione et al., 2006), asi como la maduracidn, activacidn y presentacion antigénica por parte
de las células dendriticas (DCs) (English et al., 2008). También pueden regular las funciones de
las células T reguladoras (T reg) y el balance Th1/Th2 de las células T efectoras (Th) (Aggarwal y
Pittenger, 2005). Las MSCs son capaces de inhibir la activacidn de las células natural killer (NK)
mediada por IL-2 (Spaggiari et al., 2006) y de modular las funciones de los macréfagos
(Abumaree et al., 2013). Aunque se considera que estos efectos son ejercidos principalmente
mediante mecanismos paracrinos, también se ha visto que la participacion de mecanismos de
contacto directo célula-célula es fundamental (English et al., 2010; Gao et al., 2016; Uccelli et
al., 2008).
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Estos efectos han sido primero observados in vitro, pero esta creciendo el nimero de
estudios que los trasladan también a modelos experimentales in vivo. Como se ha comentado
anteriormente, esto confiere a las MSCs un gran potencial para el tratamiento de patologias en
las que el sistema inmune y la inflamacidn tienen un papel central. A modo de ejemplo, las
MSCs han mostrado ser efectivas en modelos experimentales de rinitis alérgica (Cho et al.,
2009), asma (Bonfield et al., 2010), colitis (Zhang et al., 2009a), enteropatia autoinmune
(Parekkadan et al., 2008), trombocitopenia inmune (Xiao et al., 2012), encefalomielitis
autoinmune (Liu et al.,, 2009), lupus sistémico eritematoso (Chang et al.,, 2011) o la
enfermedad de “injerto contra huésped” (Graft versus Host Disease, GvHD) (Baron et al.,
2010), entre otros. La artritis reumatoide humana, de caracter inmunomediado, también ha
sido una patologia objeto de estudio para la aplicacién de terapia celular basada en MSCs, con
resultados prometedores (El-Jawhari et al.,, 2014). Como ya se ha abordado en el apartado
sobre la fisiopatologia de la OA, en esta enfermedad se presenta un complejo ambiente de
desequilibrio anabdlico y catabdlico en el que la inflamacidn tiene un papel central. Por ello,
las propiedades reguladoras y antiinflamatorias de las MSCs conforman una potencial
herramienta terapéutica (Barry y Murphy, 2013), lo que ademdas explicaria los efectos
beneficiosos observados en el cartilago osteoartritico pese a la baja capacidad que parecen
tener las MSCs para implantarse en el mismo (Murphy et al.,, 2003). Para comprender las
posibilidades terapéuticas que brindan las propiedades inmunomoduladoras de las MSCs, es
necesario estudiar los mecanismos por los cuales tienen lugar.

Dada la enorme complejidad de las interacciones entre las MSCs y las diferentes
células inmunes, que a dia de hoy todavia presentan varias cuestiones pendientes de
resolucidn, y con el objetivo de clarificar las acciones que si se conocen, se realizara en primer
lugar una revisidén de las principales células inmunes sobre las cuales las MSCs ejercen sus
funciones. Este apartado también tiene como finalidad clarificar cuestiones relacionadas con la
inmunogenicidad y su implicacidn en el uso alogénico de las MSCs, temas que seran abordados
mas adelante.

6.1. Aspectos fundamentales de la respuesta inmune

El sistema inmune consta de dos lineas defensivas principales: la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa. La inmunidad innata se caracteriza por que no requiere un
reconocimiento especifico del antigeno, por lo que es rdpida, inespecifica, y no genera
“memoria” en el sistema inmune del individuo. Ademas de ser la primera linea de defensa, el
sistema inmune innato es también el encargado de activar al sistema inmune adaptativo
mediante la presentacién de antigenos. La inmunidad adaptativa si requiere de un
reconocimiento previo y especifico del antigeno y si es capaz de “memorizar” dicho antigeno
para detectarlo de forma mas rapida y eficaz cuando el individuo se vea expuesto a él de
nuevo. La respuesta inmune adaptativa puede ser celular, cuando es mediada por células
(linfocitos Ty B) y humoral, cuando es mediada por anticuerpos. Todos estos mecanismos no
son independientes sino complementarios (Warrington et al., 2011).

Antes de pasar a revisar aquellas células inmunes para las que se han observado
interacciones relevantes con las MSCs, se comentara brevemente la participacion del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) en la respuesta inmunitaria. EI MHC, ademas de ser
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crucial para entender tanto la respuesta innata como la adaptativa, facilitard la posterior
comprensidn de los aspectos relacionados con la inmunogenicidad de las MSCs.

6.1.1. El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)

Las moléculas del MHC tienen un papel fundamental en el reconocimiento vy
diferenciacion entre lo “propio” y lo “ajeno”. Existen dos tipos de MHC, el tipo | y el tipo Il. En
la especie humana, el MHC se conoce como HLA por las siglas en inglés de human leukocyte
antigen, correspondiendo el MHC-I al sistema HLA-A, -By -C, y el MHC-II al HLA-DP, -DQy -DR.
El MHC-I es expresado por todas las células nucleadas del organismo y su funcidn es portar
proteinas enddgenas sintetizadas por la célula. Estas proteinas pueden ser componentes
propios de la célula o bien, por ejemplo, particulas viricas que la célula esta sintetizando por
gue ha sido infectada por un virus. Asi, los MHC-I llevan un “muestrario” de lo que la célula
estd sintetizando, sea propio o ajeno. EI MHC-I es reconocido por las células T CD8+
(citotdxicas), que son capaces de detectar si lo mostrado es propio o extrafio, ya que durante
su proceso de maduracién han sido expuestas a distintos componentes enddgenos. Si la
proteina mostrada por MHC-I no es propia del organismo, las células T citotdxicas
desencadenaran la destruccion de la célula portadora. EIl MHC-1I sélo es expresado por las
células presentadoras de antigeno (CPA), que muestran en su MHC-Il antigenos extrafios que
han captado del medio y externalizado, y su funcidon va a ser presentarlos de forma especifica a
las células T para activarlas y que intervengan en la respuesta inmune (Trowsdale y Knight,
2013).

La activacién de las células T, ademas del complejo MHC-antigeno presentado por las
CPAs, requiere de una segunda sefal en la que interaccionan otras moléculas, conocidas como
co-estimuladoras. Las moléculas co-estimuladoras estan presentes en la superficie de las CPAs
y se unen a receptores especificos de las células T. La via de co-estimulacién mas conocida es
en la que interactuan los ligandos B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) de las CPAs con el receptor CD28
de las células T (Sharpe y Abbas, 2006). Otra via de co-estimulacion es la del receptor CD40 con
el ligando CD40L. CD40 es expresado por las CPAs y su ligando se expresa de forma transitoria
en las células T en condiciones inflamatorias. Tanto CD40 como CD40L pueden ademas ser
expresados por otras células no inmunes en determinadas situaciones (Elgueta et al., 2009).

6.1.2. Células natural killer (NK)

Los linfocitos natural killer (células NK) son capaces de ejercer su citotoxicidad frente a
células infectadas o tumorales sin necesitar activacion previa, como la requieren las células T
citotoéxicas, por lo que se consideran parte de la inmunidad innata y su nombre procede de su
capacidad innata (natural) para destruir estas células. Para ejercer su citotoxicidad, las células
NK necesitan reconocer a la célula objetivo. Para ello, poseen receptores tanto inhibidores
como activadores. A los receptores activadores (toll like receptors, TLRs) se unen ligandos
expresados por las células en distrés, como aquellas infectadas por un virus. Esta unidn,
ademas, induce la produccidn de interferén gamma (IFNy) por parte de las células NK, lo que
aumenta mas su citotoxicidad. Los receptores inhibidores de las células NK se unen a ligandos
propios de las células del organismo, de forma que al reconocer a la célula como propia, la
activacion de este receptor inhibe el mecanismo citotdxico. El principal ligando para estos
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receptores es el MHC-I. La ausencia de expresiéon de MHC-I es tipica de las células en distrés, y
la falta de activaciéon de la inhibicidn puede desencadenar la citotoxicidad. El equilibrio entre la
activacion de receptores activadores e inhibidores determinara la respuesta de las células NK
frente a una célula diana. Ademas de su funcién citotdxica, las células NK también son capaces
de producir diversas citoquinas, principalmente IFNy, cuando son activadas por otras
moléculas como IL-2, IL-12, IL-15 o IL-18. Estas células también tienen un papel regulador y son
capaces de influir sobre las funciones de otras células inmunes como las DCs, las células T o las
células B (Vivier et al., 2008).

6.1.3. Macréfagos

La funcién principal de los macréfagos es la fagocitosis, participando en la inmunidad
innata, pero también forman parte de la conexién entre inmunidad innata y adaptativa al
poder funcionar como CPAs. En cada tejido hay macréfagos residentes como primera linea de
defensa, pero éstos también son reclutados desde la sangre durante la inflamacién en su
forma inmadura, los monocitos. Los macréfagos derivados de los monocitos llegan mas tarde
al lugar de la inflamaciéon y tienen una actividad predominantemente proinflamatoria,
encargandose de eliminar los microorganismos que quedan y los restos de la apoptosis de los
neutrdfilos, primeras células fagociticas en acudir. Estos macréfagos se dice que tienen una
activacion clasica o M1. Tras la fase de destruccidn tisular sigue una fase de reparacién en la
que predominan los fenédmenos antiinflamatorios. En esta fase, los macréfagos van a producir
poliaminas y prolina a partir de la arginina, moléculas necesarias para la sintesis del
fibrindgeno y de otras fibras de la matriz extracelular. Este tipo de activacién se denomina
alternativa o M2. El balance entre ambas actividades, M1 y M2, pro- y antiinflamatoria, es
critico: el exceso de M1 puede dar lugar a una inflamacién crdnica mientras que el exceso de
M2 puede producir una fibrosis excesiva del tejido (Martinez y Gordon, 2014).

6.1.4. Células dendriticas

Como se ha indicado al hablar del MHC, las células CPAs son cruciales para la
activacion de los linfocitos T. Distintos tipos celulares ejercen la funcion de CPAs, como los
macréfagos ya mencionados y las células B que se veran a continuacidn, siendo las DCs las
principales CPA por presentar una mayor capacidad para capturar, procesar y presentar
antigenos del medio. La caracteristica principal de estas células, como ya se ha mencionado, es
qgue poseen MHC-II, mediante el cual son capaces de presentar antigenos extrafios especificos
a las células T para desencadenar su activaciéon. Se considera que las DCs tienen un papel
fundamental en el equilibrio entre células T citotéxicas y efectoras y como mediadores de la
tolerancia inmunitaria (Liu y Nussenzweig, 2010).

6.1.5. Células T

Estas células expresan un tipo Unico de receptor para antigeno (TCR, T-cell receptor) y
requieren de la activacion por parte de las CPAs para reconocer de forma especifica un
antigeno. El complejo MHC-antigeno de la CPA activa el TCR de las células T y, en respuesta,
estas secretan citoquinas que controlaran la respuesta inmune. Una vez activadas, las células T
puede diferenciarse a células T citotdxicas CD8+ o efectoras (helper, Th) CD4+.
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Las células T citotdxicas reconocen a las células infectadas con el antigeno que les han
presentado las CPAs al mostrarlo en su MHC-1 y las destruyen mediante lisis. Ademas, se
expanden formando clones especificos para el antigeno detectado, de forma que, al final del
proceso, algunas de estas células permanecen como células de memoria para proporcionar
una respuesta mas rdpida en caso de re-exposicién al antigeno, contribuyendo asi a la
respuesta adaptativa.

Las células Th no tienen accién citotdxica ni fagocitica, ni son capaces de eliminar
células infectadas o patégenos: su funcidn es la de mediar la respuesta inmune dirigiendo a
otras células mediante la secrecién de distintas citoquinas. Existen dos tipos principales de
células Th: Thly Th2. Las células Th1 se caracterizan por la produccién de IFNy, que activa a los
macréfagos, y de otras citoquinas que inducen a las células B a producir anticuerpos
opsonizantes y neutralizantes. La respuesta Th2 se caracteriza por la liberacién de IL-4, IL-5 e
IL-13, que participan en la activacion y reclutamiento de eosindfilos, mastocitos y de células B
productoras de inmunoglobulina E (IgE). Estas células y los anticuerpos IgE estan implicados en
respuestas inflamatorias agudas y procesos alérgicos. Por ello, un desequilibrio en la
produccidon de citoquinas por parte de las células Th2 se asocia con el desarrollo de
condiciones alérgicas (Warrington et al., 2011). Se ha descrito otro tipo de células Th que
producen IL-17, la cual no es producida por las células Thly Th2, y que se conocen como Th17.
Estas células Thl7 desempefian un papel fundamental en la respuesta contra bacterias de
crecimiento extracelular y hongos. Ademas, ejercen un efecto proinflamatorio que les permite
mediar entre la inmunidad innata y la adaptativa (Serrano Hernandez, 2009). Al igual que las
células T citotdxicas, algunas células Th permanecen como células de memoria.

Existe un tercer tipo de células T, las células T reguladoras (Treg), encargadas de limitar
y suprimir al sistema inmune para controlar las respuestas inmunes aberrantes o dirigidas
contra antigenos propios que conllevan el desarrollo de enfermedades autoinmunes
(Warrington et al., 2011).

6.1.6. Células B

A diferencia de las células T, las células B son capaces de reconocer un antigeno libre
de forma directa, sin que las CPAs medien la presentacion. La funcidon principal de las células B
es la produccion de anticuerpos especificos contra antigenos extraiios. Cuando las células B
son activadas por el antigeno extrafio, proliferan y se diferencian en células secretoras de
anticuerpos o células B de memoria. Estas células son de vida larga y permanecen una vez se
ha superado la infeccién para proporcionar una respuesta rapida y eliminar los antigenos si
hay una re-exposicidn, contribuyendo a la inmunidad adaptativa humoral (Warrington et al.,
2011).

6.2. Mecanismos de contacto directo célula-célula en la inmunorregulacion

de las células madre mesenquimales

El contacto directo célula-célula es un factor clave implicado en los efectos
inmunomoduladores de las MSCs. Aunque los mecanismos concretos no son del todo
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conocidos, se ha descrito que este proceso participa en la induccidén y regulacién de las células
Treg y en el efecto inhibitorio sobre las células T. En el proceso de contacto participan
diferentes moléculas de adhesion, como CD274, galectina 1, CCL2, CCL8, CXCL10, ligandos de
los receptores CXCR3 y CCR5, ICAM-1 (molécula de adhesidn intercelular 1) y VCAM-1.
Mediante estas moléculas, las MSCs median la quimioatraccidn de neutrdfilos y monocitos en
condiciones no inflamatorias, mientras que en condiciones inflamatorias atraen a monocitos,
DCs, células T y células NK. El papel de estas moléculas en conjunto es atraer a las diferentes
células inmunes a las inmediaciones de las MSCs, por lo que se considera que su papel seria el
de facilitar la accidon de los mecanismos paracrinos mediante la aproximacién de las células
diana (Hoogduijn et al., 2010; Ma et al., 2014; Gao et al., 2016).

6.3. Mecanismos paracrinos en la inmunorregulacion de las células madre

mesenquimales

Cada vez se conocen mas mediadores secretados por las MSCs y se sabe mas sobre sus
funciones. De los mediadores descritos hasta la fecha, destacan la indoleamina 2,3-
dioxigenasa (IDO), la enzima sintasa de dxido nitrico inducible (iNOS), PGE2, IL-6, TGF-B, HGF,
IL-10, LIF, antigeno leucocitario humano G (HLA-G) y la proteina inducida por TNFa 6 (TSG-6).
Algunas de estas moléculas, como IDO, iNOS o PGE2, parecen tener un papel central por si
solas en determinadas especies, mientras que otras como TGF-B, HGF, IL-10, LIF y HLA-G
parecen ser mediadores “parciales”, es decir, pueden ejercer acciones en conjunto pero cada
molécula por si sola no es capaz de desempefiar acciones inmunosupresoras. Es interesante
destacar el hecho de que no en todas las especies predomina siempre la accidon del mismo
mediador. Como ejemplo, el papel de IDO ha sido ampliamente demostrado en las MSCs
humanas, mientras que no ha sido descrito de forma consistente en el ratén. En las MSCs
murinas, en cambio, parece predominar la accién de iNOS, que por otra parte es poco
expresada por las MSCs humanas. Por ello, es importante estudiar los mecanismos
inmunorreguladores que son ejercidos de forma predominante por las MSCs de cada especie.
Pese a que haya moléculas mas sobresalientes en la mediacién de este proceso, conviene
recordar que los efectos reguladores de las MSCs son finalmente el resultado de Ia
combinacidn de las acciones de varios mediadores (Hoogduijn et al., 2010). En la Tabla 7 se
recogen de forma resumida las acciones conocidas de cada mediador sobre los diferentes tipos
de células inmunes (Corcione et al., 2006; Djouad et al., 2007; Nasef et al., 2007; Nasef et al.,
2008; Ghannam et al., 2010; Blanc y Mougiakakos, 2012; Carrade y Borjesson, 2013; Gao et al.,
2016) y en la Figura 21 se representan las principales interacciones.
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Células T Células B Células NK Macréfagos  Células dendriticas

J Activacion Activacion J Maduracion
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J Proliferaciéon
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IDO citoquinas
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citoquinas (IL-2)
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-Induce Th2
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PGE2

-Inhibe
proliferacién
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-Inhibe
proliferacién
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J Secrecién
citoquinas

J Citotoxicidad

HGF

IL-10

J Diferenciacion a
Th17

J Secrecién
citoquinas por Thl

Jd Maduracidn

J Citoquinas
proinflamatorias
(IL-2)

-Induccion Tregs

-Inhibe
LIF proliferacion
-Induccion Tregs

-Inhibe
proliferacion
-Induccion Tregs

HLA-G

J Activacion
J Citoquinas
proinflamatorias

TSG6

Tabla 7.- mas relevantes atribuidas a las principales moléculas

inmunorreguladoras secretadas por las células madre mesenquimales (MSCs) sobre los distintos tipos

Acciones paracrinas
de células inmunes

El papel de IDO en la mediaciéon de la inmunorregulacidn ejercida por las MSCs ha sido
ampliamente descrito y se ha sugerido que su mecanismo de accidn deriva de la deplecion de
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triptofano, aminodcido esencial para la proliferacion de los linfocitos, y de la acumulaciéon del
metabolito kinurerina, que posee propiedades inmunorreguladoras (Tse et al., 2003; Meisel et
al., 2004).

La enzima iNOS es inducida por la sefial inflamatoria y produce NO como metabolito. El
NO es un compuesto gaseoso bioactivo con distintas propiedades sobre las células del sistema
inmune y con efecto pro-angiogénico (Sato et al., 2007).

PGE2 es un producto derivado del metabolismo de acido araquiddnico por la enzima
COX-2 capaz de regular las funciones de distintas células inmunes (Bouffi et al., 2010).

El papel de IL-10 es controvertido. Algunos estudios han mostrado que las MSCs no lo
producen mientras que otros han descrito la secrecidon de altos niveles de esta molécula,
aunque no queda claro si IL-10 es producida directamente por las MSCs o si deriva de las
células inmunes co-cultivadas con éstas. También se ha sugerido una retroalimentacién entre
la produccién de IL-10 y HLA-G por las MSCs que requeriria contacto directo (Ma et al., 2014;
Castro-Manrreza y Montesinos, 2015; Chen et al., 2017).

Se ha observado la implicacién de TSG-6 en la mediacién de la reparacidn en modelos
de infarto de miocardio y de dafio corneal, ademas de haber mostrado capacidad para reducir
la inflamacién en la peritonitis experimental mediante la modulaciéon de los macréfagos
residentes. Sin embargo, el papel de TSG-6 en la inmunomodulacién de las MSCs requiere mas
investigacion (Prockop y Oh, 2012; Qi et al., 2014; Sala et al., 2015).

6.3.1. Accién de las células madre mesenquimales sobre los distintos tipos

celulares del sistema inmune

Las moléculas secretadas por las MSCs que se han comentado en el subapartado
anterior tienen capacidad para influir sobre distintas funciones (proliferacién, maduracidn,
activacion, produccion de citoquinas, etc.) de varias células inmunes. Estos mecanismos se
explicardn a continuacion de forma global (Figura 21):

a) Las MSCs inhiben la proliferacion de las células T y suprimen la respuesta de las
células T alogénicas

Las principales caracteristicas de la respuesta de las células T, como se ha visto en el
subapartado correspondiente, son la proliferacion y la liberacién de citoquinas. Inhibir la
proliferacién de las células T es el efecto mas significativo del mecanismo inmunorregulador de
las MSCs, observandose efectos supresores similares tanto frente a células T autdlogas como
alogénicas. Ademas, las MSCs son capaces de modular la respuesta inmune mediante la
induccion de células Treg, siendo éstas capaces de inhibir la proliferacion de linfocitos
alogénicos. De hecho, se ha descrito que las células Treg expuestas a MSCs tienen mayor
potencial inmunosupresor que las Treg no expuestas, pudiendo estar implicada en este efecto
la IL-10. Aunque el mecanismo exacto detras de este efecto inmunosupresor no esta claro,
parece que los responsables son los factores solubles secretados por las MSCs, principalmente
IDO, PGE2, TGF-B1 y HGF. Ademas, las MSCs pueden inhibir la proliferacién y/o las funciones
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de las células T citotdxicas y efectoras Thl y Th17, principalmente mediante TGF-B y HGF (Di
Nicola et al., 2002; Le Blanc et al., 2003b; Tse et al., 2003; Djouad et al., 2007; Yan et al., 2014).

b) Las MSCs afectan a la proliferacion y maduracion de las células B

Las MSCs pueden inhibir varias funciones de las células B, desde su proliferacion
mediante el arresto del ciclo celular en fase GO/G1, hasta su diferenciacion y la consiguiente
produccién de anticuerpos. La expresion de varios factores quimiotacticos por las células B es
reducida por las MSCs, sugiriendo que éstas pueden afectar a sus capacidades de
quimioatracciéon y migracién a la zona del dafio (Corcione et al., 2006). Ademas, las MSCs
pueden contribuir a suprimir la liberaciéon de Igs en respuesta a un antigeno. Sin embargo,
otros estudios han mostrado un papel estimulador de la proliferacion y diferenciacién de las
células B por parte de las MSCs (Rosado et al., 2015), por lo que los efectos de las MSCs sobre
las células B necesitan ser aclarados.

c) Las MSCs bloquean la proliferacion y citotoxicidad de las células NK

Las MSCs alteran el fenotipo de las células NK y disminuyen su proliferacion y sus
funciones citotdxicas y de liberacién de citoquinas. Algunos de estos efectos requieren el
contacto directo célula-célula, mientras que otros estdn mediados Unicamente por factores
solubles como TGF-f1 y PGE2, lo que sugiere que hay distintos mecanismos implicados en el
efecto supresor de las MSCs sobre las células NK, incluyendo diversos mediadores y vias de
sefializacion (Spaggiari et al., 2006; Godfrey et al., 2010). Las relaciones entre MSCs y células
NK requieren mas investigacion.

d) Las MSCs inducen la transformacion del fenotipo de los macrofagos (M1/M2)

La regulacidon de los macréfagos mediada por las MSCs parece tener un papel muy
importante en la reparacion del tejido daifado. Las MSCs pueden reclutar macréfagos M2, de
fenotipo antiinflamatorio, y ademds pueden interactuar con los monocitos y macréfagos
circulantes y residentes y reprogramarlos, haciendo que produzcan grandes cantidades de IL-
10 y reduciendo los niveles circulantes de TNFa. Ademas, las MSCs pueden cambiar el fenotipo
de los macréfagos M1 hacia M2 sin requerir contacto directo, lo que tiene una gran
significacién para el tratamiento de patologias inflamatorias (Nemeth et al., 2009; Abumaree
et al., 2013).

e) Las MSCs modulan la generacion y maduracion de las células dendriticas

La presencia de MSCs es capaz de bloquear la diferenciacion de los precursores a DCs
maduras, asi como de disminuir la expresién de factores quimiotacticos afectando a su
migracion. Las MSCs también son capaces de inhibir el incremento en la expresion de las
moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y CD86 y del propio MHC-II por parte de las DCs
durante su proceso de maduracidn, asi como de reducir su expresién y la secrecién de IL-12 en
las DCs ya maduras. La molécula PGE2 secretada por las MSCs parece jugar un papel central en
la ejecucion de estos efectos. Ademas de la proliferacion y maduracidn, las MSCs también
pueden interferir con las funciones de las DCs, incluidas el procesamiento y presentacién de
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antigenos a las células T, y en su capacidad de anidamiento en los drganos linfoides (Zhang et
al., 2004; Jiang et al., 2005; English et al., 2008).

NK cell

CD8* T cell CD4* T cell Treg cell

Figura 21: Representacién esquemadtica de las principales funciones ejercidas por las células madre
mesenquimales (MSCs) sobre los distintos tipos de células inmunes. Tomado de Yiy Song, (2012).

7. PROPIEDADES INMUNOMODULADORAS DE LAS CELULAS MADRE
MESENQUIMALES EQUINAS

Las propiedades referentes a la capacidad inmunomoduladora de las MSCs han sido
principalmente descritas en la especie humana y en roedores de laboratorio (rata y ratén). Sin
embargo, debido a que las MSCs son aplicadas en los animales domésticos incluso con mas
frecuencia, es necesario caracterizar también los mecanismos inmunorreguladores en estas
especies (Carrade y Borjesson, 2013). La capacidad de las MSCs para inhibir a las células T in
vitro ha sido descrita en primates no humanos (Bartholomew et al., 2002; Berman et al., 2010),
perros (Kang et al., 2008; Kim et al., 2010), conejos (Moreno et al., 2010), cerdos (Poncelet et
al., 2007), oveja (Mrugala et al., 2008) y caballos (Peroni y Borjesson, 2011; Carrade et al.,
2012b; Ranera et al., 2016; Colbath et al., 2017a).

En algunas de estas especies se han estudiado los mediadores secretados por las MSCs
de distintos origenes, encontrando variabilidad en los tipos producidos y en su implicacion
reguladora dependiendo tanto de la especie como del origen. Como se ha comentado
anteriormente, parece que IDO e iNOS son mediadores especie-dependiente (Carrade y
Borjesson, 2013). En el caballo, se ha encontrado que las MSCs de origen hematico (médula
6sea y sangre del cordén umbilical) producen NO, pero no las derivadas de tejidos sélidos
(grasa y tejido del corddén umbilical) (Carrade et al., 2012a). No se conoce hasta qué punto esta
diferencia en la secrecién de mediadores in vitro puede influir sobre el potencial terapéutico
de las MSCs in vivo, aunque podria ser que la mayor rapidez observada en la reparacion de
tendinopatias tratadas con UCB-MSCs comparadas con aquellas tratadas con MSCs derivadas
de tejidos sélidos estuviera relacionada con que la produccién de NO incrementara la
angiogénesis (Carrade y Borjesson, 2013). En cambio, la expresion y secrecidon de IDO no han
sido detectadas en las MSCs equinas en los origenes estudiados ni de forma basal ni tras la
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exposiciéon a linfocitos T. Por otra parte, TGF-B1 y HGF se expresan y producen de forma
constitutiva pero no cambian frente a la exposicion a células T activadas, mientras que IL-6 y
PGE2 si lo hacen (Carrade et al.,, 2012a; De Schauwer et al.,, 2014). El bloqueo de PGE2
suprimioé la capacidad inhibitoria de las MSCs equinas sobre la proliferacién de los linfocitos,
mientras que el bloqueo de IL-6 y NO no inhibio el efecto supresor sobre estas células (Carrade
et al.,, 2012a; Carrade Holt et al., 2014), sugiriendo que PGE2 tiene un papel central en la
inmunorregulaciéon de las MSCs equinas. Sin embargo, las MSCs procedentes de distintos
origenes no utilizan los mismos mecanismos para llevar a cabo este efecto, viéndose que
aquellas derivadas de tejidos sélidos (AT-MSCs y UCT-MSCs) inducen la apoptosis de las células
T, mientras que las de origen hematico (BM-MSCs y UCB-MSCs) lo hacen mediante arresto del
ciclo celular (Carrade et al., 2014).

Las UCB-MSCs equinas también han demostrado la supresion de la proliferacién de
linfocitos T alogénicos activados (Williams et al., 2014; Tessier et al., 2015). Ademas, la
criopreservacion de las UCB-MSCs no afecta a su capacidad de inmunosupresion, no
requiriendo un tiempo de reacondicionamiento tras la descongelacion como sucede con la
capacidad de proliferacion (Williams et al., 2014) y como si se ha observado en MSCs humanas
(Francois et al., 2012). La supresidn de células T por las BM-MSCs equinas es dependiente del
ratio pero no de la compatibilidad entre donante y receptor para el MHC, no siendo ésta
requerida para ejercer su efecto inhibitorio (Ranera et al.,, 2016). De forma similar, la
implicacion de PGE2 en la supresién de la proliferacion de linfocitos T ha sido demostrada en
cocultivo tanto con BM-MSCs autdlogas como alogénicas, siendo ambos tipos igualmente
capaces de inhibir la respuesta linfocitaria en términos de proliferacién y liberacién de IFNy, lo
que sugiere que tanto las MSCs autélogas como las alogénicas tienen potencial para modular
la inflamacidn en problemas musculo-esqueléticos del caballo (Colbath et al., 2017a).

La aplicacidon mas extendida de las MSCs a patologias equinas es su uso en problemas
musculo-esqueléticos, pero al igual que ha ido sucediendo en la especie humana, el estudio de
sus propiedades inmunorreguladoras ha abierto la posibilidad de aplicacion a otros
desérdenes inflamatorios. Como ejemplo, se ha visto el potencial regulador de las AT-MSCs en
un modelo ex vivo de endometriosis equina (Falomo et al., 2015). Asi mismo, la aplicacién in
vivo de MSCs alogénicas en yeguas disminuyo la respuesta inflamatoria que se produce en el
Utero tras la exposicidn a espermatozoides, sugiriendo que éste podria ser un tratamiento para
la endometritis persistente (Ferris et al., 2014b). El uso de BM-MSCs también empieza a surgir
como una terapia potencial en procesos alérgicos o inmunomediados en el caballo, como la
obstruccidn recurrente de vias aéreas (ORVA), para la que parecen ser buenas candidatas por
su capacidad de modular la respuesta inmune (Barussi et al., 2016). Como valor afiadido, esta
patologia equina podria ser un modelo potencial para el asma humano (Leclere et al., 2011).

8. ACTIVACION DE LA CAPACIDAD INMUNORREGULADORA DE LAS CELULAS
MADRE MESENQUIMALES

Algunas propiedades inmunorreguladoras de las MSCs son constitutivas, pero el
desarrollo completo de su potencial requiere de una activacion previa. Por ejemplo, algunos
de los mediadores descritos no son producidos, o lo son en baja cantidad, en condiciones
basales, pasando a secretarse o a aumentar su produccion cuando las MSCs son activadas. La
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necesidad de activaciéon para que las MSCs puedan desarrollar todo su potencial
inmunorregulador es un proceso bien descrito. Ahora bien, équé requieren las MSCs para ser
activadas?

8.1. Estimulos activadores de las células madre mesenquimales

Dada la implicacién de las MSCs en la regulacion de la respuesta inmune e
inflamatoria, no es de extrafar que su activaciéon vaya a necesitar del estimulo inflamatorio
propio de estos ambientes (Ghannam et al., 2010) (Figura 22).
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Figura 22: Representacion de la respuesta de las células madre mesenquimales (MSCs) a distintos
estimulos inflamatorios inductores de su capacidad inmunorreguladora. Tomado de Shi et al.,
(2012).

En un estudio en el que se testd el efecto in vitro de las MSCs sobre condrocitos y
sinoviocitos procedentes de articulaciones osteoartriticas, la expresion génica de TNFa, IL1B y
COX2 fue reducida en ambos tipos celulares Unicamente cuando éstos producian altos niveles
de factores inflamatorios (Manferdini et al., 2013). En un modelo murino de OA, sdlo se
detecto efecto beneficioso tras la aplicacion de MSCs cuando la inflamacion sinovial era alta en
el momento de la administracion (Schelbergen et al., 2014). Estos hallazgos sugieren que el
efecto terapéutico de las MSCs en la OA podria depender de la inflamacidn con la que se
encuentren al administrarlas. Puesto que dicho nivel inflamatorio puede ser variable, la
activacion ex vivo de las MSCs mediante citoquinas proinflamatorias podria ser una estrategia
para mejorar la efectividad de la terapia celular (Cuerquis et al., 2014). Como ejemplo, en un
modelo murino de GvHD, las MSCs pre-activadas con IFNy fueron cinco veces mas eficaces
suprimiendo el proceso que las MSCs no activadas, logrando el 100% de supervivencia de los
ratones (Polchert et al., 2008). En un modelo de dafio intestinal en rata se administré medio
condicionado por MSCs, habiendo sido éstas pre-activadas o no por TNFa, IL-1B y NO, y se
encontré una mejoria remarcable y mayor supervivencia de los animales cuando se pre-
activaban las MSCs (Chen et al., 2015).
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Se ha sugerido que el propio liquido sinovial podria tener efecto sobre la activacién de
las MSCs. En la especie humana, la exposicion de las MSCs a liquido sinovial aumenta la
expresion de IL-6 e IDO, cuya sobreexpresion es significativamente mayor si el liquido sinovial
procede de una articulacién con OA. Ademads, al exponer linfocitos activados a medio
condicionado por MSCs solas o cultivadas con liquido sinovial, la inhibicién de la proliferacion
es mayor en el caso de las células expuestas a liquido sinovial, sugiriendo que éste aumenta el
potencial inmunorregulador de las MSCs (Leijs et al., 2012). En el caballo, tanto el liquido
sinovial normal como el procedente de articulaciones afectadas por OA, aumenta la expresion
de VEGF y disminuye la de IL-1B (Vézina Audette et al.,, 2013). Sin embargo, el nivel de
activacion de las MSCs por el liquido sinovial puede ser variable ya que la estimulacidn
depende del nivel inflamatorio del mismo, el cual es heterogéneo incluso dentro del mismo
grupo de patologia (Leijs et al., 2012).

Las MSCs, al igual que las células inmunes, poseen toll-like receptors (TLRs) mediante
los cuales pueden ser reclutadas al sitio de inflamacidn. Los TLRs se encargan de captar sefiales
de “peligro” emitidas por la mayoria de tejidos en situacién patoldgica y de activar
seguidamente la movilizacion de las células al lugar del dafio. Las MSCs expresan
principalmente los TLR-3 y TLR-4 y la activacidon de uno u otro va a “polarizar” a la célula hacia
el fenotipo MSC1, de caracter proinflamatorio, o hacia el fenotipo MSC2, de perfil
predominantemente inmunosupresor. De esta forma, la activacion de TLR-4, que se puede
inducir por la exposicion a lipopolisacarido (LPS), da lugar al fenotipo MSC1, mientras que la
activacion de TLR-3 (mediante acido poliinosinico-policitidilico, Poly (I:C)) polariza a las MSCs al
fenotipo MSC2 (Waterman et al., 2010). La estimulaciéon de las MSCs con LPS ha mostrado la
induccidn de la secrecion de IL-6, IL-1 e IL-8 en MSCs humanas (Montzka et al., 2010) y de las
dos ultimas en MSCs equinas (Vézina Audette et al., 2013). Estos hallazgos evidencian que las
MSCs pueden cambiar su fenotipo frente a distintos estimulos.

La inmunorregulacién en las MSCs se ha visto inducida por su exposicion a células
inmunes activadas. Estas pueden activarse mediante el uso de mitédgenos como la
fitohemaglutinina (Demircan et al., 2011) o, de una forma mas equiparable a lo que sucederia
in vivo, exponiéndolas a otras células inmunes alogénicas, lo que se conoce como reaccion
mixta de leucocitos (mixed leukocyte reaction, MLR) (Fasslrinner et al., 2012). La activacion de
las MSCs en presencia de linfocitos parece estar mediada principalmente por la citoquina
proinflamatoria IFNy, que es producida por las células T activadas (Sheng et al., 2008). Se
considera pues que IFNy juega un papel esencial en la inducciéon de la inmunosupresion
mediada por MSCs, pero ademas, otras citoquinas proinflamatorias producidas por las células
T, como TNFa, IL-1a o IL-1B, podrian intervenir en dicha activacién (Krampera et al., 2006; Ren
et al., 2008). El efecto de IFNy solo o en combinacion con otras citoquinas sobre la activacion
de las MSCs se ha estudiado en distintas especies, observandose que la combinacién con TNFa
es sinérgica (Zimmermann y McDevitt, 2014). En el caballo, la estimulacién de BM-MSCs
equinas soélo con IL-1B incremento la expresion de IL-8 e IL-1B (Vézina Audette et al., 2013),
mientras que la estimulacion con IFNy reguld la supresién de la proliferacion y de la secrecion
de citoquinas por los linfocitos T, aunque este efecto no fue significativamente diferente del
producido por las MSCs no estimuladas (Paterson et al., 2014). Sin embargo, recientemente se
ha visto que las AT-MSCs equinas pre-estimuladas con IFNy son mas eficaces en la supresion
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de la proliferacién de células T y en prevenir la destruccion del cartilago en un modelo ex vivo
utilizando explantes (Maumus et al., 2016). Por otra parte, el efecto de la combinacién de
varias citoquinas sobre las MSCs equinas no ha sido estudiado.

8.2. Posibles efectos no deseables derivados de la activacion de las células

madre mesenquimales

La estimulacién mediante citoquinas proinflamatorias puede aumentar el potencial
inmunorregulador de las MSCs, pero también puede conllevar otros efectos no deseables
sobre las mismas, como serian disminucién en su viabilidad, interferencia con su capacidad de
diferenciacidon o aumento de su inmunogenicidad. Estos tres potenciales efectos pueden tener
consecuencias significativas en la supervivencia y en la accion terapéutica de las MSCs cuando
son administradas in vivo (Liu et al., 2011; Ankrum et al., 2014).

La secrecion de TNFa e IFNy por parte de las células T tiene un efecto sinérgico en la
induccion de la apoptosis de las MSCs mediante la via extrinseca (Liu et al., 2011) e interfiere
en su diferenciacién osteogénica, condrogénica (Murakami et al., 2000;Gilbert et al., 2002;
Dighe et al., 2013;) y adipogénica (Lacey et al., 2009). Ademas, TNFa convierte la sefializacion
del receptor no-apoptético Fas activado por IFNy en una cascada proapdptica mediada por la
caspasa 8 en MSCs (Liu et al., 2011; Wang et al., 2013b). De estos hallazgos se deduce que un
entorno inflamatorio puede suponer un detrimento para la viabilidad de las MSCs y su
supervivencia in vivo.

La reduccidn de la capacidad de diferenciacién tri-linaje de las MSCs mediada por
citoquinas proinflamatorias ha sido descrita en varias especies. En ratén, la exposicién de
MSCs a TNFa o IL-1B reduce significativamente la expresién de marcadores osteogénicos,
condrogénicos y adipogénicos (Lacey et al., 2009). En la especie humana y en ratas, estas
citoquinas inhiben la expresién del factor de transcripciéon de diferenciacién de los
osteoblastos RUNX2 (runt-related transcription factor 2), pero en MSCs humanas también son
capaces de aumentar la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) y de la mineralizacién durante
la diferenciacién osteogénica (Gilbert et al., 2002; Ding et al., 2009). De hecho, se ha descrito
que TNFa puede aumentar el potencial osteogénico de las MSCs de forma dosis-dependiente,
pero este efecto es abolido por la presencia de agentes antiinflamatorios como la
dexametasona, habitualmente utilizada para la induccidn in vitro de la diferenciacién a este
linaje (Mountziaris et al., 2010). Se ha propuesto que la inhibicién de la diferenciacién de las
MSCs a osteoblastos mediada por TNFa tiene lugar mediante el receptor p55 TNF (Gilbert et
al., 2005). Por otra parte, una alta secrecidn de IFNy por parte de las células inmunes también
puede interferir con la osteogénesis de las MSCs mediante la disminucidn en la expresion
génica de ALP y RUNX2, como se vio in vivo en un modelo murino en que se implantaron MSCs
alogénicas en soportes (Dighe et al., 2013).

Un nivel alto de citoquinas proinflamatorias también conlleva la reduccién en la
expresion del receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma, PPARy) en las MSCs de rata, interfiriendo con su
diferenciacidon a adipocitos (Cortez et al., 2013).
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TNFa e IFNy han sido descritos ademas como inhibidores de la formacion de coldgeno
(Nanes et al.,, 1989) y estas citoquinas proinflamatorias son capaces de afectar a la
diferenciacion condrogénica de las MSCs murinas (Lacey et al., 2009) y disminuyen la
produccién de colageno tipo Il y agrecano por los condroblastos derivados de MSCs equinas
(zayed et al., 2016).

Pese a que los mecanismos paracrinos parecen ser los principales implicados en las
acciones terapéuticas de las MSCs, su capacidad de diferenciacidon se sigue considerando
implicada en las mismas. Por ello, el potencial efecto negativo de las citoquinas
proinflamatorias sobre su diferenciacion debe ser considerado cuando se administran in vivo
en un entorno inflamatorio y cuando se estudia la aplicaciéon de un estimulo inflamatorio ex
vivo para aumentar su potencial inmunorregulador.

IFNy se considera ademas un inductor de la expresién del MHC en MSCs (Chan et al.,
2008), lo que puede afectar a la seguridad y a la efectividad de la administracién in vivo por un
potencial aumento en la inmunogenicidad de las mismas. Por su relevancia en la presente
Tesis Doctoral, los aspectos relacionados con la inmunogenicidad de las MSCs seran revisados
con mas detalle en la siguiente seccion.

9. INMUNOGENICIDAD DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES
9.1. Interés de la terapia celular alogénica

La terapia alogénica con MSCs ha despertado siempre un gran interés. Se trata de una
estrategia muy interesante, dado que permite una mayor y mds rapida disponibilidad de las
células. Las MSCs pueden aislarse a partir de donantes sanos para caracterizarlas y estudiar su
viabilidad y sus propiedades potencialmente implicadas en el mecanismo terapéutico, para
después criopreservarlas hasta el momento de su utilizacién. De esta forma, pueden crearse
bancos celulares para tener siempre disponible y de forma rapida una fuente suficiente de
células bien caracterizadas, evitando asi el retraso asociado a la obtencidn y expansion de
MSCs autdlogas que limita su uso en fases tempranas de la lesién. Ademads, las MSCs
alogénicas permitirian el uso de terapia celular en aquellos casos en los que hay limitaciones
con las células autdlogas. Por ejemplo, en los pacientes de edad avanzada las MSCs suelen
estar en baja cantidad y tener menor viabilidad y capacidad de expansion. Otro caso seria el de
los pacientes con enfermedades genéticas, cuyas MSCs tendrian el mismo defecto genético y
por tanto no serian apropiadas para la terapia (Chen and Tuan, 2008; Zhang et al., 2015a). Sin
embargo, ciertas consideraciones deben tenerse en cuenta respecto al uso alogénico de MSCs,
como se verd a continuacion.

9.2. El concepto de inmuno-evasion

Debido a la baja expresién de MHC-l y a la ausencia de expresion de MHC-II,
tradicionalmente se ha considerado a las MSCs como “inmuno-privilegiadas”, es decir,
incapaces de producir una respuesta inmune en el receptor cuando se administran de forma
alogénica. Esta propiedad es una de las que ha hecho atractivas a las MSCs, por saltarse las
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barreras del MHC que dificultan el trasplante celular y abrir asi la puerta al uso de la terapia
alogénica, con las ventajas que ya se han comentado. Sin embargo, a medida que la
investigacion ha ido avanzando, se ha visto que esta concepcion sobre las MSCs no es del todo
correcta. Se ha observado que las MSCs administradas de forma alogénica si son capaces de
producir cierto nivel de respuesta inmune, tanto a nivel celular como humoral (mediada por la
produccién de anticuerpos alo-especificos), por lo que estrictamente hablando, el adjetivo
“inmuno-privilegiadas” deberia ser abandonado. Sin embargo, es cierto que estas células son
menos inmunogénicas que otros tipos celulares. Esto es debido en parte al ya mencionado
patron de expresiéon del MHC, pero también en buena medida a las propiedades
inmunosupresoras anteriormente descritas. El tiempo para que se desarrolle el rechazo
inmunoldgico y la severidad del mismo parecen ser dictados por el balance entre la expresion
de factores inmunogénicos e inmunorreguladores por las MSCs (Ankrum et al.,, 2014). Por
ejemplo, si no se induce la capacidad inmunorreguladora de las MSCs, parece ser que éstas
tienden a actuar como CPAs y que son capaces de promover la inflamacién in vivo (Chan et al.,
2006). Sin embargo, si las MSCs estan activadas y son capaces de influir sobre el
microambiente en que se encuentran, pueden suprimir al sistema inmune de manera local
(Kidd et al., 2009) y de esta forma “pasar desapercibidas”, enmascarando su inmunogenicidad.
Es por ello que recientemente se ha comenzado a utilizar un término mas apropiado para estas
propiedades inmunoldgicas de las MSCs: inmuno-evasion (Ankrum et al., 2014) (Figura 23).

a Tcells Antigen-presenting cell

TCR a{_\l l;\q([
o O @z 3y
’\sHLA GS, PGE2 2 0 ’1—"’\
MHC-| i MHC-I 3 T D_angerl
'w’ . signals |

IFN ¥, TNF-a v L2 E<-'° o
- ? /\£ ¢ ;\?
\ !« D5 o
A s e o i 'i“_" %o
Resting MSC Activated MSC ~ Dead MSC
e A

b o §
s F— e .

=31 [ =

Immunogenic Immunosuppressive

F{apil:i Delayed Absent

Figura 23: Las células madre mesenquimales (MSCs) tienen potencial para evadir al sistema inmune
del receptor mediante la activacion de sus propiedades inmunosupresoras por citoquinas
proinflamatorias, pese a que éstas también inducen la expresién del MHC (a). El balance entre la
expresion de factores inmunogénicos e inmunosupresivos determina el reconocimiento de las MSCs
por el sistema inmune (b). Tomado de Ankrum et al., (2014).

En resumen, aunque las MSCs no se pueden considerar realmente como “inmuno-
privilegiadas”, el rechazo alogénico frente a ellas ocurre mas despacio y de forma menos
severa que en otros tipos celulares alogénicos gracias a sus propiedades “evasivas”. De
cualguier modo, no se conoce de forma exacta hasta qué punto el rechazo inmunoldgico por
parte del receptor influye sobre la eficacia de las MSCs alogénicas, no habiendo sido
demostrada con absoluta certeza una ventaja clinica definitiva del uso de MSCs autdlogas
sobre el uso de alogénicas (Ankrum et al., 2014). Por ello, el nimero de estudios utilizando
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MSCs alogénicas continua incrementando, mas deben tenerse presentes las consideraciones
sobre su inmunogenicidad.

9.3. Mecanismos de inmuno-evasion de las células madre mesenquimales

El reconocimiento inmunolégico de las MSCs alogénicas por parte del sistema inmune
del receptor tendria como consecuencias la eliminacidon de las mismas, la alteracién de su
capacidad de anidamiento si son opsonizadas por anticuerpos alo-especificos, y el desarrollo
de una respuesta inflamatoria local. Estos sucesos se traducirian en una pérdida de la eficacia
de las MSCs y en posibles efectos adversos. Ademas, estas consecuencias indeseables podrian
acelerarse por la generacién de memoria inmunoldgica en caso de utilizar administraciones
repetidas de MSCs (Consentius et al., 2015), estrategia estudiada para aumentar la efectividad
de la terapia celular (Hatsushika et al., 2014). Mientras que algunos estudios han evidenciado
la induccién de alo-inmunidad al administrar MSCs alogénicas (Nauta et al., 2006), otros han
mostrado una aplicacién segura y efectiva de las mismas (Wang et al., 20132; Hatsushika et al.,
2014; Vega et al., 2015). Estos resultados contradictorios indican que las MSCs alogénicas son
capaces de generar rechazo inmunitario, pero que en ciertas ocasiones no sélo no lo hacen
sino que ademas ejercen efecto terapéutico, lo que parece indicar que bajo ciertas condiciones
son capaces de “burlar” al sistema inmune. Indudablemente, hay una gran cantidad de
variables que pueden influir en las relaciones entre MSCs y sistema inmune, confiriendo una
enorme complejidad al proceso. El estudio de estas interacciones es crucial para lograr
terapias celulares seguras y efectivas.

9.3.1. Interaccidn de las células madre mesenquimales con la respuesta inmune

celular

Aunque aun quedan muchas cuestiones abiertas, de los estudios realizados hasta la
fecha pueden inferirse algunos mecanismos mediante los cuales las MSCs serian capaces de
evadir al sistema inmune mediante la interaccidn con la respuesta celular. Algunos de los
mecanismos ejercidos sobre las células inmunes ya han sido abordados en la seccion sobre la
inmunomodulacién, por lo que en este apartado solo se remarcardn los aspectos mas
relevantes referidos a la evasién del sistema inmune, aunque cabe recordar que todos estos
procesos estan estrechamente ligados y conducen al mismo fin: regular la respuesta inmune.

Cuando las MSCs estan presentes durante el proceso de diferenciacién de las DCs, las
primeras son capaces inducir un fenotipo tolerogénico en las segundas (Jiang et al., 2005). Es
decir, las MSCs son capaces de influir sobre las DCs antes de su maduracién, pero se desconoce
cémo interactdan con las DCs ya maduras y con su capacidad de migracion.

Las MSCs pueden inhibir la activacidn de las células NK mediada por receptores o por
interleuquinas. La inhibicidn de la secrecién de mediadores inflamatorios por las células NK es
dirigida de forma paracrina por las MSCs, mientras la inhibicion de la citotoxicidad requiere
contacto directo. En este punto cabe remarcar que, si bien la baja expresién de MHC-I por
parte de las MSCs es algo deseable para “esquivar” al sistema inmune, en el caso de las células
NK se convierte en lo contrario: como se ha descrito anteriormente, las células NK tienen
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receptores activadores e inhibidores y los segundos son activados por la uniéon del MHC-I de
células del mismo individuo, por lo que las MSCs serian susceptibles de ser lisadas por las
células NK (Spaggiari et al., 2006).

La relacién entre células B y MSCs ha sido poco estudiada, pero los resultados
publicados sugieren que las MSCs serian capaces de disminuir la proliferacidn y la produccion
de anticuerpos por las células B, aunque este proceso requeriria de la presencia de células T
(Rosado et al., 2015).

Las MSCs son capaces de inhibir la proliferacion tanto de las células T citotdxicas como
efectoras. Dentro de las células efectoras, las MSCs pueden disminuir la proliferaciéon de las
células Thl y su secrecion de IFNy mediante IDO y PGE2 y aumentar la poblaciéon de Th2 y su
habilidad para secretar mediadores antiinflamatorios como IL-4 mediante TGF-f1 y PGE2
(Aggarwal y Pittenger, 2005). Las MSCs incluso pueden “reprogramar” a la célula Th
convirtiéndola del fenotipo 1 al 2 en ciertas circunstancias. Por otra parte, las MSCs pueden
aumentar la generaciéon de células Treg, asociadas con la proteccidn frente a distintos proceso
autoinmunes y frente a induccién de alo-inmunidad (Consentius et al., 2015).

Sin embargo, aunque la mayoria de estudios haya mostrado un efecto supresor y
regulador de las MSCs sobre las células T, algunos estudios sugieren que, bajo ciertas
condiciones, las MSCs se pueden comportar como CPAs y activar a las células T (Chan et al.,
2006). Esta potencial actuacion como CPAs de las MSCs es incrementada por la pre-activacion
con IFNy al inducir la expresién de MHC-II (Chan et al., 2008). Sin embargo, esta habilidad se
veria limitada por la falta de expresién de moléculas coestimuladoras como CD80, CD86, CD40
o CD40L por parte de las MSCs (Najar et al.,, 2012; Tse et al.,, 2003). La relaciéon entre la
activacion de las MSCs mediante IFNy, su inmunomodulacidon y su inmunogenicidad es
compleja. IFNy ha mostrado ser esencial en inducir la capacidad inmunosupresora de las MSCs
y, por tanto, la inhibicidon de las células inmunes (Chinnadurai et al., 2014; Krampera et al.,
2006). Sin embargo, la exposicién a IFNy aumenta la expresién de MHC-I e induce la de MHC-I,
pudiendo facilitar el reconocimiento alogénico de las MSCs y aumentar su inmunogenicidad
(Chan et al., 2008).

En el caballo, se ha visto que la expresién de MHC-Il por las MSCs no esta siempre
ausente en condiciones basales, sino que puede darse de forma constitutiva y ademas es
variable entre individuos, pese a que sean homogéneas en otros marcadores y en su capacidad
de diferenciacidn tri-linaje. La estimulacién con IFNy de las MSCs negativas para MHC-II resulto
en un aumento marcado de su expresion. Cuando se enfrentaron MSCs positivas para el MHC-
Il (sin estimulacion) con células T alogénicas, la incompatibilidad entre donante y receptor
resultdé en un aumento de la proliferacion de células T, comparado con el producido por MSCs
negativas para MHC-Il o positivas pero compatibles. Estos hallazgos sugieren que la expresion
de MHC-Il deberia ser comprobada antes del uso alogénico de MSCs e, idealmente, también
deberia serlo la compatibilidad para el MHC entre donante y receptor. Ademas, se debe
considerar que un entorno inflamatorio en el que haya IFNy presente puede cambiar el perfil
inmunogénico de las MSCs equinas (Schnabel et al., 2014).

70



I INTRODUCCION GENERAL Y REVISION BIBLIOGRAFICA

9.3.2. Interaccidn de las células madre mesenquimales con la respuesta inmune

humoral

Pese a que parecen tener un efecto supresor de la produccidn de anticuerpos sobre las
células B, las MSCs son capaces de provocar una respuesta inmune no solo celular sino
también de tipo humoral, induciendo la produccién de alo-anticuerpos especificos (Badillo et
al., 2007). Este hallazgo podria obstaculizar el uso de dosis repetidas de MSCs alogénicas.

La inyeccién de MSCs alogénicas en ratdn es capaz de inducir titulos altos de
anticuerpos con reactividad especifica contra las células inyectadas. Ademads, al someter a
estos animales a un injerto de piel alogénico, éste fue rechazado en todos los receptores,
incluso si el donante y receptor eran compatibles para el MHC (Badillo et al., 2007). En cambio,
otros estudios han mostrado un uso seguro de administraciones repetidas de MSCs alogénicas
(Poh et al., 2007). La produccion de respuesta humoral frente a MSCs alogénicas en el caballo
se ha descrito muy recientemente. La administracion intradérmica de MSCs incompatibles
para el MHC (en el caballo llamado ELA, Equine Leukocyte Antigen) resulté en una reaccion
inflamatoria local y en la produccion de anticuerpos con capacidad citotoxica frente a
leucocitos del mismo ELA que las MSCs administradas, viéndose ademas en un animal
reactividad cruzada con otro tipo de ELA también incompatible. La respuesta humoral fue
variable entre individuos (Pezzanite et al., 2015). Una continuacion reciente de este estudio
mostré que los anticuerpos anti-ELA generados por la exposicion a MSCs ELA-incompatibles
eran citotéxicos también frente a las propias MSCs. De forma interesante, el suero del caballo
control inyectado con MSCs alogénicas pero ELA-compatibles no mostré anticuerpos
citotdxicos frentes a MSCs del mismo tipo de ELA (Berglund y Schnabel, 2016). Ademas, la
exposicidén por distintas vias (intra-arterial, intra-tendinosa e intra-ocular) a BM-MSCs o AT-
MSCs alogénicas sin compatibilidad comprobada para ELA también se ha mostrado capaz de
generar respuesta humoral alo-especifica en el caballo (Owens y Kol, 2016).

9.4. Propiedades inmunoldgicas de las células madre mesenquimales

después de su diferenciacion

Hasta ahora se ha descrito que las principales propiedades por las que las MSCs
parecen ejercer su efecto beneficioso son sus capacidades para diferenciarse e implantarse en
el tejido y su habilidad para regular el entorno mediante sus mecanismos paracrinos e
inmunorreguladores, que ademas les confieren la posibilidad de evadir al sistema inmune,
junto con su patron de expresion del MHC, cuando son administradas de forma alogénica. Una
pregunta que surge cuando se estudian estos mecanismos terapéuticos es: si las células son
capaces de diferenciarse y también de inmunomodular, équé sucede con sus propiedades
inmunoldgicas cuando se diferencian? Una estrategia terapéutica propuesta para facilitar su
anidamiento in vivo es el uso MSCs pre-diferenciadas (Ham et al., 2015), en ese caso éseguiran
siendo capaces de evadir al sistema inmune o causardn una reaccidn mayor que si se
administraran de forma indiferenciada? ¢ Qué pasara si ademas se encuentran con un entorno
inflamatorio? Varios estudios han tratado de esclarecer estas preguntas, aunque los resultados
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mostrados son bastante contradictorios y actualmente no se conoce de forma certera el efecto
in vivo de la diferenciacion de MSCs alogénicas sobre su perfil inmune.

Al estudiar la expresiéon de MHC-I y MHC-1l en MSCs humanas diferenciadas a los tres
linajes y el efecto de la estimulacién con IFNy sobre ellas, se observd que la diferenciacion
adipogénica disminuia la expresién de MHC-l y que MHC-Il no era detectado incluso tras la
estimulacién con IFNy. Lo mismo sucedié en la osteogénesis, pero en este caso IFNy si
incrementd la expresion de MHC-I en los osteoblastos, mientras que las MSCs inducidas a
condrocitos expresaron MHC-I pero no MHC-II. Ninguna de estas células indujo una reaccidn
de proliferacidon en las células T alogénicas y, de hecho, en algunos casos hubo un efecto
supresor, aunque podria ser debido a que en el cultivo todavia se encontraran MSCs sin
diferenciar. Esto sugiere que las MSCs continuarian teniendo propiedades inmunosupresoras
tras la diferenciaciéon, por lo que serian capaces de evadir al sistema inmune (Le Blanc et al.,
2003a). En otro estudio, se mostré que las BM-MSCs murinas indiferenciadas y diferenciadas a
osteoblasto y estimuladas o no con IFNy no inducian reaccidn proliferativa por parte de las
células T alogénicas in vitro, pese a que la expresion de MHC-Il y de las moléculas co-
estimuladoras CD80 y CD86 aumentd tanto en las MSCs diferenciadas como en las
indiferenciadas tras la estimulacién con IFNy, lo cual sugiere que las MSCs diferenciadas a
osteoblastos seguirian siendo capaces de evadir al sistema inmune (Zhang et al., 2009b). La
diferenciacion a linaje neuronal de BM-MSCs humanas produce el aumento en la expresion de
MHC-I, MHC-Il y CD80, aumentando ademas la expresidn de las dos primeras si las células se
someten a IFNy. Sin embargo, estas células no inducen respuesta proliferativa por parte de
células T alogénicas, indicando que la diferenciacion al linaje neuronal de las MSCs no afectaria
a su inmunogenicidad (Liu et al.,, 2006a). En otro estudio se observd que los osteoblastos
derivados de la diferenciacién de las MSCs no expresaron MHC-Il y no indujeron proliferacion
por parte de células T alogénicas, fueron capaces de suprimir su proliferacidn y secretaron las
citoquinas antiinflamatorias IL-10 y TGF-B1, sugiriendo que las MSCs pueden mantener sus
propiedades inmuno-evasivas e inmunomoduladoras in vitro tras la diferenciacion a
osteoblasto. Sin embargo, al utilizarlas en un modelo in vivo de injerto de piel, las MSCs
diferenciadas parecieron perder sus propiedades inmunorreguladoras (Liu et al., 2006b).

Por otra parte, otros estudios mas recientes han mostrado que las MSCs humanas
diferenciadas a osteoblasto si serian capaces de estimular la proliferacion de células T
alogénicas y ademas, de expresar las moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 sin ser
estimuladas con IFNy, sugiriendo que el proceso de diferenciacién de las MSCs las haria mas
inmunogénicas (Shi et al.,, 2010). En un modelo murino de infarto de miocardio, la
administracion de MSCs alogénicas pre-diferenciadas a miocardiocito produjo una reaccion de
rechazo inmune, mientras que las MSCs alogénicas indiferenciadas persistieron hasta un mes
en el miocardio, sin generar efectos adversos e incluso produciendo una mejora funcional (Xia
y Cao, 2013). La diferenciacion condrogénica de las MSCs condujo a una pérdida en su
capacidad para inhibir la proliferacion de las células T in vitro, lo cual se vio asociado la
disminucién en la secrecién de NO y PGE2. Ademas, la diferenciacion condrogénica alteraria la
inmunogenicidad de las MSCs, haciéndolas capaces de inducir la proliferacion de células T
alogénicas y aumentando su susceptibilidad a ser lisadas por linfocitos T citotoxicos alo-
especificos. La implantacién in vivo de condrocitos alogénicos derivados de MSCs y
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encapsulados en alginato indujo ademas una respuesta local y sistémica de memoria de las
células T (Ryan et al., 2014).

Aunque la bibliografia sobre el tema muestra resultados contradictorios, deja
evidencia de que el perfil secretor de las MSCs se ve alterado por la diferenciacion, lo que se
traduciria en consecuencias negativas para la supervivencia de las MSCs alogénicas in vivo una
vez diferenciadas, pudiendo afectar potencialmente a su efecto terapéutico. La respuesta de
rechazo inmune podria ademas tener efectos adversos para el individuo, y muchos de los
estudios muestran un incremento en la expresion de moléculas inmunogénicas que podria
conducir a esta reaccion. Sin embargo, otros estudios muestran que no hay un aumento en la
inmunogenicidad o en la expresion de MHC y de moléculas co-estimuladoras. La pre-activacion
con IFNy de las MSCs diferenciadas podria aumentar su capacidad inmunosupresora in vivo, de
forma que mantuvieran sus propiedades inmuno-evasivas. Otras estrategias podrian ser la
administracién de estas células encapsuladas en soportes que las protegieran del
reconocimiento por el sistema inmune, o bien la manipulacidn genética para inhibir la
expresion del MHC. Se necesitan mds estudios para aclarar las implicaciones de la
diferenciacidn en las propiedades inmunoldgicas de las MSCs, comenzando por investigar si la
respuesta inmune frente a MSCs alogénicas afecta a su potencial terapéutico, cdmo afecta la
diferenciacion a las propiedades paracrinas de las MSCs in vivo, o cual es la supervivencia y el
estado funcional a largo plazo de las MSCs trasplantadas (Lohan et al., 2014).

10. USO TERAPEUTICO DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES EN
PATOLOGIAS ARTICULARES

10.1. Potencial de las células madre mesenquimales en el tratamiento de la

osteoartritis

En Secciones anteriores de esta Memoria ya se ha destacado la importancia de
patologias articulares como la osteoartritis, por su caracter degenerativo y progresivo con un
papel central de la inflamacién y por el elevado nimero de personas y animales que se ven
afectados, asi como por la falta de tratamientos realmente eficaces a dia de hoy. Una vez
vistas las propiedades de las MSCs y en qué mecanismos se basa su potencial terapéutico, es
facil llegar a la conclusidon de que éstas constituyen una herramienta prometedora para el
tratamiento de la osteoartritis, como ha demostrado su uso en modelos pre-clinicos de lesién
articular. Mucho se ha investigado hasta ahora y mucho se debe seguir investigando para
comprender totalmente las acciones de la terapia celular y aprender a optimizar variables
como el origen, el modo de administracion, la dosis a utilizar, el momento de administracién o
el nimero de administraciones, asi como para lograr aclarar las implicaciones de su uso
alogénico y seguir buscando estrategias que puedan mejorar el potencial terapéutico de las
MSCs. Actualmente, se considera que el potencial terapéutico de las MSCs en la osteoartritis
reside principalmente en sus propiedades paracrinas, por lo que se debe continuar
investigando sobre las mismas para mejorar las estrategias terapéuticas (Barry y Murphy,
2013; Schnabel et al., 2013; Wyles et al., 2015).

73



I INTRODUCCION GENERAL Y REVISION BIBLIOGRAFICA

El interés en usar MSCs como terapia regenerativa en patologias osteoarticulares ha
sido ampliamente discutido. Las MSCs se han utilizado asociadas a soportes o andamiajes para
facilitar su implantacion en defectos focales del cartilago, como las lesiones traumaticas
condrales y los defectos osteocondrales, con evidencia clinica de efectividad. Sin embargo,
pocos estudios han demostrado un claro beneficio derivado de la aplicacién de MSCs en la OA.
Hasta la fecha, no se ha encontrado mayor efectividad del trasplante de MSCs frente al
trasplante de condrocitos cuando se combinan con el uso de soportes (Nejadnik et al., 2010).
Sin embargo, las MSCs ofrecen la posibilidad de un abordaje mas sencillo inyectandolas
directamente de forma intraarticular sin necesitar sistema de andamiaje (Soler et al., 2016).

Las propiedades paracrinas de las MSCs parecen jugar un papel esencial en su
potencial terapéutico mediante la estimulacién de la regeneracion enddgena y de la
proliferacion de progenitores del tejido, contrarrestando la apoptosis y contribuyendo a la
proteccion y reparacion del cartilago (da Silva Meirelles et al., 2009). La proliferacion de
condrocitos en cocultivo con MSCs ha sido demostrada in vitro (Wu et al., 2013), asi como la
reduccion en la expresion de marcadores hipertréficos, fibroticos e inflamatorios en
condrocitos de pacientes con OA (Maumus et al., 2013). Estos efectos, como ya se ha expuesto
anteriormente, parecen dirigidos por diversos mediadores secretados por las MSCs
(Manferdini et al., 2013). Pero ademas del potencial antiinflamatorio y de estimulacion de la
regeneracion enddgena del cartilago, cabe recordar que las MSCs podrian diferenciarse in vivo
y reemplazar de forma directa al cartilago dafiado, aunque este mecanismo podria conllevar
una reduccion en su potencial inmunosupresor y un posible aumento en su inmunogenicidad
(Lohan et al., 2014). Distintos modelos experimentales de OA han mostrado el potencial
regenerativo de las MSCs, pero los mecanismos exactos por los cuales desarrollarian su efecto
beneficioso en el cartilago no estan del todo claros, asi como tampoco lo estan las
implicaciones de su diferenciacion condrogénica in vivo. Sin duda, la variedad de modelos
empleados y las diferencias entre los protocolos utilizados (origen de las MSCs, dosis, forma y
momento de administracién, etc.) dificultan la obtencién de conclusiones definitivas, pero en
su conjunto aportan evidencia del potencial de esta terapia (Pers et al., 2015).

10.2. Uso de las células madre mesenquimales en patologias articulares

equinas

Como ya se ha mencionado, el caballo tiene un gran valor en la investigacién de
tratamientos articulares, tanto como paciente como modelo animal con potencial aplicacién a
la especie humana, lo que hace que la investigacién en este drea sea activa y de particular
importancia (Figura 24).
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Figura 24: Paciente equino con osteoartritis temprana en las articulaciones distales del tarso
recibiendo tratamiento intraarticular con células madre mesenquimales equinas en el HV-UZ.

Existe un numero creciente de estudios sobre el efecto de la administracion
intraarticular de MSCs como tratamiento de distintas condiciones patoldgicas de la articulacidon
equina. Mientras que la mayoria de ellos se centra en el uso autélogo de MSCs (Frisbie et al.,
2009; Mcllwraith et al., 2011; Ferris et al., 2014a; Goodrich et al., 2016;), algunos comienzan
también a explorar el efecto de las MSCs alogénicas (Broeckx et al., 2014a; Broeckx et al.,
2014b) como estrategia terapéutica por las ventajas ya descritas. Ademas, la administracidn de
varias dosis de MSCs puede aumentar sus efectos beneficiosos (Hatsushika et al., 2014), lo que
podria conformar otro abordaje terapéutico. Sin embargo, las consideraciones sobre la
inmunogenicidad de las MSCs vy la posibilidad de que induzcan memoria inmunoldgica deben
ser tenidas en cuenta. Hasta la fecha, el uso repetido de MSCs alogénicas combinadas de
varios donantes en articulaciones equinas sanas ha demostrado ser seguro en términos de
respuesta clinica (Ardanaz et al., 2016). Otros estudios en articulaciones sanas de caballo han
mostrado una ligera reaccion inflamatoria local tras la inyeccion intraarticular de MSCs, tanto
autodlogas como alogénicas (Carrade et al., 2011). Ademads, la administracién intraarticular en
articulaciones sanas de MSCs autdlogas, autélogas genéticamente modificadas, alogénicas o
xenogénicas produce una reaccién inflamatoria local transitoria, que es mayor para las MSCs
alogénicas y xenogénicas. Sin embargo, la respuesta inmune observada fue similar entre MSCs
autdlogas y alogénicas, pero mayor para xenogénicas (Pigott et al., 2013a, Pigott et al., 2013b).
En resumen, la administracién uUnica o repetida de MSCs autdlogas o alogénicas en
articulaciones equinas sanas ha mostrado ser segura, pero en ocasiones produce una
respuesta inflamatoria local transitoria de ligera a moderada.

El uso de soportes o andamiajes para vehiculizar las MSCs ha sido estudiado como
estrategia en el tratamiento de defectos focales del cartilago y del menisco en caballos. La
reparacion de lesiones de grosor completo del cartilago en un modelo equino fue mejorada
mediante el uso de soportes de fibrina generados utilizando plaquetas, sin encontrar
diferencias entre el uso del soporte por si solo o cargado con MSCs autélogas (Goodrich et al.,,
2016). El uso de AT-MSCs y BM-MSCs autdlogas en soportes de colageno reveld eficacia para
“rellenar” el defecto en un modelo de dafio de menisco (Gonzalez-Fernandez et al., 2016) y el
uso de esponjas bicapa de gelatina y fosfato de tri-calcio cargadas con MSCs autdlogas, PRP y
BMP-2 mejord la reparacion de defectos osteocondrales en la babilla y el tarso equino (Seo et
al., 2013; Tsuzuki et al., 2013; Seo et al., 2015;). La administracion de MSCs autdlogas en un
soporte de fibrina auto-polimerizante en defectos del grosor completo del cartilago
proporcioné mejor calidad del tejido de reparaciéon un mes tras la implantacidn, incluyendo un
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mayor contenido en colageno tipo Il. Sin embargo, 8 meses después no hubo diferencias entre
el grupo control y el tratado. Estos resultados sugieren que las MSCs son capaces de mejorar la
respuesta de reparacion temprana del cartilago, pero no logran proveer mejores hallazgos
bioquimicos o histopatoldgicos a largo plazo (Wilke et al., 2007).

La inyeccidn de MSCs autdlogas libres (sin soporte) en lesiones naturales de la babilla
(en menisco, ligamentos o cartilago) tras la intervencién artroscépica mostré mejores
resultados, en términos de retorno al nivel de actividad previo, que el uso aislado de la cirugia.
Los resultados fueron especialmente buenos en aquellos casos en que la afeccién estaba en el
menisco, sugiriendo de nuevo que las MSCs parecen ejercer mayores beneficios en tejidos
blandos. En términos de reaccion inflamatoria a la administracién de MSCs, sdlo se encontrd
en 3 de los 33 caballos tratados (Ferris et al., 2014a). La administracion intraarticular de MSCs
tras usar la técnica artroscopica de microfractura para tratar defectos focales del cartilago en
un modelo equino experimental reveld hallazgos clinicos e histopatoldgicos similares
empleando o no MSCs, pero la calidad del cartilago reparado fue mayor en los animales que
recibieron células tras la cirugia (Mcllwraith et al., 2011). Estos resultados sugieren que las
MSCs podrian mejorar los resultados en combinacién con técnicas quirurgicas.

En resumen, las MSCs vehiculizadas en soportes y/o combinadas con el uso de cirugia
han mostrado buenos resultados en lesiones focales del cartilago y menisco, aunque se debe
seguir investigando para aclarar el efecto de introducirlas en soportes sobre su viabilidad,
capacidad de migracidn y propiedades paracrinas (Colbath et al., 2017b).

Ademas de en modelos de lesién focal del cartilago, las MSCs se han estudiado como
tratamiento para la OA equina en modelos experimentales y casos naturales, pero el nimero
de estudios evaluando su efecto en esta patologia es mas limitado y los resultados menos
concluyentes. El uso de BM-MSCs autélogas en un modelo experimental de OA equina post-
traumatica no mostré efectos beneficiosos excepto por una reduccién en la concentracién de
PGE2 en liquido sinovial (Frisbie et al., 2009). Por otra parte, el uso de MSCs autdlogas en un
modelo experimental distinto con mayor componente inflamatorio (OA inducida por inyeccion
intraarticular de Anfotericina-B) si mostrd efectos beneficiosos de las MSCs sobre el cartilago,
especialmente a corto plazo y si las MSCs se administraban de forma temprana. En este
estudio se administré una dosis de MSCs autdlogas a las 3, 6 0 9 semanas tras haber inducido
la lesion, y se realizd el seguimiento hasta 1, 2 y 6 meses después. La administracion mas
temprana de MSCs produjo mejores resultados, que comenzaron a verse para la mayoria de
pardmetros estudiados a partir de los dos meses (Mokbel et al.,, 2011). Los diferentes
resultados entre uno y otro estudio pueden ser debidos a varias diferencias entre ellos, como
el tipo de modelo utilizado. El efecto mas potente de las MSCs observado en el modelo creado
con Anfotericina-B puede ser debido a que se crea una inflamacién articular mas severa
(Colbath et al., 2017b). Como ya se ha mencionado anteriormente, esta mayor efectividad de
las MSCs en situacion inflamatoria ha sido descrita in vitro y en otros modelos experimentales
in vivo de patologia articular (Manferdini et al., 2013; Schelbergen et al., 2014), pudiendo ser
debida a una mayor activacién de las MSCs. El uso de MSCs autdlogas en OA natural equina se
ha evaluado en casos de esparavan, donde las AT-MSCs proporcionaron un mejor resultado
clinico a los tres meses que el uso intraarticular de cortico-esteroides (betametasona) (Nicpon
et al., 2013).
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El uso alogénico de MSCs también se ha comenzado a estudiar en patologias
articulares equinas. En un modelo de sinovitis inducida por LPS, el uso de MSCs alogénicas
redujo significativamente el recuento de células nucleadas y de neutroéfilos en liquido sinovial
(Williams et al., 2016). En casos naturales de OA en distintas articulaciones, la administracion
de MSCs alogénicas indiferenciadas o diferenciadas a condrocito, solas o en combinacion con
PRP, reveld que la combinacion de células (especialmente las pre-diferenciadas a condrocitos)
y PRP mejoraba el resultado clinico tanto a corto plazo (6 semanas) como a largo (12 meses)
(Broeckx et al., 2014b). El mismo grupo de investigacidén mostrd resultados alentadores en
términos de retorno al trabajo también en casos de OA natural después el uso de MSCs
alogénicas indiferenciadas o diferenciadas a condrocitos sin combinar con otros productos. El
uso de MSCs diferenciadas a condrocitos logré un mayor porcentaje de animales recuperando
su actividad previa. Ademas, cabe remarcar que solo 3 de los 165 caballos incluidos en el
estudio desarrollaron una respuesta inflamatoria tras la administracion intraarticular de MSCs
alogénicas. Por otra parte, la eficacia de las MSCs parecié depender del tipo de articulacidn
tratada, mostrando los mejores resultados en menudillos e interfalangianas distal y proximal
con MSCs inducidas a condrocito, mientras que estas mismas células en la babilla
disminuyeron la tasa de retorno al trabajo (Broeckx et al., 2014a).

Las MSCs equinas se han empleado ademas de forma xenogénica en otros modelos
animales de patologia articular como el conejo (Saulnier et al., 2015) y el ratédn (Maumus et al.,
2016). En ninguno de los dos estudios las MSCs equinas produjeron reaccion adversa al ser
administradas xenogénicamente. La administracion temprana de MSCs en el modelo cunicola
mostré mejores resultados en cuanto a mayor expresion de coldgeno tipo Il en cartilago,
remarcando de nuevo la importancia del tratamiento temprano. Los resultados de este estudio
sugirieron ademas que la principal diana de las MSCs en la articulacion es la membrana
sinovial, en la que fueron capaces de disminuir la expresion de enzimas de degradacion (MMP-
1, MMP-3 y MMP-13) y de mediadores inflamatorios (IL-1B). De esta forma, las MSCs serian
capaces de promover un ambiente anti-catabdlico mediante la regulacién de los sinoviocitos
(Saulnier et al., 2015). En el modelo murino de OA inducida por colagenasa, las AT-MSCs
equinas pre-estimuladas con IFNy no produjeron efectos adversos y, de hecho, mostraron
mayor efecto condroprotector que las MSCs no estimuladas (Maumus et al., 2016).

La variabilidad entre modelos y protocolos de estudio no permiten extraer
conclusiones firmes del uso de MSCs en el tratamiento de la OA equina, pero de los resultados
obtenidos hasta ahora se puede concluir que el momento de administracién es importante y
que es mas efectivo realizarla de forma temprana, lo que en ocasiones puede estar limitado
por el uso autélogo. El estudio del uso de MSCs alogénicas en patologias articulares equinas es
mas limitado, pero parece que su administracidon intraarticular es segura en términos de
efectos adversos, aunque se desconoce la supervivencia de estas células en el ambiente in vivo
del receptor y la posible limitacién sobre su efectividad que el reconocimiento alogénico
podria suponer. Otro hallazgo importante en estos modelos es que el uso de las MSCs parece
generar beneficios principalmente a corto plazo, pero éstos no logran mantenerse de forma
prolongada, lo que quiza podria mejorarse empleando dosis repetidas de MSCs. El uso de dosis
repetidas de MSCs alogénicas ha mostrado ser clinicamente seguro en articulaciones sanas
equinas (Ardanaz et al., 2016) y en otros modelos animales de patologia articular (Hatsushika
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et al., 2014), pero se desconoce la respuesta inmunoldgica o el efecto en situacidén patoldgica
en el caballo.

10.3. Futuro en la investigacion de las células madre mesenquimales como

tratamiento para la osteoartritis

En el caballo, la heterogeneidad entre estudios dificulta la obtencidn de conclusiones
extrapolables a la practica clinica. Sin embargo, los resultados obtenidos estan de acuerdo en
que esta terapia celular podria aportar grandes beneficios, por lo que su investigacién debe
continuar. Un paso dificil, aunque crucial para poder avanzar, es la estandarizacién en el uso
de modelos, de parametros evaluados o de protocolos de administracién. Respecto a estos
ultimos, varias preguntas necesitan respuesta para poder mejorar el uso clinico de las terapias
celulares. Algunos puntos clave son el momento de administracién, la dosis a utilizar, la mejor
fuente de MSCs, la mejor forma de vehiculizarlas o el uso de administraciones repetidas para
mejorar los resultados a largo plazo (Pers et al., 2015; Wyles et al., 2015).

Las ventajas del tratamiento alogénico ya han sido expuestas, pero cabe incidir de
nuevo en que la inmunogenicidad de las MSCs es un punto clave a estudiar para lograr terapias
alogénicas seguras y efectivas. El desarrollo de estrategias para reducir la inmunogenicidad,
como el estudio de la compatibilidad entre donante y receptor o la manipulacién genética de
las MSCs, necesitan seguir siendo investigadas (Lohan et al., 2014).

De todo lo discutido a lo largo de la Revisidn Bibliografica de la presente Tesis Doctoral,
queda claro que la OA es una patologia de gran impacto tanto en personas como en caballos,
siendo éstos ademas un buen modelo experimental, y que a dia de hoy no tiene un
tratamiento definitivo. Las diversas propiedades mostradas por las MSCs han despertado el
interés de su uso como terapia regenerativa para esta patologia. Sin embargo, muchas
cuestiones necesitan seguir siendo investigadas. Algunos puntos clave para el avance en el
disefio de estrategias terapéuticas son la optimizacion de variables en el protocolo de
tratamiento, investigar las implicaciones de la inmunogenicidad de las MSCs en su uso
alogénico y seguir estudiando las propiedades de estas células en las que residen sus
beneficios. Aunque los mecanismos de accidn exactos no estan totalmente claros, parece que
las propiedades paracrinas de las MSCs serian las principales responsables de su potencial
terapéutico, mediante la estimulacidon de la reparacién enddgena y por su capacidad para
regular el ambiente inflamatorio y catabdlico de la articulacion osteoartritica. De aqui se
desprende la necesidad de seguir investigando sobre estas propiedades en modelos pre-
clinicos, asi como de disefiar estrategias que permitan aumentar este potencial terapéutico
mediante la estimulacidn de las propiedades inmunomoduladoras. Una herramienta para este
fin que ya se ha comentado en apartados anteriores podria ser la pre-estimulacién de las MSCs
con citoquinas proinflamatorias, que constituye el tema central de la presente Tesis Doctoral.
En esta potencial estrategia terapéutica se basa la hipdtesis de partida de esta Tesis y se
derivan los objetivos que se plantean a continuacion.
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II. HIPOTESIS DE PARTIDA Y OBJETIVOS

La hipdtesis de partida de la presente Tesis Doctoral es que las MSCs equinas pueden
aumentar sus propiedades inmunorreguladoras mediante un estimulo inflamatorio adecuado
in vitro, lo que se podria traducir en un mayor potencial terapéutico in vivo, aunque también
debe valorarse la posibilidad de que la estimulacidn inflamatoria pudiera acarrear efectos no
deseables sobre las MSCs, como pueden ser un aumento en la inmunogenicidad o una
disminucién de su viabilidad y plasticidad.

Por lo tanto, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral es estudiar el efecto in
vitro de distintos estimulos inflamatorios sobre las propiedades de las BM-MSCs equinas, con
especial énfasis en su inmunogenicidad y su capacidad inmunomoduladora, asi como analizar
la seguridad y eficacia in vivo tanto de MSCs sin estimular como pre-estimuladas en un modelo
de patologia articular equina.

Para la consecucion de este objetivo general se proponen los siguientes objetivos
especificos:

1. Valorar el efecto in vitro sobre las propiedades de las BM-MSCs equinas de un entorno
inflamatorio que simule las condiciones naturales de inflamacién articular.

2. Estudiar el efecto in vitro de la activacion con citoquinas proinflamatorias de las
propiedades de las BM-MSCs equinas.

3. Determinar las condiciones de estimulacién in vitro apropiadas que permitan aumentar el
potencial inmunorregulador de las BM-MSCs equinas sin detrimento de otras de sus
propiedades.

4. Evaluar el uso de nuevos biomarcadores en suero y liquido sinovial en un modelo de lesién
articular en el caballo, con la finalidad de contribuir a la monitorizacién de la respuesta
inflamatoria durante el tratamiento con BM-MSCs.

5. Estudiar el efecto in vivo de las BM-MSCs equinas alogénicas, tanto no estimuladas como
estimuladas con las condiciones establecidas en el objetivo 3, en un modelo de patologia
articular equina.
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A continuacidn, se procederd a describir brevemente y de forma general las técnicas y
materiales usados durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral, indicando el objetivo
con el que se emplearon y en qué Manuscritos han sido utilizados. Dentro de cada Manuscrito
podra encontrarse de forma mas detallada el material y la metodologia, asi como el disefo
experimental y el andlisis estadistico, propios de cada uno de ellos.

1. Animales

El caballo ha sido el animal objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral. Los
animales se utilizaron con tres finalidades:

e Obtencién de médula dsea a partir de la cual se aislaron las BM-MSCs para los ensayos in
vitro e in vivo.

e Estudio del uso de la proteina de fase aguda haptoglobina como biomarcador
inflamatorio en el caballo.

e Creacion de un modelo de lesidn articular en el que se estudiaron in vivo los efectos de
las BM-MSCs.

En los Manuscritos | y Il, los caballos utilizados fueron pacientes del Hospital
Veterinario de la Universidad de Zaragoza (HV-UZ) con diferentes tipos de lesiones del aparato
locomotor, de los que se obtuvieron muestras de médula dsea y liquido sinovial. Se utilizaron
cuatro caballos machos castrados de diferentes razas y de entre 6 y 12 afios de edad y 450-500
kg de peso.

Para la elaboracién del Manuscrito Il se obtuvo médula ésea de cuatro de los animales
incluidos en el ensayo in vivo descrito en el Manuscrito V (ponis Shetland, machos castrados de
entre 4y 7 afios de edad y entre 138 y 162 kg de peso).

En el Manuscrito IV se obtuvieron muestras de sangre y liquido sinovial de 12 ponis
Shetland incluidos en el ensayo in vivo recogido en el Manuscrito V (machos castrados, 100-
150 kg de peso, edad 3-5 afios). Ademas, en este Manuscrito se utilizaron muestras de sangre
y liquido sinovial obtenidas con fines diagndsticos de cinco pacientes equinos del HV-UZ con
distintas patologias (colico médico o quirurgico, patologia articular).

Para el ensayo in vivo llevado a cabo en el Manuscrito V se utilizaron 18 ponis Shetland
de entre 3 y 7 afos de edad y 100-165 kg de peso para la creacién de una lesién articular. En
este grupo se incluyen los animales que fueron utilizados para los ensayos realizados en los
Manuscritos Il y IV ya que parte de las muestras obtenidas durante el desarrollo del
Manuscrito V (médula ésea, sangre, liquido sinovial) se aprovecharon para llevar también a
cabo los estudios recogidos en los Manuscritos Il y IV.

Se determind el buen estado de salud general en los animales donantes de médula
Osea, asi como en todos los animales experimentales antes de iniciar el estudio. En éstos,
ademds, se determind la ausencia de anormalidades en las articulaciones radio-carpales.
Todos los procedimientos de toma o cesién de muestras implicando a pacientes del HV-UZ se
realizaron con consentimiento informado de los propietarios y de acuerdo a la regulacién de
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bienestar animal de la Universidad de Zaragoza. Todos los procedimientos realizados sobre los
animales experimentales incluidos en el ensayo in vivo del Manuscrito V (cuyas muestras
también se emplearon en el desarrollo de los Manuscritos Il y V) recibieron la aprobacion de
la Comisién Etica Asesora para la Experimentacién Animal de la Universidad de Zaragoza Pl
31/11 (Anexo 4). El uso y cuidado de todos los animales se realizé de acuerdo a la legislacién
espafiola sobre Proteccién Animal RD53/2013, en cumplimiento con la Directiva de la Unidn
Europea 2010/63 para la proteccién de animales utilizados en experimentacién y con otros
fines cientificos.

2. Aislamiento, cultivo, caracterizacion y criopreservacion de células madre
mesenquimales equinas de médula dsea

Estos procedimientos se han empleado en los Manuscritos I, II, lll y V con el objetivo de
disponer de BM-MSCs equinas caracterizadas tanto para los ensayos in vitro como in vivo.
Toda la metodologia referente a cultivo celular (incluida la caracterizacion, proliferacion y
diferenciacidon) fue puesta a punto y descrita previamente por el propio grupo de
investigacion. La metodologia fue la misma en todos los estudios y se describe brevemente a
continuacion.

Se obtuvieron entre 20 y 40 ml de médula dsea del esterndn en jeringas heparinizadas
utilizando una aguja Jamshidi de 11G con el animal bajo sedacidn. Las células mononucleares
se aislaron por gradiente de centrifugacion con Lymphoprep (Atom) y se sembraron en medio
de cultivo consistente en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) bajo en glucosa
suplementado con 1% de L-glutamina, 1% de penicilina/estreptomicina y 10% de suero fetal
bovino (FBS) (todo de Sigma-Aldrich). A las 24, 48 y 72 horas tras la extraccion, las células se
lavaron con PBS (Gibco) y se reemplazd el medio de cultivo para eliminar las células no
adherentes al plastico. Las células se expandieron cambiando el medio de cultivo cada 3 dias
hasta alcanzar aproximadamente el 80% de confluencia. En este punto, las células se
separaron de la superficie de la placa de cultivo utilizando 0,25% tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich)
y se contaron con un hemocitdmetro (cdmara de Neubauer) utilizando azul de tripano para
excluir las células muertas. Las células volvieron a sembrarse y se expandieron en las mismas
condiciones hasta el pase 3. Las condiciones de cultivo fueron siempre 372Cy 5% de CO,.

Al llegar al pase 3, las células se caracterizaron por su fenotipo y su capacidad de
diferenciacidn tri-linaje. El fenotipo se estudié mediante el analisis de la expresion génica de
los marcadores CD90, CD105, CD44, CD73, CD34, CD45, MHC-1'y MHC-II utilizando la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) y por la expresion
en la superficie celular de las moléculas CD90, CD105, CD44, MHC-I y MHC-lIl mediante
citometria de flujo. Las técnicas de RT-qPCR y citometria de flujo se veran con mayor detalle en
los apartados correspondientes.

La diferenciacion a los linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico se indujo
utilizando medios de cultivo suplementados con las moléculas apropiadas y se comprobd
mediante tinciones especificas y RT-gPCR, como se describird mas adelante. Las BM-MSCs
caracterizadas en pase 3 se crio-preservaron a -802C en un medio consistente en 10% de
dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) y 90% de FBS hasta el momento de su utilizacion.
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3. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real

Esta metodologia se ha empleado en el desarrollo de los experimentos incluidos en los
manuscritos I, II, lll y V con distintas finalidades. En todos ellos se ha utilizado en el proceso de
caracterizacion de las BM-MSCs para estudiar su fenotipo y su capacidad de diferenciacion a
los distintos linajes. En los manuscritos I, Il y Il esta técnica se ha empleado ademds para
analizar el cambio en el perfil de expresidén génica relacionado con las diversas propiedades
estudiadas en las MSCs (inmunomodulacién, inmunogenicidad, viabilidad, apoptosis). En el
Manuscrito V, la RT-gPCR se empled ademas para el estudio de la expresién génica en
muestras de cartilago y membrana sinovial.

La técnica de la RT-gPCR se basa en el uso de fluorocromos que se intercalan en la
molécula de DNA, de forma que a mayor numero de copias de un fragmento durante la
amplificacidn, mayor fluorescencia se registrara.

Los métodos para la extraccion del RNA mensajero (mRNA) y su posterior retro-
transcripcion a DNA complementario (cDNA) dependieron del tipo de muestra. Para la
extraccion de mRNA a partir de cultivos celulares, se utilizaron los kits RNAspin Mini RNA
Isolation (GE Healthcare) y Cells-to-cDNA Il (Ambion). En el caso de los tejidos sélidos (cartilago
y membrana sinovial), las muestras se pulverizaron previamente y se aplicé el método del
Trizol (Qiazol, Qiagen)/Cloroformo/Isopropanol (Chou et al., 2013). Una vez obtenido el mRNA,
el DNA gendmico se eliminé con el kit DNAse Turbo (Ambion) y la retrotrascripcién a cDNA se
realizd con el kit Superscript Reverse Transcriptase Il (Life Technologies). Las reacciones de
amplificacion se llevaron a cabo en triplicado en un StepOne Real-Time PCR System (Applied
Biosystem) utilizando el Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystem) y los cebadores
correspondientes (Tabla 8). Todos los protocolos se realizaron segln las especificaciones del
fabricante. El protocolo de amplificacién utilizado fue el siguiente: 20” a 952C para la
activacidn, seguidos de 40 ciclos de 3" a 959C y 30" a 602C. Al final de los 40 ciclos de cada
reaccion se realizé una curva de disociacion para comprobar la especificidad de los cebadores.
Los niveles de expresidn génica se obtuvieron mediante cuantificacion relativa empleando los
métodos comparativos ACt (Manuscritos |, Il y lll) y AACt (Manuscrito V). El factor de
normalizacién para cada muestra se calculé como la media geométrica de la expresién de dos
genes normalizadores, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y beta-2
microglobulina (B2M).

Tamaiio amplicon
(pares de bases)

Numero de acceso /

GEN Bibliografia

Secuencia del cebador (5-3’)

HOUSE-KEEPING

F:GGCAAGTTCCATGGCACAGT
GAPDH NM_001163856 R:CACAACATATTCAGCACCAGCAT 128

F: TCGTCCTGCTCGGGCTACT
B2M NM_001082502.2  p. ATTCTCTGCTGGGTGACGTGA 102

MOLECULAS DE SUPERFICIE UTILIZADAS EN LA CARACTERIZACION

F:TGCGAACTCCGCCTCTCT
D0 EU881920 R:GCTTATGCCCTCGCACTTG 93

F:GACGGAAAATGTGGTCAGTAATGA
€D105 XM_001500078 R:GCGAGAGGCTCTCCGTGTT 100
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Numero de acceso /

Tamaiio amplicon

GEN Bibliografia Secuencia del cebador (5-3’) (pares de bases)
MOLECULAS DE SUPERFICIE UTILIZADAS EN LA CARACTERIZACION
F:GGGATTGTTGGATACACTTCAAAAG
cb73 XM_001500115 R:GCTGCAACGCAGTGATTTCA %0
F: CCCACGGATCTGAAACAAGTG
ba4 NM_001085435 R: TTCTGGAATTTGAGGTCTCCGTAT %
F:TGATTCCCAGAAATGACCATGTA
D45 AY_114350 R:ACATTTTGGGCTTGTCCTGTAAC 100
F:CACTAAACCCTCTACATCATTTTCTCCTA
Cb34 XM_001431596 R:GGCAGATACCTTGAGTCAATTTCA 150
MARCADORES DE DIFERENCIACION OSTEOGENICA
F: GATGGCCTGAACCTCATCGA
ALP XM_001504312 R: AGTTCGGTCCGGTTCCAGAT %2
F: CTCCAACCCACGAATGCACTA
RUNX2 XM_001502519.3 R: CGGACATACCGAGGGACATG 80
MARCADORES DE DIFERENCIACION ADIPOGENICA
™ XM 001489577 F:-TGTATGAGAGTTGGGTGCCAAA 20
- R:GCCAGTCCACCACAATGACAT
PPAR XM 001492411 F:-TGCAAGGGTTTCTTCCGGA 104
v - R:GCAAGGCATTTCTGAAACCG
MARCADORES DE DIFERENCIACION CONDROGENICA / SINTESIS ECM CARTILAGO
F: CTACGACGCCATCTGCTACA
ACAN AF019756 R: ACCGTCTGGATGGTGATGTC %
F: TTAGACGCCATGAAGGTTTTCTG
COL2A1 XM_005611082.1 R: CTCTTGCTGCTCCACCAGTTCT 101
MOLECULAS DE ADHESION Y RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS
VCAM-1 F: TCTATGCTACGCTCTGGCTACG
(CD106) DQ246452 R: TTGATGGTCTCCCCGATGA 127
ALCAM F: TCACGACTTCATCGAGCACATC
(CD166) XM_001434152 R: GGCGAACTTAAAGTCAGTGGCA 118
F: TGCAGCAGCAGGTAGCAAAGT
CXCR4 XM_001490165 R: ATATACGGAACCCGTCCATGG 97
MOLECULAS RELACIONADAS CON LOS MECANISMOS INMUNOMODULADORES PARACRINOS
F: GTTTGCATTTTTTGCCCAGC
cox-2 ABO41771 R: ACTTAAATCCACCCCGTGACC 103
F: TCATGACTACGTGGACCCAAAA
IDO XM_001490681 R: CGCCTTCATAGAGCAGACCTTC 104
) F: CCAACAATGGCAACATCAGGT
INOS AY027883 R: TGAGCATTCCAGATCCGGA 85
F: AACAGCAAGGAGGTACTGGCA
IL-6 EU438770 R: CAGGTCTCCTGATTGAACCCA 9
F: GTCCTTTGATGTCACCGGAGT
TGFB-1 AF175703 R: TGGAACTGAACCCGTT 137
F: GGAAGAGGCTCACGGATGG
T56-6 AY919871.1 R: TTCCAGACCGTGCTTCTCTGT 101
F: GACATCAAGGAGCACGTGAACT
IL-10 EU438771 R: TGGAGCTTACTGAAGGCACTCT 140
MOLECULAS RELACIONADAS CON LA PRESENTACION ANTIGENICA
F: CGTGAGCATCATTGTTGGC
MHC- AB525081 R: TCCCTCTTTTTTCACCTGAGG %2
MHCI NM_001142816 F: AGCGGCGAGTTGAACCTACAGT 172

R: CGGATCAGACCTGTGGAGATGA
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Numero de acceso /
Bibliografia

Tamaiio amplicon

GEN (pares de bases)

Secuencia del cebador (5-3’)

MOLECULAS RELACIONADAS CON LA PRESENTACION ANTIGENICA

F: ACAAATACTGCGACCCCAACC
cb40 AY514017 R: TTTCACAGGCATCGCTGGA 114

F: AGTTCGAAGGCTTCGTCAAGG
cbaoL XM_001490011 R: CGCAATTTGAGGCTCCTGAT 101

F: CAGGAAAGTTGGCTCTGACCA
D80 Krampera 2006 R: TCTCCATTGTGATCCTGGCTC 135

F: AGTATAAAGGCCGCACAAGC
D86 De Schauwer 2014 ¢~ 1TGGGTAGATGAGCAGGT 247

ENZIMAS RELACIONADAS CON LA PROLIFERACION CELULAR

F: TCTATGCTACGCTCTGGCTACG
cox1 DQ246452 R: TTGATGGTCTCCCCGATGA 127

. F: TCACGACTTCATCGAGCACATC
Ciclina D2 XM_001494152 R: GGCGAACTTAAAGTCAGTGGCA 118

MOLECULAS IMPLICADAS EN LA APOPTOSIS

F: AGTGTCTCAAGCGCATCGG
BAX XM_005596728.1 R: CACTCGGAAAAAGACCTCGC 104

F: GCCTATCTGGGCCACAAGT
BCL-2 Ryhner, 2008 R:TTTCCCTTTGGCAGTAAATAGC 200

F: GTCGGATCGCAACCTGGAT
BCL-XL XM_001499714 R: GTTCCCGTAGAGTTCCACAAAGG 100

F: CAATCCGATAGATGCACCAGG
CASP8 XM_001496753.2 R: AGGAGAATGCAGTCGTTGCC 101

F: GGCATTATGTAGAATCCATTGATCCT
HSP-27 XM_001500212 R: CGGGCTGGTGATCTTCTT 78

CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS

F: CATGTTGTAGCAAACCCCCAA
TNFa EU438779 R: TACAGCCCATCCAATGGTACC 125

F: AACCTAAAGGAATATTTTAACGCAAGT
IFNy EU000433 R: TTTTTGTCACTATCCTCTTTCCAGTT 101

F: CCCACCCTACAGCTGGAGAC
IL-1p NM_001082526.1 R: TCCACGTTGCCCTTGATTTC 101

GENES RELACIONADOS CON LA PRODUCCION DE LA ECM DEL CARTILAGO

F: ACACAGAGGTTTCAGTGGTTTGG
COLIAL AF034691 R: CACCATGGCTACCAGGTTCAC 8

COMP AF325902 F: GGCGACGCGCAAATAGA 111
R: GCCATTGAAGGCCGTGTAA

GENES RELACIONADOS CON LA DEGRADACION/REMODELACION DE LA ECM DEL CARTILAGO

F: TGATGTGACTGGCATTCAATCC
MMP-3 NM_001082455 R: ATCGCACATGGCTAGTGTTCCA 112

F: CCGAACCCTAAACATCCCAAA
MMP-13 NM_001081804 R: GATGTAGGCGCCAGAAGAATCT 121

F: GAATGCAAGATCACGCGCT
TIMP-2 XM_005597873.1 R: TGCCCGTTGATGTTCTTCTCT 101

Tabla 8.- Cebadores empleados en los distintos estudios llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral.
Se muestran el nimero de acceso de la secuencia génica a partir de la cual se disefid cada pareja de
cebadores, la secuencia de cada cebador y tamafio del amplicén generado. Los genes estan agrupados
segun las funciones o la implicacidn de las moléculas que codifican.
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4. Citometria de flujo

La citometria de flujo se utilizé en la investigacion desarrollada en los manuscritos |, I,
lll'y V como parte de la caracterizacién de las BM-MSCs. En el manuscrito |, ademas, se utilizd
para el estudio de la expresién de moléculas de superficie tras someter a las BM-MSCs a
diferentes estimulos. Esta técnica se basa en el uso de anticuerpos conjugados con
fluorocromos con reactividad frente a la molécula de estudio, a la cual se unen de forma
especifica. Al hacer pasar a las células marcadas por una fina columna, puede determinarse el
porcentaje de células positivas para la molécula de estudio, asi como la intensidad de
expresion de la molécula (mean fluorescence intensity, MFl).

Los anticuerpos utilizados fueron de tipo monoclonal y conjugados directamente con
distintos fluorocromos: CD90-PE (BD Pharmingen), CD105-FITC (R&D Systems), CD44-FITC
(Abcam), HLA-ABC-FITC (Beckman Coulter), HLA-DR-APC (Immunostep) y IL-6-PE (BD
Pharmigen). La reactividad de los anticuerpos frente a la especie equina habia sido
previamente descrita por nuestro grupo o bien fue testada con anterioridad a su uso. Las BM-
MSCs se suspendieron en una solucion de 2 mM EDTA en PBS y se incubaron con los
anticuerpos monoclonales correspondientes a 42C durante 15’. Tras la incubacion, se lavo el
exceso de anticuerpo y las BM-MSCs marcadas fueron analizadas con el citdmetro de flujo
FACSARIA (BD Biosciences). Los datos fueron analizados con el software FACSDIVA 5.0.1
seleccionando en primer lugar la poblacidn celular por su tamafio y morfologia (FSC vs SSC).
Después, se excluyeron las células muertas mediante tincién con SYTOX (Thermofisher
Scientific) y los dobletes y, por ultimo, se obtuvo el porcentaje de células positivas y el valor de
MFI en cada muestra mediante el andlisis de fluorescencia.

5. Ensayo de proliferacion

La proliferacién de las BM-MSCs se estudié como parte de los Manuscritos Il y I
mediante el método del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT)
(Sigma-Aldrich). Cuando este compuesto es reducido por las células vivas se forma otro
compuesto en forma de cristales en una relacion directamente proporcional al nimero de
células viables. Estos cristales son posteriormente solubilizados, formandose un compuesto
coloreado cuya intensidad puede determinarse mediante espectrofotometria. Utilizando una
recta de calibrado, puede extrapolarse la cantidad de células viables segun la intensidad del
color producido.

Para realizar este ensayo, se cultivaron triplicados de cada muestra utilizando una
placa de 96 pocillos para cada tiempo a estudiar (7 dias). A de cada tiempo se realizo6 el ensayo
de MTT segun las especificaciones del fabricante y la densidad dptica de cada pocillo se leyd
utilizando un espectrofotdmetro Biotek Synergy HT a 570 nm de longitud de onda. El nUmero
de células viables se extrapold de una recta estandar construida con 9 puntos en triplicado de
concentraciones crecientes de BM-MSCs. Ademas, el tiempo requerido para que la poblacién
celular se duplicase (cell doubling time, DT) se calculé6 mediante las férmulas CD= In
[(Nf/Ni)/In2] y DT= CT/CD, donde DT = tiempo de doblaje celular; Nf = nimero final de células;
Ni = nimero inicial de células; y CD= nimero de doblajes celulares.
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6. Ensayos de diferenciacion

Los ensayos de diferenciacidn tri-linaje se incluyen en los Manuscritos I, II, 1ll y V, bien
como parte de la caracterizacidén de las células, o bien para estudiar la influencia de distintas
condiciones sobre la capacidad de diferenciacién de las BM-MSCs equinas. Los ensayos de
diferenciacion se basan en la adicidn de ciertas moléculas al medio de cultivo de las BM-MSCs
con el fin de inducir su diferenciacién a un linaje concreto.

La valoracién del potencial de diferenciacién se realizd6 mediante tinciones especificas
de componentes producidos en el proceso de diferenciacion y mediante el andlisis de la
expresion génica de marcadores de diferenciacion de cada linaje por RT-gPCR. Los ensayos de
diferenciacidn se realizaron en triplicado y con control negativo (medio de cultivo basal) para
cada muestra.

6.1. Diferenciaciéon osteogénica

Se sembraron las BM-MSCs a 20.000 células/cm? con medio osteogénico, consistente
en el medio basal previamente descrito suplementado con 10nM de dexametasona, 10mM de
B-glicerofosfato y 100uM de ascorbato-2-fosfato (todos de Sigma-Aldrich). Las BM-MSCs se
mantuvieron en este medio durante 7 dias, con cambios de medio cada 3 dias, a 372C y 5%
CO,. Tras este tiempo, la diferenciacién osteogénica se comprobd mediante la tincion
especifica de depdsitos de calcio con rojo de alizarina. Para esta tincidn, las células se fijaron
con etanol 70% frio durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron con PBS y se incubaron
durante 10 minutos con rojo de alizarina al 2% y pH 4,6.

6.2. Diferenciacién adipogénica

Las BM-MSCs se sembraron a densidad de 5.000 células/cm?® y se cultivaron a 372C y
5% de CO, durante 15 dias en medio adipogénico, con cambios de medio cada tres dias. Este
se compuso del medio de cultivo basal previamente descrito suplementado con 1 uM de
dexametasona, 500 uM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), 200 uM de indometacina y 15% de
suero de conejo (todo de Sigma-Aldrich). La tincién especifica rojo oleoso se utilizd para
visualizar las gotas lipidicas formadas en el interior de las células. Para realizarla, las células se
fijaron con formalina al 10% (Sigma-Aldrich) durante 15 minutos a temperatura ambiente, se
lavaron con PBS y se tifieron con el rojo oleoso (Sigma-Aldrich) diluido al 0,3% en una solucion
60:40 de isopropanol : agua destilada durante 30’ a 372C.

6.3. Diferenciacion condrogénica

Aproximadamente 300.000 BM-MSCs de cada muestra se colocaron en tubos de
polipropileno de fondo cdénico y se centrifugaron para formar un pellet y permitir la
diferenciacidn en tres dimensiones. A cada tubo se afiadieron 400uL de medio de induccidn
condrogénico, compuesto por DMEM rico en glucosa (Sigma-Aldrich) suplementado con 10%
de FBS, 10 ng/mL de TGF-B3 (R&D Systems), ITS+ premix (Beckton Dickinson), 40 ug/mL prolina
(Sigma-Aldrich), 50 pug/mL de ascorbato-2-fosfato y 0,1 uM de dexametasona. Tras 21 dias en
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cultivo a 379C y 5% de CO, con cambios de medio cada 3 dias, se recuperaron los pellets
formados y se fijaron en formalina al 10%. Los pellets fijados se embebieron en parafina y se
cortaron secciones de 5um de grosor que a continuacion fueron tefiidas con hematoxilina-
eosina y azul alcian al 3%, tincion especifica para los glicosaminoglicanos de la matriz
extracelular producida por los condroblastos diferenciados.

7. Técnica de la dispersion de la cromatina

Esta metodologia permite valorar el dafo del DNA como parte del estudio de la
viabilidad celular mediante una técnica de lisis de la membrana nuclear y visualizaciéon por
microscopia de fluorescencia de la cromatina. El uso de esta técnica estd bastante extendido
en el area de la reproduccion, donde se usa para valorar el dafio del DNA de los
espermatozoides. Recientemente, se ha extendido su uso también para las células somaticas
(Barcena et al., 2015).

Durante el desarrollo la presente Tesis Doctoral se adaptd el uso de esta técnica para
la valoracion de la viabilidad de las MSCs y se aplico en el estudio recogido en el Manuscrito Ill.
Estd técnica consiste en embeber las células en un microgel de agarosa y tratarlas con un
buffer de lisis que rompe la membrana del nicleo celular. De esta forma, si el DNA esta
dafiado pueden observarse pequefios fragmentos de cromatina dispersos alrededor del nucleo
tras tefiirlos con fluorocromos. La visualizacién con microscopia de fluorescencia permite
determinar los porcentajes de células viables y de células danadas.

8. Induccion de lesion articular en los caballos

Este procedimiento fue llevado a cabo como parte del ensayo in vivo descrito en el
Manuscrito V. Como ya se ha comentado al describir los animales utilizados en esta Tesis
Doctoral, algunas muestras de sangre y liquido sinovial procedentes de 12 de los 18 animales
de este ensayo fueron ademds utilizadas para realizar el estudio recogido en el Manuscrito 1V,
pero en ningun caso se indujo la lesiéon de forma exclusiva para la obtencién de dichas
muestras.

El modelo de lesién articular utilizado ya habia sido previamente descrito por otros
autores (Hulten et al., 2002; Mokbel et al., 2011) y consiste en la inyeccion intraarticular de
Anfotericina-B, la cual rompe los lisosomas celulares liberando a la articulacién gran cantidad
de enzimas y otros factores que conducen a una rdpida inflamacién, promoviendo la posterior
degradacion del cartilago.

Tras sedar a los animales, los carpos se prepararon asépticamente y se inyectaron
intraarticularmente 25mg de Anfotericina-B (Sigma-Aldrich) disueltos en 3mL de agua estéril
(Gibco) en una articulacién radio-carpal, escogida al azar, de cada animal. El mismo
procedimiento se repitid 4 meses después en la articulacidn contralateral de cada animal con
la finalidad de evaluar dos tiempos finales en el momento del sacrificio utilizando el menor
numero de animales posible.
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Los animales no recibieron ninguna droga antiinflamatoria que pudiera interferir con el
desarrollo de la inflamacién articular y sus consiguientes efectos sobre el cartilago. La
analgesia se proporcioné mediante la administracion de butorfanol (Torbugesic, Pfizer) a 0,1
mg/kg IV desde que comenzaron los signos inflamatorios y cada 8 horas durante 3 dias tras la
induccion de la lesién. Si los animales presentaban frecuencia cardiaca (FC)>60
pulsaciones/minuto, frecuencia respiratoria (FR)>48 respiraciones/minuto o temperatura
rectal (TR)>38.82C dentro del periodo entre administraciones de analgésico, se proporcionaba
una dosis adicional de butorfanol. En caso de ser insuficiente este manejo analgésico, podia
recurrirse al bloqueo perineural de los nervios mediano, radial y ulnar con bupivacaina 0,5%
(Braun). Los animales se alojaron en boxes durante los primeros 15 dias tras la lesion de cada
articulacion. El resto del tiempo fueron alojados en un paddock con libertad de movimientos,
excepto en las 24h posteriores a la administracién de cada tratamiento del estudio, durante las
cuales permanecieron también en boxes para monitorizar cualquier reaccidn adversa. Los
animales tuvieron libre acceso a agua y alimento (heno de raigras) durante todo el estudio.

9. Valoracion clinica de los animales en el ensayo in vivo

El seguimiento clinico se realiz6 como parte del ensayo in vivo incluido en el
Manuscrito V. Adicionalmente, los datos derivados del seguimiento clinico necesarios para
caracterizar la respuesta inflamatoria a corto plazo fueron utilizados en el estudio desarrollado
en el Manuscrito IV.

El estado general de salud, la FC, la FR y la TR se determinaron a diario durante los 15
dias posteriores a la induccién de cada lesidn. Antes de inducir la lesion y a distintos tiempos a
lo largo del experimento (segun disefio detallado en el Manuscrito V), se realizaron exdmenes
de cojera estaticos y dindmicos, incluyendo prueba de flexion carpal, y se recogieron la
temperatura local y el perimetro carpal.

10. Recogida y analisis de muestras de liquido sinovial y sangre

Estos procedimientos se realizaron a diferentes tiempos durante el estudio reflejado
en el Manuscrito V. Parte de las muestras y de los datos obtenidos de estos procedimientos
sirvieron ademas para el desarrollo del Manuscrito V. El liquido sinovial obtenido de algunos
pacientes del HV-UZ se cedid para su uso en los estudios de los Manuscritos I, Il y IV. En los
Manuscritos | y 1l, al utilizarse el liquido sinovial para cultivar BM-MSCs en su presencia, su
procesado tras la obtencidn se realizd en condiciones asépticas en campana de flujo laminar
para evitar contaminaciones post-recogida.

La sangre se recogid en tubos sin aditivos de 5 mL (Beckton Dickinson) mediante
puncién de la vena yugular y se centrifugd a 3.000 g/15’ para obtener el suero, que se
conservo a -809C hasta su analisis. Mediante artrocentesis aséptica se obtuvieron 0,5 - 1 mL de
liquido sinovial de cada articulacidn, que se recogieron en tubos con EDTA (Beckton Dickinson).
Parte del liquido sinovial se analizé6 en el momento de la obtenciéon (proteina total, recuento
total de células blancas, citologia) y parte se centrifugd a 3.000 g/15’ y se conservd a -80°C
hasta que se utilizé para otros analisis. Tanto las muestras de sangre como de liquido sinovial
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se obtuvieron y analizaron al principio y a lo largo del estudio a distintos tiempos,
especificados en el Manuscrito V.

11. Determinacion de la proteina de fase aguda haptoglobina

Este procedimiento se utilizé en los Manuscritos | y I, donde se determind el nivel de
haptoglobina en el liquido sinovial inflamatorio empleado para el cultivo de las BM-MSCs, en el
Manuscrito 1V, en el que se describieron los niveles de haptoglobina en suero y liquido sinovial
en el modelo de lesién articular, y en el Manuscrito V, donde la haptoglobina se utilizé como
parte de la monitorizacion de la evolucién de la lesidon y del efecto de los distintos
tratamientos.

El suero y el liquido sinovial se analizaron mediante inmunodifusién radial simple en un
gel de agarosa al 1% que contenia antisuero policlonal anti-haptoglobina, facilitado por el
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular de la Universidad de Zaragoza. Los
anillos de precipitado se midieron utilizando una lupa con escala (10X) y la concentracién de
haptoglobina en las muestras se obtuvo por extrapolacidon de una recta de calibrado realizada
con concentraciones conocidas de haptoglobina equina comercial (Mybiosources).

12. Valoracion ecografica y radiologica de los animales en el estudio in vivo

Los examenes ecografico y radioldgico se realizaron de forma seriada a lo largo del
estudio recogido en el Manuscrito V para monitorizar la evolucién de los animales y los efectos
de los distintos tratamientos.

Para la valoracidn ecografica se empled el ecégrafo Zonare Z One (Zonare, Inc.) con
una sonda lineal multifrecuencia de 5 a 14 MHz y un pad ecografico. La sonda se coloco
transversalmente en la regién dorsal de la articulacion radio-carpal, por encima del tendén
extensor carpo radial, permitiendo la valoracidon de los tejidos blandos periarticulares, el
engrosamiento de la capsula articular, la efusidn sinovial y la superficie articular de los huesos
radiocarpal e intermedio.

El examen radiografico se realiz6 mediante radiologia digital indirecta. Se obtuvieron
proyecciones dorso-palmares (frontales) utilizando un generador de rayos X portatil Orange
8016 HF (M&l Globaltech) y chasis radiolégicos FCR Fuji IP Cassette tipo CC de 24 x 30 cm
(Fujifilm corporation) que fueron revelados con el sistema de radiologia computerizada FCR
Prima CR-IR 391RU (Fujifilm corporation). Los pardmetros utilizados fueron 60 Kv y 5 mAs y
una distancia focal de 60 cm. Las imagenes radiolégicas se valoraron por consenso entre
cuatro observadores experimentados de forma ciega para el tratamiento recibido y el tiempo
de valoracidn, asignando un grado a cada imagen radioldgica segun la escala ordinal subjetiva
descrita en la Tabla 9, la cual es una adaptacion de la previamente publicada por (Mokbel et
al., 2011).
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GRADO DESCRIPCION
0 Normal
Estrechamiento linea articular muy ligero
1 y/o

Remodelacién dsea en los margenes articulares muy ligera (no osteolisis)
Estrechamiento linea articular ligero

2 y
Remodelacidon dsea en los margenes articulares ligera (no osteolisis)
Estrechamiento linea articular moderado

3 y
Remodelacidon dsea en los margenes articulares ligera (no osteolisis)
Estrechamiento linea articular moderado

4 y/o
Remodelacidn ésea en los margenes articulares moderada (con/sin osteolis)
Estrechamiento linea articular severo

5 y
Remodelacién ésea en los margenes articulares moderada (con/sin osteolis)
Estrechamiento linea articular severo

6 y
Remodelacion dsea en los margenes articulares severa (con osteolisis)

Tabla 9.- Escala empleada para la valoracién de las imagenes radioldgicas tomadas a lo largo del
estudio recogido en el Manuscrito V. Se incluyen 7 grados en total denominados de 0 a 7 (a mayor
grado, mayor lesion) y la descripcion de cada categoria. Adaptacion de Mokbel et al., (2011)

13. Examen post-mortem por resonancia magnética

Seis meses tras la induccién de la primera lesién, los animales fueron sedados vy
eutanasiados con 200 mg/kg IV de pentobarbital sddico (Euthasol, Esteve). Dentro del estudio
del Manuscrito V se realizaron distintos exdmenes post-mortem. Las extremidades delanteras
se seccionaron por el tercio proximal del radio y se realizé un estudio por MRI del carpo de
cuatro animales (ambas extremidades) de cada grupo. Se utilizé el sistema de Resonancia
Magnética Abierta AIRIS II-1 (HITACHI) de campo magnético permanente vertical de 0.3T con
una bobina (coil) de rodilla. Se utilizaron dos tipos de secuencias T2*. Para los planos sagitales
se utilizé una secuencia en eco de gradiente para permitir una mejor visualizacidn del hueso
subcondral y cortical. Para los planos coronales se emplearon secuencias de supresidén grasa
(fat/water separation, FAT SEP) con dos Ecos diferentes (Eco 1 y Eco 2) para permitir una
mejor valoracién del edema éseo y el derrame sinovial. Las secuencias de supresién grasa
utilizan técnicas de separacidn grasa/agua a partir de la discriminacién de las frecuencias de
precision de ambos elementos. Los detalles de cada secuencia estan recogidos en la Tabla 10.

©
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. Tiempo de Tiempo de Angulo de Ancho del Separacion
Secuencia Plano . . L entre cortes
eco (ms) repeticion (ms) desviacion corte (mm) (mm)
*
127 Eco de Sagital 13.0 420.0 30° 3.0 0.5
gradiente
T2* Supresion
grasa Eco 1 Coronal 11.4 430.0 30° 3.5 1.0
% .
T2% Supresion o nal 22.8 430.0 30° 3.5 1.0

grasa Eco 2

Tabla 10.- Informacién sobre los parametros empleados en cada secuencia de MRI utilizada en la

valoracién post-mortem de las articulaciones en el Manuscrito V: plano sagital (lateral) o coronal

(frontal), tiempo de eco (milisegundos), tiempo de repeticién (milisegundos), angulo de desviacion

(°), ancho del corte (milimetros) y separacién entre cortes (milimetros).

Todas las secuencias completas de cada carpo fueron evaluadas de forma ciega para

los tratamientos por consenso entre dos observadores expertos asignando un valor de 0 a 4

para los siguientes parametros en cada articulacién de forma global: presencia de osteofitos,

derrame sinovial, edema dseo y afectacion subcondral (adaptado de Mcllwraith et al., 2011).

14. Valoracion macroscoépica del cartilago articular

La anatomia patolégica macroscdpica de todas las articulaciones radio-carpales

incluidas en el estudio del Manuscrito V fueron evaluadas de acuerdo a la escala de

puntuaciones presentada en la Tabla 11, la cual es una adaptacién al modelo de lesion

empleado de la escala de valoracidn macroscépica recomendada por la OARSI (Mcllwraith et

al., 2010). Se asignd, de forma ciega para los tratamientos, una puntuacion global para cada

articulacién por consenso entre cuatro observadores expertos.

GRADO DESCRIPCION

0 Normal: Cartilago liso y uniforme, no se aprecian lesiones ni irregularidades
Lesiones de pequefio tamafio, localizadas y superficiales, presentando uno o varios de estos
hallazgos:

1 - Areas de cartilago descolorido
- Zonas con apariencia de “hinchazon” (swelling) y/o fibrilacion
- Puede haber erosion del cartilago muy superficial
Presencia de uno de estos tipos de hallazgos

) - Lesiones superficiales pero extensas de tipo: cartilago descolorido, swelling y/o fibrilacion)
- Lesiones mas profundas pero localizadas de tipo erosidn parcial del grosor del cartilago (sin llegar a
exponer el hueso subcondral)
Presencia simultanea de estos tipos de hallazgos:

3 - Lesiones superficiales pero extensas de tipo: cartilago descolorido, swelling y/o fibrilacion)
- Lesiones mas profundas pero localizadas de tipo erosidn parcial del grosor del cartilago (sin llegar a
exponer el hueso subcondral)
Lesiones extensas o generalizadas, afectando a la mayor parte de la superficie articular, de tipo

4 erosion parcial o total del grosor del cartilago (en algunas zonas puede quedar expuesto el hueso

subcondral)
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15. Toma de muestras de cartilago y membrana sinovial

Tras el examen por MRI y la valoracién macroscépica de la articulacion, se tomaron
muestras de cartilago y de membrana sinovial para realizar tanto estudio de expresidn génica
como analisis histopatolégico, estando el primero recogido en el Manuscrito V vy
encontrandose el segundo de ellos en curso en el momento de presentar esta Tesis Doctoral.

El protocolo de toma de muestras se disefié de acuerdo a las recomendaciones de la
OARSI (Aigner et al., 2010). Se tomd una muestra de la membrana sinovial junto con la parte
fibrosa de la capsula articular en la regién dorsal de cada articulacidn. Del cartilago se tomaron
muestras tanto de grosor completo como de cartilago junto con el hueso subcondral
subyacente. Las zonas escogidas para la toma de muestras fueron las correspondientes al drea
de mayor soporte de peso de la articulacion, en los aspectos mediales del radio distal y del
hueso radiocarpal proximal. Ademds, se tomaron muestras en las zonas diferentes de las
anteriores que presentaron mayor lesion. Cada muestra se divididé para los andlisis de
histopatologia y expresién génica.

16. Analisis histopatolégico

Este procedimiento se planted como parte de la valoracidon post-mortem de los
animales del estudio en el Manuscrito V. Pese a que, como ya se ha explicado, no ha sido
posible contar con los resultados de este analisis en el momento de finalizar la Tesis Doctoral,
la metodologia que se estda empleando para llevarlo a cabo es la siguiente. Siguiendo las
recomendaciones de la OARSI (Mcllwraith et al., 2010), las muestras descritas en el apartado
anterior destinadas a realizar histopatologia se fijaron con formalina al 10% para
posteriormente embeberlas en parafina, cortarlas en secciones de 5um de grosor y teiiirlas
con hematoxilina-eosina. Las muestras incluyendo hueso subcondral requieren descalcificacion
previa utilizando acido férmico al 10%. Varias secciones de cada muestra se valoran a ciegas
por un Unico observador experto, de acuerdo a una adaptacién apropiada para nuestro
modelo de las escalas de valoracién para cartilago y membrana sinovial propuestas por la
OARSI (Mcllwraith et al., 2010) (Tablas 12 y 13). Las puntuaciones asignadas a cada parametro
se suman para obtener un valor global de cada muestra, pudiendo ir la puntuacion total de 0 a
16 en el cartilago y de 0 a 20 en la membrana sinovial.
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PARAMETRO GRADO DESCRIPCION
0 Normal, no necrosis
. 1 1 condrocito necrdtico cerca de superficie articular/campo 20X
Necrosis de . . - .
condrocitos 2 1-2 condrocitos necrdticos cerca de superficie articular/campo 20X
3 2-3 condrocitos necréticos cerca de superficie articular/campo 20X
4 3-4 condrocitos necréticos cerca de superficie articular/campo 20X
Formacion 0 Normal, sin formacion de clusteres
de clusteres 1 Clusteres de 2 condrocitos en la misma laguna
(complejos 2 Clusteres de 2-3 condrocitos dentro de la misma laguna
de 3 Clusteres de 3-4 condrocitos dentro de la misma laguna
condronas) 4 Clusteres de >4 condrocitos dentro de la misma laguna
0 Normal, sin fibrilacién
1 Fibrilacién restringida sélo a la zona mas superficial del cartilago
Fibrilacion 2 Fibrilacién que se extiende hasta la zona media del cartilago
3 Fibrilacién que llega hasta la zona profunda del cartilago
4 Fibrilacién que se adentra en la zona profunda del cartilago
0 Poblacion celular normal a lo largo de la seccion
Lo 1 Area acelular del 10-20% /campo 20X
Pérdida focal A
de células 2 /-,\rea acelular del 20-30% /campo 20X
3 Area acelular del 40-50% /campo 20X
4 Area acelular >50% /campo 20X

Tabla 12.- Escala propuesta para la valoracion de la histopatologia del cartilago articular en el

Manuscrito V. Se incluyen 5 grados denominados de 0 a 4 (a mayor grado, mayor lesidn) para cada

uno de los pardmetros estudiados y la descripcion de cada categoria. Las puntuaciones asignadas a

cada parametro se suman para obtener una puntuacién global de la muestra de 0 a 16. La escala de

valoracion se ha adaptado a partir de la recomendada por la OARSI (Mcllwraith et al., 2010).

PARAMETRO GRADO DESCRIPCION
0 Normal, sin infiltracién de células mononucleares en la seccién
) ., Pequefias dreas ocasionales de células mononucleares a lo largo de la
Infiltracion 1 )
celular (células seccion
mononucleares) 2 Presencia ligera de células mononucleares (25% de la seccion)
3 Presencia moderada de células mononucleares (25-50% de la seccion)
4 Presencia marcada de células mononucleares (>50% de la seccion)
0 Normal, sin incremento de la vascularizacién
1 Ligero incremento en el nimero de vasos de forma localizada a lo largo
de la seccidn
. Ligero incremento en el niUmero y en la dilatacidn de los vasos de forma
Cambios en la 2 . L
L localizada a lo largo de la seccidn
vascularizacion . . .,
3 Incremento moderado en el nimero y en la dilatacién de los vasos en
>50% de la seccion
4 Marcado incremento en el nimero y en la dilatacion de los vasos en
>50% de la seccidn
0 Normal, sin hiperplasia
Hiverolasia de |a 1 Vellosidades con 2-4 capas de células de la intima en toda la seccién
P ,p . Vellosidades con 4-5 capas de células de la intima en 25-50% de la
capa intima dela 2 .
membrana seccion
sinovial 3 Vellosidades con 4-5 capas de células de la intima en >50% de la seccién
4 Vellosidades con 5 0 mas capas de células de la intima en >50% de la

seccion
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PARAMETRO GRADO DESCRIPCION

Edema de la capa

o

Normal, sin edema

- Ligero edema a lo largo de la seccién
subintima de la . o .,
membrana Ligero/moderado edema en el 25% de la seccion
sinovial Edema moderado en el 25-50% de la seccién

Edema moderado en mas de un 50% de la seccion

Fibrosis de la
capa subintima
de la membrana

sinovial

Normal, sin fibrosis

Ligero incremento en la fibrosis a lo largo de la seccién
Ligero/moderado incremento en la fibrosis en el 25% de la seccién
Moderado incremento en la fibrosis en el 25-50% de la seccidn
Marcado incremento en la fibrosis en >50% de la seccién

A W NPEFPOIPWNERL

Tabla 13.- Escala propuesta para la valoracion de la histopatologia de la membrana sinovial en el

Manuscrito V. Se incluyen 5 grados denominados de 0 a 4 (a mayor grado, mayor lesidn) para cada

uno de los pardmetros estudiados y la descripcion de cada categoria. Las puntuaciones asignadas a

cada parametro se suman para obtener una puntuacién global de la muestra de 0 a 20. La escala de

valoracién se ha adaptado a partir de la recomendada por la OARSI (Mcllwraith et al., 2010)

17. Herramientas bioinformaticas

En el desarrollo de los distintos Manuscritos recogidos en la presente Tesis Doctoral se

utilizaron diversos programas y bases de datos para el disefio de cebadores para RT-qPCR, el

analisis de las amplificaciones de RT-qPCR vy el estudio estadistico de los datos obtenidos. Los

detalles sobre el analisis estadistico estan especificados en cada Manuscrito. Las herramientas

bioinformaticas empleadas en la presente Tesis Doctoral son las siguientes:

Busqueda y alineamiento de secuencias para el disefio de cebadores: BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Disefio de cebadores: Primer Express Software (Applied Biosystems).

Analisis de los productos de amplificacion de RT-qPCR: StepOne™ software (Applied
Biosystems).

Analisis de la expresién de moléculas de superficie por citometria de flujo: FACSDIVA
5.0.1 software (BD Biosciences).

Analisis estadistico y construccién de gréficos: Paquete estadistico SPSS 15.0 para
Windows (SPSS, Inc.) y GraphPad Prism 5 (GraphPad, Inc.). Las pruebas estadisticas
empleadas fueron Shapiro-Wilk para estudiar la distribucion de las muestras
(Manuscritos I, I, Ill, IV y V), las pruebas no pareadas t de Student (Manuscrito 1V) y
Mann-Whitney (Manuscrito lll), las pruebas pareadas t de Student pareada (Manuscritos
I, 'y IV) y Wilconxon (Manuscrito V), los test ANOVA de una via de tipo pareado (test de
Friedman, Manuscritos | y V) y de tipo no paramétrico (Krukall-Wallis, Manuscritos |, Ill y
V) siempre con la prueba post hoc del test de Dunn, y el coeficiente de correlacién de
Pearson (Manuscrito V).

©
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PRESENTACION DE LOS TRABAJOS Y JUSTIFICACION DE LA UNIDAD
TEMATICA

Fruto del trabajo realizado durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral, se han
publicado cuatro articulos indexados en revistas incluidas en el Journal Citation Reports (JCR).
Ademas, se ha incluido en esta Memoria un quinto manuscrito que se encuentra en fase
avanzada de preparacién. Estos cinco manuscritos constituyen el bloque de Resultados y
Discusion de la Tesis Doctoral, presentada como compendio de publicaciones. A continuacion,
introduciremos brevemente el conjunto de trabajos para que la unidad tematica de todos ellos
quede claramente justificada.

De acuerdo a los objetivos propuestos, se comenzd por estudiar como influyen
distintos estimulos inflamatorios sobre las propiedades de las células madre mesenquimales
(MSCs) equinas, con especial énfasis en sus caracteristicas inmunoldgicas. Se valord en primer
lugar el efecto in vitro de un entorno simulando las condiciones de una articulacién inflamada.
Para ello, se afiadié liquido sinovial inflamatorio al medio de cultivo y se observd que este
ambiente era bien tolerado por las MSCs en términos de viabilidad y diferenciacion
(Manuscrito IlI), sin inducir la expresion de moléculas inmunogénicas, pero que constituia un
estimulo insuficiente para activar el perfil inmunorregulador de las MSCs (Manuscrito ).

Por ello, y dado que el nivel inflamatorio del liquido sinovial puede ser muy variable
incluso dentro de la misma patologia, se estudio el efecto sobre estas mismas propiedades de
las MSCs de dosis concretas de las citoquinas proinflamatorias TNFa e IFNy con el fin de
proporcionar un estimulo estandarizado y repetible, encontrando que este estimulo era capaz
de inducir la expresion génica de moléculas inmunomoduladoras. Sin embargo, también se
observd un aumento en la expresion de moléculas inmunogénicas (Manuscrito 1) y la viabilidad
y capacidad de diferenciacion de las MSCs se vieron negativamente afectadas (Manuscrito Il).

Pese a que el ambiente inflamatorio de la articulacion no tuvo efectos negativos sobre
las MSCs, resultd en una estimulacidn insuficiente de su potencial inmunomodulador. Al
contrario, la exposicion a concentraciones especificas de TNFa e IFNy indujo el perfil
inmunomodulador de las MSCs, pero tuvo efectos no deseables sobre otras de sus
caracteristicas. En consecuencia, el siguiente paso fue la busqueda de unas condiciones
apropiadas para la estimulacion de las MSCs, de forma que aumentara su potencial
inmunorregulador sin detrimento de otras de sus propiedades. Para ello, se testaron las
mismas citoquinas pero a concentraciones mas bajas y durante tiempos de exposicion mas
cortos, encontrando asi la combinacién de condiciones capaz de lograr estos efectos
(Manuscrito Ill).

Una vez establecidas las condiciones apropiadas para la estimulacién de las MSCs,
llegd el momento de testar in vivo los efectos terapéuticos de la induccién de su perfil
inmunorregulador, asi como las posibles implicaciones inmunogénicas derivadas de esta
estimulacion en su uso alogénico. Para ello, se llevd a cabo un estudio in vivo en el que se
utilizé un modelo equino de OA. El uso de este modelo y la necesidad de contar con diversas
herramientas para monitorizar la inflamacién en el mismo, nos llevd a estudiar el uso potencial
de la proteina de fase aguda haptoglobina como marcador inflamatorio tanto en suero como

103



1V. RESULTADOS Y DISCUSION

en liquido sinovial equino, mostrando en ambos un incremento marcado y duradero tras
inducir la lesion articular (Manuscrito 1V).

En el ensayo in vivo recogido en el Manuscrito V, se testd el uso de la administracion
repetida de un pool de MSCs alogénicas procedentes de varios donantes, habiendo sido
previamente estimuladas con las condiciones determinadas en el Manuscrito Il o sin recibir
estimulacién previa. Ademas, se incluyé en el estudio un grupo control que no recibié MSCs. El
seguimiento clinico y laboratorial del liquido sinovial mostré una normalizacién mas rapida de
los parametros evaluados en los dos grupos que recibieron MSCs. La apariencia macroscopica
del cartilago articular fue mejor en ambos grupos tratados, especialmente a los dos meses de
evolucidn y en las articulaciones que recibieron MSCs sin estimular. El analisis de la expresion
génica del cartilago y de la membrana sinovial mostré un mayor efecto regulador vy
antiinflamatorio de las MSCs estimuladas. El beneficio terapéutico derivado del uso de MSCs se
encontrd principalmente a corto plazo y, aunque sin grandes diferencias entre el uso de MSCs
estimuladas o sin estimular, se observé una mayor capacidad reguladora sobre la articulacidn
de las primeras. Ademas, se detectd una respuesta inflamatoria ligera y transitoria tras la
segunda inyeccion de MSCs estimuladas. Aunque la reaccién observada fue leve y se resolvid
sin tratamiento, la inmunogenicidad de las células alogénicas estimuladas debe ser tenida en
cuenta como posible causa de la misma.

En la Figura 25 se representa de forma esquemdtica el trabajo desarrollado en la
presente Tesis Doctoral, con el objetivo de proporcionar una visién global del proceso
investigador llevado a cabo, comenzando por la hipdtesis de partida y el objetivo general
planteado a partir de la misma. Para alcanzar el objetivo general propuesto se plantean cinco
objetivos especificos de cuya consecucién se han obtenido los cinco Manuscritos presentados
en esta Tesis Doctoral por compendio de publicaciones. Como indican las flechas, la
consecucion de los objetivos y la consiguiente publicacién de los Manuscritos ha sido lineal, de
forma que los resultados obtenidos al desarrollar cada objetivo han permitido llevar a cabo el
siguiente. Las metodologias empleadas para el desarrollo de cada Manuscrito también se
indican en esta Figura, resaltando asi la interrelacién entre todos ellos.
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TRABAJOS PREVIOS
“Expression of genes involved in immune response and in vitro immunosuppressive effect of equine MSCs”
L Analisis de las propiedades inmunomoduladoras de las BM-MSCs equinas
“Inflammatory response to the administration of mesenchymal stem cells in an equine experimental model: effect of autologous, and
single and repeat doses of pooled allogeneic cells in healthy joints”
L——= Seguridad de la administracion intraarticular repetida de un pool/ de BM-MSCs equinas alogénicas

HIPOTESIS DE PARTIDA
La activacion de las propiedades inmunorreguladoras de las MSCs equinas mediante un estimulo inflamatorio podria aumentar su

potencial terapéutico in vivo, pero también puede conllevar efectos no deseables sobre otras propiedades de las MSCs

OBIJETIVO GENERAL
Estudiar el efecto de distintos estimulos inflamatorios sobre las MSCs equinas con especial énfasis en sus propiedades inmunolégicasy
analizar la seguridad y eficacia in vivo de esta estrategia terapéutica aplicada a patologias articulares

[ |
1) valorar el efecto in  2) Estudiar el efectoin ~ 3) Determinar las 4) Evaluar el uso de 5) Estudiar el efecto in vivo de las
vitro sobre las MSCs vitro sobre las MSCs  condiciones marcadores en liqguido  MSCs equinas alogénicas  sin
equinas de un de la  adecuadas de  sinovial para estimular y estimuladas con las
OBIJETIVOS entorno que simule estimulacién con estimulacién de las  monitorizar la condiciones establecidas en un
ESPECIFICOS las condiciones  citoguinas pro-  MSCsin vitro. inflamacién articular  modelo de OA equina.
naturales de inflamatorias. durante el
inflamacion articular. tratamiento con
1 1 1 B ¢ 1
Una concentracién La administracion repetida de
. La estimulacién con mas baja de . MSCs alogénicas es beneficiosa
El entorno articular . L 5 . La haptoglobina es un -
. . . citoquinas induce el citoquinasy un . . principalmente a corto plazo,
inflamatorio es bien . L marcador inflamatorio . .
o — i — perfil tiempo de exposicion ——— — mostrando mayor capacidad anti-
RESULTADOS . inmunorregulador de mads corto puede o inflamatoria y reguladora las MSCs
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Effect of inflammatory environment on equine bone marrow derived
mesenchymal stem cells immunogenicity and immunomodulatory

properties

L. Barrachina, A.R. Remacha, A. Romero, F.J. Vazquez, J. Albareda, M. Prades, B. Ranera, P. Zaragoza, I.
Martin-Burriel, C. Rodellar

Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) are being investigated for the treatment of
equine joint diseases because of their regenerative potential. Recently, the focus
mainly has addressed to their immunomodulatory capacities. Inflammation plays a
central role in joint pathologies, since the release of proinflammatory mediators to the
synovial fluid (SF) leads to the activation of enzymatic degradation of the cartilage.
MSCs can modulate the local immune environment through direct or paracrine
interaction with immune cells, suppressing their proliferation and re-addressing their
functions. Proinflammatory molecules can induce MSC immunoregulatory potential,
but they could also increase the expression of immunogenic molecules. Studying the
effect of inflammatory environment on MSC immunomodulation and immunogenicity
profiles is mandatory to improve cellular therapies. The aim of this study was to
analyse the response of equine bone marrow MSCs (eBM-MSCs) to three inflammatory
conditions. Equine BM-MSCs from three animals were exposed to: a) 20% allogeneic
inflammatory SF (SF); b) 50 ng/ml of TNFa and IFNy (CK50) and c) 20 ng/ml of TNFa
and IFNy (CK20). After 72 hours of exposure, expression of immunogenic and
immunomodulation-related molecules, including cell-to-cell contact and paracrine

signalling molecules, were analysed by RT-gPCR and flow cytometry.

The gene expression of adhesion molecules was upregulated whereas MSC
migration-related genes were downregulated by all inflammatory conditions tested. CK
culture conditions significantly upregulated the expression of COX-2, iNOS, IDO and /L-
6. MHC-I gene expression was upregulated by all conditions, whereas MHC-Il was
upregulated only after CK priming. The expression of CD40 did not significantly change,
whereas the ligand, CD40L, was downregulated in CK conditions. Flow cytometry

showed an increase of the percentage of positive cells and mean fluorescence intensity
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(MFI1) of the MHC-I and MHC-II molecules at CK50 conditions, supporting the gene
expression results. These outcomes reinforce the change of the immunophenotype of
the eBM-MSCs according to the surrounding conditions. Inflammatory synovial
environment did not lead to significant changes, so the environment found by eBM-
MSCs when they are intraarticular administered may not be enough to activate their
immunomodulatory potential. CK priming at tested doses enhances the
immunoregulatory profile of eBM-MSCs, which may promote a therapeutic benefit.
Even if CK priming induced an upregulation of MHC expression, costimulatory molecule
expression however was not upregulated, suggesting that immunogenicity might not
be increased. This study provides a better understanding about the behaviour of eBM-
MSCs inside the inflamed joint and constitutes a first step to improve MSC-based

therapies for equine joint diseases.

110



1V. RESULTADOS Y DISCUSION. MANUSCRITO I

Introduction

Degenerative joint diseases (DJD), such osteoarthritis (OA), are prevalent
articular pathologies in both equine and human species. In addition, horses have a
double role in joint pathologies because, firstly, they commonly suffer from OA and
osteochondrosis (OC), important diseases for equine clinicians (Schlueter and Orth,
2004). Moreover, horses are considered the most suitable animal model for testing cell
based therapies for humans joint injuries (Cellular, Tissue and Genic Therapies
Advisory Committe, 2005). Current therapeutic strategies for DID are focused on
reducing pain, decreasing disability, and limiting deterioration of articular structures
(Walker-Bone et al., 2000). Inflammation plays a central role in the pathophysiology of
joint diseases like OA, due to the release of proinflammatory molecules like Tumor
necrosis factor a (TNFa) or Interleukin 1B (IL-1B). These cytokines promote
inflammation and pain, and drive to cartilage breakdown (Goodrich and Nixon, 2006;
Sellam and Berenbaum, 2010). Therefore, an optimal therapeutic approach to OA
should try to limit this inflammation, the subsequent cartilage degradation and try to
stimulate the regeneration of articular structures. Several studies have focused on
MSC intra-articular (IA) based therapies for both horses and human, with promising
results (Noth et al., 2008; Broeckx et al., 2014; Ferris et al., 2014) demonstrating their

therapeutic potential.

Traditionally, the regenerative role of MSCs was mainly attributed to their
differentiation ability into target tissue cells. MSCs seem to engraft in articular tissues
like synovium or menisci, but not in the cartilage. However, a delaying effect on
progressive degeneration of OA articular cartilage has been observed associated with
MSCs administration. This effect has been attributed to the anti-inflammatory and
immunoregulatory properties of MSCs (Whitworth and Banks, 2014), suggesting that
the MSC therapeutic mechanism may be due to an immunoregulation exerted by cells
promoted by the environment (Kode et al., 2009; Meirelles Lda et al., 2009). This
phenomenon seems to be a multifactorial process that requires both direct cell-to-cell
contact and contact-independent paracrine signalling governed through different
molecules such interleukin 6 (IL-6), indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), inducible nitric

oxide synthase (iNOS), prostaglandin E2 (PGE2), interleukin 10 (IL-10), or tumor
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necrosis factor-inducible gene 6 protein (TSG-6), among others. These molecules are
involved in proliferation, differentiation, migration or apoptosis in different immune
cells (Ma et al., 2014), varying between species (Ren et al., 2009). The expression of
several molecules related to paracrine and cell-contact mechanisms, like chemokines
and adhesion molecules, is regulated in MSCs by pro-inflammatory molecules such
interferon y (IFNy), especially in combination with TNFaq, interleukin 1a (IL-1a) or IL-1
(Ren et al., 2008). This fact suggests that for a full regulatory function of MSCs, MSC
activation or licensing through exposure to an inflammatory environment might be

needed (Renner et al., 2009; Cuerquis et al., 2014).

Inflammatory synovial fluid (SF) contains variable amounts of several
inflammatory molecules that may alter MSC function and characteristics. Some studies
in equine and human species have reported that changes in the composition of
inflammatory molecules of the SF might affect the expression and production of
paracrine signalling molecules by MSCs, acting as inductors of their
immunomodulatory potential (Leijs et al., 2012; Vézina Audette et al., 2013). However,
the stimulus exerted by SF could be heterogeneous because it depends on the variable
amounts of the different mediators, which is defined by the SF inflammatory level
(Leijs et al., 2012). In vitro, the combination of definite doses of INFy with another
proinflammatory cytokine, such TNFa, has demonstrated a change in the
immunoregulatory abilities of MSCs, inducing the expression or the secretion of anti-
inflammatory and regulatory factors and suppressing T cell proliferation in co-culture
experiments (Cuerquis et al., 2014; Paterson et al., 2014). However, an increase of the
immunogenicity has also been observed due to this priming (Chan et al., 2006; Chan et
al., 2008), indicating a possible limitation to use allogeneic primed MSCs. The
enhancement of MSC immunoregulatory properties, without detriment of their
immune-evasive status, could improve the MSC therapeutic efficacy and allow their

allogeneic use (Ankrum et al., 2014).

Despite the recent findings, little is known about the effects and behaviour of
MSCs when they are IA administered within an injured joint. Pre-existing joint
inflammation may impact the secretome of MSCs altering their therapeutic efficacy

(Roberts et al., 2011), therefore, a deep understanding of the changes induced in MSC
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immunogenicity and immunoregulatory abilities by an inflammatory synovial
environment is needed. Since immunoregulatory potential of MSCs seems to be crucial
for their therapeutic potential, stimulating this ability could be of major interest in
order to improve the benefits of regenerative medicine. In consequence, know how
the synovial environment affects administered MSCs, and the way in which we can
stimulate them to enhance their immunoregulatory potential, will be the key for

developing effective joint regenerative treatments.

The aim of the present study was to assess the effect of different inflammatory
stimuli on eBM-MSCs immunoregulatory ability and immunogenicity, studying the
expression of immunogenic and immunomodulation-related molecules. Firstly, the
influence of allogeneic inflammatory SF on eBM-MSCs was investigated, and
subsequently, the effect of priming eBM-MSCs with a combination of the two pro-
inflammatory molecules IFNy and TNFa, was tested at two different doses. SF and CK
inflammatory conditions were chosen according to previous studies (Ren et al., 2008;
Leijs et al., 2012; van Buul et al., 2012; Vézina Audette et al., 2013; Zimmermann and
McDevitt, 2014).This work contributes to understand the effects of inflammatory
exposure on eBM-MSCs, as a previous step to enhance their use in vivo for equine joint

diseases.

Materials and Methods

Experimental design

Three repeat experiments were designed to investigate the in vitro response of

eBM-MSCs to different inflammatory stimuli:

Experiment 1 (SF). The culture medium was supplemented with 20% of equine

allogeneic inflammatory SF.

Experiment 2 (CK50). The culture medium was supplemented with pro-inflammatory

cytokines: IFNy (50ng/ml) and TNFa (50ng/ml).

Experiment 3 (CK20). The culture medium was supplemented with pro-inflammatory

cytokines: IFNy (20ng/ml) and TNFa (20ng/ml).
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Equine BM-MSCs (n=3) were cultured in triplicate for each inflammatory
condition for 72 hours. Subsequently, the expression of molecules related to
immunoregulation and immunogenicity was analysed by flow cytometry and RT-qPCR.
Controls in triplicate were run in each experiment using the same eBM-MSCs (n=3)

cultured with control media.
Animals

Four geldings (age: 6-12 years; weight: 450-500 kg,) were used in this study,
named as 057, 059, 060 and 063. Animals 057, 059 and 060 were patients from the
Veterinary Hospital of the University of Zaragoza determined to be healthy based on
clinical and hematologic examination. Biological samples (BM or SF) were obtained
with owner consent and according to local animal welfare regulations. All procedures
were carried out under Project License 31/11 approved by the in-house Ethic
Committee for Animal Experiments from the University of Zaragoza. The care and use
of animals were performed accordingly with the Spanish Policy for Animal Protection
RD53/2013, which meets the European Union Directive 2010/63 on the protection of

animals used for experimental and other scientific purposes.
Isolation, culture and characterization of eBM-MSCs

Forty ml of BM from sternum were aspirated in heparinized syringes using a 4”
11G Jamshidi needle from horses 057, 059 and 060. Mononuclear cells were isolated
by gradient centrifugation on Lymphoprep (Atom) for 20 min at 1700 rpm. The cells
were plated at 2x10° nucleated cells/cm? in 6-well plates (Becton Dickinson) in growth
medium consisting of low glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 1% Glutamine and 1%
Streptomycin/ Penicillin (all from Sigma-Aldrich) (Ranera et al., 2011). The cells were
expanded until third passage and were characterized by tri-lineage differentiation and
phenotype determination as previously described (Ranera et al., 2011). The MSC
phenotype was examined by analysing the mRNA levels of six genes coding for the
mesenchymal cell markers CD90, CD105, CD44 and CD73, and the haematopoietic
markers CD34 and CD45, using RT-gPCR. Complementary, three mesenchymal surface

markers were also analysed by flow cytometry (CD90, CD105 and CD44). Osteogenic,
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adipogenic and chondrogenic differentiation potentials were induced using specific
media as previously described (Ranera et al.,, 2011). Subsequently, cells were
cryopreserved in frozen medium consisting of 10% DMSO and 90% FBS (both from

Sigma-Aldrich) until experiments started.

Collection of synovial fluid

Inflammatory SF for the Experiment 1 was obtained from one tarso-crural joint
of animal 063, which presented aseptic synovitis. Arthrocentesis was performed to
reduce the joint effusion and SF aspirated was collected in heparin-treated tubes
(Beckton Dickinson) and used for the Experiment 1. SF inflammatory status was
verified measuring total protein (g/dl) with a portable optical refractometer (RHB-32
Hand-held brix refractometer, Spectrum Technologies) and determining the
concentration of the acute phase proteins (APP) serum amyloid A (SAA) and
haptoglobin (Hp). The methodology for SAA and Hp determination is described in the
Supplementary data 1. Cytological examination of the SF was also performed. SF was
centrifuged at 3000g/15 min to remove debris and supernatant was stored at -802°C,
whereas cellular fraction was discarded. All processes were carried out in sterile

conditions to prevent from culture contamination.

Inflammatory culture media preparation

The growth medium described above was used as basal culture medium. For
Experiment 1, 20% inflammatory allogeneic SF was added to the basal culture medium
(SF medium). For Experiments 2 and 3, basal medium was supplemented with
recombinant equine TNFa and recombinant equine IFNy (both from R&D Systems).
Fifty ng/ml of each proinflammatory cytokine was added to the basal culture medium
for Experiment 2 (CK50 medium) whereas 20 ng/ml of every cytokine were added for
Experiment 3 (CK20 medium). Basal medium was used as same negative control in the

three experiments.

Equine BM-MSC culture in inflammatory conditions
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Approximately 10° cells in passage 3 from animals 057, 059 and 060 were
thawed at 372C and cultured for 3 days to allow re-adjust conditions prior to being
used for the different experiments. In all experiments, eBM-MSCs from each animal
were seeded at 5000 cells/cm? with basal medium. The cells were expanded at 379C
and 5% CO, with twice-week culture medium change. At 90-100% confluence, SF-,
CK50-, CK20- or control media were added to the cells and maintained for 72 hours.
Inflammatory and control conditions in all experiments were carried out in triplicate
for each animal. After 72 hours, control and inflammatory exposed eBM-MSCs were
detached with 0.25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich), counted and destined for different

assays.
mRNA isolation from eBM-MSCs

Total mRNA was isolated from approximately 10° of eBM-MSCs from all
samples with RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare) according to
manufacturer’s instructions. DNAse Turbo (Ambion) was used to remove genomic DNA
according to manufacturer’s instructions. 1,5 pg of mRNA from each sample were
retrotranscripted to cDNA with the Superscript Reverse Trancriptase Kit (Life

Technologies).
Real time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)

Primers were designed using Primer Express 2.0 software based on known
equine sequences. Primer details, accession numbers for equine mRNA sequences and

amplicon sizes are shown in Table 1.

) ) Amplicon
GENE Accession number Primer sequence (5-3’) X
size

HOUSE-KEEPING

F:GGCAAGTTCCATGGCACAGT
GAPDH NM_001163856 128
- R:CACAACATATTCAGCACCAGCAT

F: TCGTCCTGCTCGGGCTACT
B2M NM_001082502.2 102
R: ATTCTCTGCTGGGTGACGTGA

CHARACTERIZATION CELL SURFACE MARKERS, ADHESION MOLECULES AND CHEMOKINES RECEPTORS

F:TGCGAACTCCGCCTCTCT
CD90 EU881920 93
R:GCTTATGCCCTCGCACTTG

F:GACGGAAAATGTGGTCAGTAATGA
CD105 XM_001500078 100
- R:GCGAGAGGCTCTCCGTGTT
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5 ) Amplicon
GENE Accession number Primer sequence (5-3’) i
size

CHARACTERIZATION CELL SURFACE MARKERS, ADHESION MOLECULES AND CHEMOKINES RECEPTORS

F:GGGATTGTTGGATACACTTCAAAAG
CD73 XM_001500115 90
R:GCTGCAACGCAGTGATTTCA

F: CCCACGGATCTGAAACAAGTG
CD44 NM_001085435 95
R: TTCTGGAATTTGAGGTCTCCGTAT

F:TGATTCCCAGAAATGACCATGTA
CD45 AY_114350 100
- R:ACATTTTGGGCTTGTCCTGTAAC

F:CACTAAACCCTCTACATCATTTTCTCCTA

CD34 XM_001491596 150
R:GGCAGATACCTTGAGTCAATTTCA
VCAM-1 F: TCTATGCTACGCTCTGGCTACG
DQ246452 127
(CD106) R: TTGATGGTCTCCCCGATGA
ALCAM F: TCACGACTTCATCGAGCACATC
XM_001494152 118
(CD166) - R: GGCGAACTTAAAGTCAGTGGCA
F: TGCAGCAGCAGGTAGCAAAGT
CXCR4 XM_001490165 97

R: ATATACGGAACCCGTCCATGG

IMMUNOMODULATION-RELATED PARACRINE MOLECULES

F: GTTTGCATTTTTTGCCCAGC
COX-2 AB041771 103
R: ACTTAAATCCACCCCGTGACC

F: TCATGACTACGTGGACCCAAAA
IDO XM_001490681 104
R: CGCCTTCATAGAGCAGACCTTC

. F: CCAACAATGGCAACATCAGGT
iNOS AY027883 85
R: TGAGCATTCCAGATCCGGA

F: AACAGCAAGGAGGTACTGGCA
IL-6 EU438770 95
R: CAGGTCTCCTGATTGAACCCA

F: GTCCTTTGATGTCACCGGAGT
TGF8-1 AF175709 137
R: TGGAACTGAACCCGTT

F: GGAAGAGGCTCACGGATGG
T75G-6 AY919871.1 101
R: TTCCAGACCGTGCTTCTCTGT

F: GACATCAAGGAGCACGTGAACT
IL-10 EU438771 140
R: TGGAGCTTACTGAAGGCACTCT

ANTIGEN PRESENTING-RELATED MOLECULES

F: CGTGAGCATCATTGTTGGC
MHC-I AB525081 92
R: TCCCTCTTTTTTCACCTGAGG

F: AGCGGCGAGTTGAACCTACAGT
MHC-II NM_001142816 172
R: CGGATCAGACCTGTGGAGATGA

F: ACAAATACTGCGACCCCAACC
CD40 AY514017 114
R: TTTCACAGGCATCGCTGGA

F: AGTTCGAAGGCTTCGTCAAGG
CD40L XM_001490011 101
R: CGCAATTTGAGGCTCCTGAT

Table 1. Genes analysed by RT-qPCR. GenBank accession numbers of the sequences used for primers
design. Primers (F: Forward and R: Reverse) and length of the amplicon in base pair (bp). Genes were
grouped in agreement with the functions and implications of encoded molecules, in order to facilitate
the posterior analysis: House-keeping, characterization cell surface markers, adhesion molecules and
chemokine receptors, immunomodulation-related paracrine molecules and antigen presenting-related
molecules.
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Genes were grouped based on their functions and implications, in order to

facilitate the posterior analysis, as it follows:

Adhesion molecules and chemokine receptors: Vascular Cell Adhesion Molecule 1
(VCAM-1 or CD106), Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule (ALCAM or CD166),
chemokine receptor 4 (CXCR4), CD90, Endoglin (CD105) and Hyaluronate Receptor
(CD44).

Immunomodulation-related paracrine molecules: cyclooxygenase 2 (COX-2),
indoleamine 2 3-dioxygenase (/DO), inducible nitric oxide synthase (iNOS), interleukin 6
(IL-6), transforming growth factor beta 1 (TGF-81), tumor necrosis factor-inducible

gene 6 protein (TSG-6), interleukin 10 (/L-10).

Antigen presenting-related molecules: Major Complex of Histocompatibility | (MHC-I),
Major Complex of Histocompatibility Il (MHC-Il). Co-stimulatory molecules: Cluster of

Differentiation 40 (CD40), Cluster of Differentiation 40 Ligand (CD40L).

RT-qPCR was performed and monitored using the StepOne Real Time PCR
System device (Applied Biosystems). All reactions were carried out in a total volume of
10 pl with 2 pl of cDNA as a template and Fast SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems). cDNA was amplified following the manufacturer’s protocol: 20 s at 95°C
of an initial activation and denaturation, followed by 40 cycles consisting of 3 s at 95°C
and 30 s at 60°C. Each cDNA sequence was tested in triplicate and a dissociation curve
protocol was run after all PCR reactions. The levels of gene expression were
determined by the comparative Ct method. A normalization factor (NF) was used to
determine the expression level of each gene in each sample. The NF was calculated as
the geometric mean of the quantity of 2 housekeeping genes (GAPDH and B2M).
Primers used for housekeeping gene amplification were previously described (Kolm et

al., 2006).

Flow cytometry of eBM-MSCs

Flow cytometry was used at two time points. First, for immunophenotyping

cells prior to be used in the experiments, and second, to study the surface expression
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of the adhesion molecules CD90, CD105 and CD44, the immunomodulatory related
molecule IL-6 and the antigen presenting molecules MHC-I and MHC-II, after
inflammatory exposure. The cells were suspended in PBS/2mM EDTA at 10° cells/ml.
Fifty ul aliquots of cells were transferred to FACS tubes and incubated for 15min at 42C
with CD90-PE (BD Pharmingen), CD105-FITC (R&D Systems), CD44-FITC (Abcam), HLA-
ABC-FITC (Beckman Coulter), HLA-DR-APC (Immunostep) and IL-6-PE (BD Pharmigen)
monoclonal antibodies. Anti-horse reactivity of antibodies was previously described
(Ranera et al., 2011) or tested. Subsequently, cells were washed with PBS (Gibco) and
diluted in 500 pL of PBS/2mM EDTA and analysed with the fluorescence-activated cell
sorter (FACSARIA, BD Biosciences). Gating strategy is described in Supplementary data
2 and data were analyzed with FACSDIVA 5.0.1 software.

Statistical analysis

Data obtained from RT-gPCR and flow cytometry analysis were subjected to
statistical analysis using SPSS 15.0. Data distribution was tested for normality by the
Shapiro—Wilk test. In all experiments, one way repeated measures (RM) analysis of
variance (ANOVA) on ranks was used to determine that did not exist significant
differences (P>0.05) between the control groups from each experiment. Therefore, all
control groups were considered as a unique control group for all experiments. The
non-parametric Kruskal-Wallis ANOVA test for multiple comparison of unpaired data
was used, with Dunn’s post-hoc test, using a 95% confidence interval, to evaluate the
differences in the fold changes in gene expression, and percentage of expression and
MFI in flow cytometry between the non-stimulated eBM-MSCs (control group) and the
SF-, CK50- and CK20-stimulated eBM-MSCs. Significance level was set at P<0.05 for all

analyses.

Gene expression data are reported as mean (n=3) + standard error (S.E.) fold
change increase or decrease of stimulated eBM-MSC from each experiment over
unstimulated control eBM-MSCs. Flow cytometry data are represented as mean (n=3)
+ S.E. of percentage of positive cells and MFI of SF- and CK50-stimulated and

unstimulated control eBM-MSCs.

Results
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Isolation and characterization of eBM-MSCs

Plastic-adherent fibroblast-like cells were observed in all samples obtained
from BM aspirates within the first days of culture. The cells showed capacity for
attachment to plastic and the ability to differentiate into osteoblast, adipocyte and
chondrocyte (data not shown). Isolated cells from three animals were positive for the
surface markers CD90 (90.80% + 7.51), CD105 (42.53 + 1.67) and CD44 (97.46% + 0.35)
by flow cytometry. All the samples expressed transcripts for CD90, CD105, CD44 and
CD73, but not for CD34 and CD45, by RT-gPCR (data not shown).

Inflammatory synovial fluid obtainment

Total protein measure in the SF obtained from animal 063 was 2,25g/dl. The
SAA concentration was 5.85 pg/ml and the Hp concentration was 2.38-107 pg/ml.
These data confirmed the inflammatory status of the SF and along with the cytological

examination, a septic origin of the joint inflammation was discarded.

Effect of inflammatory environment on immunomodulatory and immunogenic gene

expression of eBM-MSCs

Gene expression data from RT-gPCR analysis are represented in Figure 1. The
expression of each gene is represented as relative expression (fold change), respect to
control, in eBM-MSCs (n=3) exposed to each inflammatory condition (SF, CK50 and
CK20).
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Figure 1. Equine BM-MSCs (n=3) expression of genes coding for immunomodulatory related
molecules analysed by RT-qPCR. Expression of all genes in eBM-MSCs from each experiment (SF,
CK50 and CK20) are represented as Mean + S.E. (n=3) of the relative expression respect to control.
A) Expression of genes coding for molecules participating in direct cell-cell contact mechanism of
MSCs VCAM-1, ALCAM, CXCR4; B) Expression of genes coding for immunomodulatory molecules
implied in the MSCs paracrine signalling mechanism COX-2, IDO, iNOS, IL-6, IL-10, TGFB-1, TSG-6. C)
Expression of genes coding for immunogenic molecules participating in the antigenic presentation
MHC-1, MHC-II, CD40 and CD40L (* = p<0.05).

The results for the grouped genes were:
Genes coding for molecules implied in MSC immunomodulatory mechanisms

A) Molecules related with cell-to-cell contact mechanism: adhesion molecules and

chemokine receptors

Gene expression data from RT-gPCR analysis are represented in Figure 1.A.
Under inflammatory SF condition, the expression of analysed genes did not
significantly change. VCAM-1 expression was significantly upregulated in CK20
conditions, whereas a CXCR4 significant downregulation in both CK conditions was
observed (Figure 1.A). CD90, CD105 and CD44 gene expression did not display
differences between control and inflammatory exposed eBM-MSCs in any Experiment

(data not shown).
B) Molecules related with paracrine signalling mechanism

Gene expression data from RT-qPCR analysis are shown in Figure 1.B. In SF-
Experiment, non- significant changes in the expression of genes coding for COX-2, IL-6
and iNOS were observed. In addition, no expression for IDO was detected. The

opposite pattern was observed in CK50-Experiment, where COX-2, IDO, iNOS and IL-6
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gene expression was significantly up-regulated. For CK20 conditions, similar gene
expression pattern to CK50-Experiment was shown, although only differences for IL-6
and /DO expression were significant. In addition, /DO and IL-6 gene expression was
significantly higher in both CK conditions than in SF-Experiment. Anti-inflammatory
molecules IL-10, TGF-61 and TSG-6 presented a similar pattern for three conditions (SF,

CK50 and CK20) with no-significant changes.

Antigen presenting-related molecules

Gene expression data from RT-gPCR analysis are represented in Figure 1.C.An
increase in MHC-I gene expression was observed in all conditions, being significant in
SF-Experiment. Gene expression of MHC-I/I was significantly up-regulated by both CK50
and CK20 conditions. CD40 expression did not significantly change in any conditions,

whereas CD40L was down-regulated.

Effect of the inflammatory environment on cell immunophenotype

Cell immunophenotype was studied after inflammatory exposure. Due to the
difficulty of finding antibodies with reactivity against equine species, not all the
molecules analysed by RT-gPCR could have been also analysed by flow cytometry
(lbrahim et al.,, 2007). Flow cytometry from CD90, CD105 and CD44,
immunomodulatory related molecule IL-6 and the antigen presenting molecules MHC-I
and MHC-II were performed in control and inflammatory exposed eBM-MSCs (n=3) of
experiments SF and CK50, but not in CK20 experiment due to the low number of
available cells. The percentage of expression (frequency) and the MFI or density of
these markers in control and different inflammatory conditions on eBM-MSCs are

provided in Figure 2.
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Figure 2. Equine BM-MSCs (n=3) surface expression of molecules related with immunomodulatory
functions and immunogenic molecules related with antigenic presentation, analysed by flow
cytometry. The expression of each molecule is represented as Mean * S.E. (n=3) of percentage of
positive cells and MFI from each separate experiment (SF and CK50) and from control group. A)
Percentage of Control cells, SF-stimulated eBM-MSCs (Experiment 1) and CK50-exposed eBM-MSCs
(Experiment 2) positive for CD90, CD105, CD44 and IL-6. B) Percentage of Control cells, SF-stimulated
eBM-MSCs (Experiment 1) and CK50-stimulated eBM-MSCs (Experiment 2) positive for MHC-I and
MHC-Il. C) MFI values for CD90, CD105, CD44 and IL-6 in Control cells, SF-stimulated eBM-MSCs
(Experiment 1) and CK50-exposed eBM-MSCs (Experiment 2) D) MFI values for CD90, CD105, CD44
and IL-6 in Control cells, SF-stimulated eBM-MSCs (Experiment 1) and CK50-exposed eBM-MSCs
(Experiment 2) (* = p<0.05; *** = p<0.001).

In both SF and CK50 experiments, the changes between control and stimulated
eBM-MSCs in the frequency of expression were consistent with the density (MFI) of
the markers. The percentage of positive cells for CD90, CD105, CD44 and IL-6 did not
significantly differ in SF- and CK50-stimulated cells from the control (unstimulated)
cells (Figure 2.A). However, the MFI of CD44 in CK50-exposed cells was significantly

higher than in control and SF-cells (Figure 2.C).

MHC-I and MHC-II surface expression was also assessed after inflammatory
stimulation. MHC-1 and MHC-II expression (frequency and MFI) in SF exposed cells was
very similar to the control cells, whereas significant increase was observed in
frequency and MFI in both immunogenic markers in CK50 respect control and SF-cells

(Figure 2.B and 2.D).

Discussion
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The cultured cells showed capacity for attachment to plastic and the ability of
differentiation into osteoblast, adipocyte and chondrocyte, as criteria established to
define human MSCs (Dominici et al., 2006). Equine BM-MSCs displayed a gene and cell
surface expression pattern similar to previous reports for this species and showed a
normal growth pattern, with a proliferation rate and viability similar to other studies
(Ranera et al., 2011). Inflammatory conditioned media were prepared based on recent
publications on this field. Inflammatory SF was obtained from an allogeneic donor and
added at a concentration considered likely to act as an enhancer of the
immunoregulatory potential of MSCs (Leijs et al., 2012). SAA and Hp were used to
determine the inflammatory status of the SF. Both APP were elevated with regard to
described ranges (Basile et al., 2013; Jacobsen et al.,, 2006) in agreement with the
expected changes for these proteins (Jacobsen and Andersen, 2007). For CK-
conditioned media, the synergy displayed by the pro-inflammatory cytokines TNFa and
IFNy (Zimmermann and McDevitt, 2014) supported the decision of using them to
stimulate the eBM-MSCs. The induction of immunoregulatory properties of BM-MSCs
by synergistic cytokine priming is not previously reported in horses. Equine BM-MSCs
has been stimulated with 100ng/ml of IFNy alone in some studies (Paterson et al.,
2014; Schnabel et al, 2014), but their gene and surface expression of
immunoregulation-related molecules were not studied after the stimulation.
Therefore, the tested doses (20 ng/ml and 50 ng/ml) were chosen according to
previous studies in human and mouse MSCs showing induction of immunoregulatory
factors expression or secretion (Ren et al., 2008; Waterman et al., 2010; Hegyi et al.,
2012; van Buul et al., 2012) to determine if the same conditions also operate similar
changes in the behaviour of MSC from equine species. The available volume of
inflammatory SF did not allow a time course to be performed and thus a single time-
point of 72 hours was chosen to maximize potential effects of exposure to SF. This was
longer than previous studies on the effects of inflammatory SF (Leijs et al., 2012;
Vézina Audette et al., 2013) but longer exposure to individual cytokines has been
reported (Paterson et al.,, 2014) and immunosuppressive effects of IFNy-activated
MSCs have been shown to depend on the exposure time to IFNy (Chan et al., 2006).
Our results are similar to previous reports in other species using shorter times of

cytokine stimulation, as it will be further discussed. However, the exposure of eBM-
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MSCs to SF did not produce remarkable effects despite of using an exposition time

longer than the previously described (Leijs et al., 2012; Vézina Audette et al., 2013).

Several mechanisms have been proposed to participate in the
immunoregulatory function of MSCs, including the participation of chemokine axis,
adhesion molecules and soluble factors (Ma et al., 2014). The co-culture of MSCs in the
presence of T cells triggers the expression of VCAM-1 (Ren et al., 2010), according to
the results obtained in our CK20 conditions. This finding supports the implication of
cell-to-cell contact in the MSC immunoregulatory mechanism. Adhesion molecules are
also related to MSC migration, a mechanism which could be critical for the recruitment
of MSCs into wound sites for tissue regeneration. This process is complex, especially in
inflammatory environments, and whereas some studies describe the enhancement of
MSC migratory property under inflammatory stimulation (Ries et al., 2007; Shi et al.,
2007), others report a decrease in this property depending on the time of exposure
(Waterman et al., 2010). The MFI of the hyaluronan receptor CD44, related to cell
migration through the extracellular matrix (Zhu et al., 2006), was increased under CK50
conditions, indicating an enhancement in the expression level of this marker, despite
the number of positive cells remained similar. However, the gene expression of the
chemokine receptor CXCR4, also implied in the MSC migration (Honczarenko et al.,
2006), was decreased in both CK Experiments, suggesting that MSC migration might be

diminished in the tested inflammatory conditions.

Paracrine mechanism plays an important role in the MSC immunomodulation.
Inflammatory SF is able to modulate the transcription of paracrine signalling molecules
in eBM-MSCs (Vézina Audette et al., 2013) and enhances the ability of human MSCs for
suppressing lymphocyte proliferation (Leijs et al., 2012). The slight changes observed in
SF exposed MSCs in this study may be due to the inflammatory degree of the SF used,
which might be insufficient to induce significant changes. The stimulus exerted by SF
could vary depending on the inflammatory level, which is heterogeneous even within

the same pathology group (Leijs et al., 2012).

The IDO, iNOS, IL-6 and COX-2, through PGE2 secretion, are consistently

reported in vitro as the most important mediators in the paracrine signalling MSC
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immunoregulatory mechanism to suppress T-cell proliferation (Bouffi et al., 2010),
through different mechanisms (Ryan et al.,, 2007). The anti-inflammatory effects
produced by the panel of molecules secreted by MSCs have been reported to act
locally inside the inflamed synovium, decreasing the proliferation and function of
immune cells (Bouffi et al., 2010), increasing vascular permeability and promoting
angiogenesis in the inflamed joint (Sutton et al., 2009), and regulating the gene
expression of collagenases and extra-cellular matrix components of the articular
cartilage (Sutton et al.,, 2009). These soluble immunosuppressive factors are
demonstrated to be produced or transcribed by MSCs from veterinary species (Carrade
and Borjesson, 2013). Proinflammatory cytokines such TNFa and IFNy induce the gene
expression or the secretion of these molecules by MSCs from different species and
different sources (Meisel et al., 2004). According to these reports, both of our CK
conditions significantly up-regulated the gene expression of these molecules by eBM-

MSCs.

IL-10, TGF-B1 and TSG-6 participation in MSC immune mechanisms is reported
(Aggarwal and Pittenger, 2005; Di Nicola et al., 2002; Ma et al., 2014). But, whereas
some authors describe an increase in the production of TGF-B1 (Liu et al., 2006) and
TSG-6 (Choi et al., 2011) by cytokine-activated MSCs, other studies have described no
change in /L-10 and TGF-81 gene expression exposure (Yoo et al., 2009) and no TGF-B1
secretion (Carrade et al., 2012) after different inflammatory stimuli. Variability in
immunoregulatory mechanisms has been described associated with the species or the
MSC source (Carrade and Borjesson, 2013) and, in our conditions, we did not observed
significant changes in the gene expression of these anti-inflammatory molecules. Since
several factors could participate in the mechanisms underlying the immune
suppression exerted by MSCs, our results suggest that these molecules may not have a
major role in eBM-MSCs immunoregulation, but other factors such COX-2 (PGE2), IDO,
iNOS or IL-6 would be mainly involved. The differences in immune-regulation
mechanisms depending on species, sources and inflammatory stimuli may explain
some differences between our results and previous reports. Despite of that fact, our

data demonstrate a change in the gene expression and marker surface pattern of eBM-
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MSC after tested conditions, confirming that inflammatory environments induce an

enhancement in the eBM-MSC immunoregulatory profile.

Preservation of low immunogenicity in MSCs after inflammatory stimulation is
important to allow allogeneic transplantation. Allogeneic MSC therapy would be an
“off-the-shelf” product when limitations exist for the use of autologous MSCs,
especially in cases where MSCs are low and their quality might be committed as it
happens in aged individuals and disease, and also in situations where autologous MSCs
might have the same genetic defects as the patient (Chen and Tuan, 2008). The three
inflammatory conditions tested in the present study induced an increase of MHC-I
gene expression, but only CK50 and CK20 conditions led to an overexpression of MHC-
Il in eBM-MSCs. The increase in both percentage of positive cells and MFI for MHC-I
and MHC-Il detected by flow cytometry was only observed for CK50 condition.
Induction of MHC expression by inflammatory conditions has been reported (Najar et
al., 2012) and IFNy alone is considered as MHC inductor in MSCs (Chan et al., 2006;
Chan et al., 2008; Chinnadurai et al., 2014). IFNy-upregulated MHC expression might
not be accompanied by an immunogenicity increase, due to the lack of expression of
the co-stimulatory molecules CD40, CD80 and CD86 (Tse et al., 2003) along with the
immune-suppressive properties of MSCs, which attenuate the local immune system
response (Ankrum et al., 2014). According to these authors, no change in the
expression of CD40 has been observed in the conditions studied. Furthermore, in CK50
conditions we have observed a decrease in CD40L gene expression. Blocking CD40L
leads to immune-tolerance (Briones et al., 2011), thus the down-regulation of the gene
coding for this molecule might be implied in the attenuation of the immunogenicity of
eBM-MSCs. The absence of changes in co-stimulatory molecules gene expression, in
combination with the up-regulation of immunoregulatory molecules, suggests that

eBM-MSC might remain immune-evasive after inflammatory priming.

The upregulation of COX-2, iNOS, IL-6 and MHC-I was not statistically different
between CK50 and CK20 stimulation, but more elevated for the highest dose. In our
experimental conditions, a dose-dependent effect of the cytokine stimulation could
not be established, but TNFa ability to induce PGE2 secretion by MSCs in a dose-

dependent manner (Hegyi et al., 2012) and induction of IDO depending on IFNy
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concentration used for MSCs stimulation (Meisel et al., 2004) have been reported. IFNy
dose-dependent suppressive effect of MSCs on T cell effector function (Chinnadurai et
al., 2014) and in the suppression of graft versus host disease (Polchert et al., 2008) has
also been reported. In addition, IFNy upregulates in a dose-dependent manner the
expression of the genes implied in the IFNy signal transduction pathway, leading to the
expression of MHC-I and MHC-Il by MSCs (Chan et al., 2008). The synergistic dose-
dependent effects of IFNy and TNFa point out the complex effects which might be
elicited on MSCs by pro-inflammatory environments in degenerative diseases (Wang et
al., 2013), despite the doses used in vitro are higher than the cytokine concentrations
founded in an in vivo inflammatory environment, such diseased SF(Bertone et al.,

2001).

In summary, eBM-MSCs are able to change their gene expression profile in
response to inflammatory stimuli, and several of these changes are correlated with
modifications in the eBM-MSC surface expression profile. Inflammatory synovial
environment does not promote significant and homogeneous immunoregulatory
changes in the eBM-MSC expression patterns, suggesting that the inflammatory
environment present in an injured joint might not be sufficient to activate eBM-MSCs
immunosuppressive potential. Equine BM-MSCs priming with specific concentrations
of TNFa and IFNy would induce the changes in a significant and more homogenous
manner. In consequence, IA cellular therapy would improve its efficiency by prior ex
vivo priming of eBM-MSCs. The up-regulation of MHC-I and MHC-II produced by CK
priming may lead to an immunogenicity increase, but it might be relieved by the
absence of co-stimulatory molecules needed to trigger an immune response and by
the enhancement of immunomodulatory factors expression by eBM-MSCs. Further
studies, including in vivo experiments of immune response, would be needed to

elucidate the effect of cytokine priming on the immunogenicity of MSCs.

Conclusion

Several important findings on eBM-MSC behaviour and immunoregulatory
responses, relevant to their IA therapeutic applications, were identified in the current

investigation. Firstly, the eBM-MSC immunomodulatory gene expression pattern was
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modified when exposed to inflammatory environment depending on the type of
stimuli. Secondly, cytokine priming induced the expression of MHC, but not of the co-
stimulatory molecules, therefore, the immunogenicity was not necessarily increased.
The immunomodulatory profile enhancement reached by treating eBM-MSCs with
TNFa and IFNy could be advantageous to the modulation of the immune response, but

further studies on the effect on their immune-evasive status are needed.
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Supplementary data 1

Determination of acute phase proteins in equine synovial fluid

The concentration of equine haptoglobin (Hp) in synovial fluid (SF) from animal 063 was determined by
radial immunodiffusion in 1% agarose gel containing specific rabbit polyclonal antisera raised by
subcutaneous injection of the purified porcine protein. Serum and SF samples from healthy horses and
from animals undergoing an acute process were used to previously test the reactivity between porcine
and equine species for the antisera. Western Blott and immunodiffusion techniques were carried on for
this purpose. Commercial equine Hp (Mybiosources) was used as standard to construct a standard curve
with serial dilutions. Plates were incubated for 2—3 days in a moist chamber at room temperature,

stained with Coomassie blue, and their halo diameter was measured.

The concentration of SAA in SF from animal 063 was determined by a sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) for quantitative measurement. The sample was 1:500 diluted and added
to 96-well plate coated with the specific monoclonal antibody anti-SAA and with biotin-labeled
detection antibody. The plate was incubated 1 hour at 372C. Subsequently, the wells were washed and
Streptavidin Horseradish Peroxidase was added and incubated for 30 minutes at room temperature
(RT). Then, the wells were washed again and tetramethylbenzidine was added and incubated for 30
minutes at RT. Optical density (450 nm) was determined using a Biotek Synergy HT spectrophotometer.
A calibration curve was constructed to test the linearity of the assay using serial dilutions of SAA equine

protein (standard) to extrapolate the concentration of our sample.
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Supplemmentary data 2

Morphology SYTOX Blue
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The targeted events were gated as it follows: first, the cell size and granularity (FSC vs SSC); second,
dead cells exclusion with SYTOX blue staining (Thermofisher Scientific). Afterwards, doublets were

eliminated (FSC-H vs FSC-A). Negative control samples were stained with isotype control antibodies.
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Mesenchymal stem cells (MSCs) are gaining relevance for treating equine joint injuries because of their ability to limit inflammation and
stimulate regeneration. Because inflammation activates MSC immunoregulatory function, proinflammatory priming could improve MSC
efficacy. However, inflammatory molecules present in synovial flmd or added to the culture medium might have deleterious effects on MSCs.
Therefore, this study was conducted to investigate the effects of inflammatory synovial fluid and proinflammatory cytokines priming on
viability and plasticity of equine MSCs. Equine bone marrow derived MSCs (eBM-MSCs) from three animals were cultured for 72 hin media
supplemented with: 20% inflammatory synovial fluid (SF), 50 ng/mL [FN-y and TNF-a (CK50); and 20 ng/mL [FN-y and TNF-c. (CK20).
Proliferation assay and expression of proliferation and apoptosis-related genes showed that SF exposed-eBM-MSCs maintained their viability,
whereas the viability of CK primed-eBM-MSCs was significantly impaired. Tri-lineage differentiation assay revealed that exposure to
inflammatory synovial fluid did not alter eBM-MSCs differentiation potential, however, eBM-MSCs primed with eytokines did not display
osteogenic, adipogenic or chondrogenic phenotype. The inflammatory synovial environment is well tolerated by eBM-MSCs, whereas
cytokine priming negatively affects the viability and differentiation abilities of eBM-MSCs, which might limit their i vivo efficacy.

Keywonds: horses, mesenchymal stromal cells, joint diseases, proinflammatory cytokines, synovial fluid

Introduction progressive loss of cartilage and stimulate the regeneration of
damaged structures. Treatments for equine joint diseases based
Articular pathologies such osteoarthritis (OA) are common on the intra-articular (IA) administration of mesenchymal stem

diseases n both equines and humans, greatly impacting the cells (MSCs) are gaining importance because of their regenerative
daily lives of afflicted individuals and acting as a major cause of role [8]. MSCs show significant potential for cartilage repair,
wastage in the equine industry. Horses have a double role in which is attributed to their trophic and differentiation properties,
joint pathologies because they commonly suffer from these as well as their immunoregulatory ability [21]. The expression
diseases [32], and they are considered the most suitable animal of immunoregulatory molecules by MSCs is regulated by
model for testing cell based therapies for human joint injuries proinflammatory cytokines such interferon-y (IFN-y), particularly
[3]. Ostecarthritis is a complex condition characterized by damage in combination with tumor necrosis factor-ce (TNF-o) [29],
to the articular cartilage. Inflammation plays an important role which suggests that MSC full immunoregulatory function
in progression of the disease as the secretion of proinflammatory depends on their activation after inflammatory exposure.
mediators accelerates cartilage degradation. Conventional Therefore, MSC priming with proinflammatory cytokines prior
treatments primarily focus on relieving this inflammation and to their use i vivo might enhance their therapeutic efficacy [5].

controlling pain [11]. An ideal therapeutic approach should stop Joint injuries result in a variable release of different
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inflammatory molecules into the synovial fluid. Inflammatory
synovial fluid may affect the function and characteristics of TA
administered MSCs, such as migratory function or
differentiation potential [16], or act as inductors of
MSC-immune regulation in equine and human species [18,37].
However, the stimulus exerted by synovial fluid could be
heterogeneous because variation exists between patients, even
within one disease group [18]. Therefore, the combination of
definite doses of INFy with TINF-cx leads to a more homogenous
stimulus for mducing MSC immuncomodulation, which could
improve their therapeutic potential. However, the regenerative
potential of MSCs through differentiation could be decreased
by inflammatory exposure [7,17,20]. In addition, IFN-v and
TNF-o synergistically impair MSC self-renewal, decreasing
their effectiveness [38]. To the best of our knowledge, the effects
of these cytokines on these properties in equine MSCs have not
yet been elucidated.

Because pre-existing joint inflammation may alter the
therapeutic efficacy of MSCs when they are IA administered
[31], further knowledge of the changes induced in equine MSCs
by an inflammatory environment is necessary. Conversely, the
use of IFN-y and TNF-c priming without detriment of viability
and plasticity is of major interest to improve cellular therapies.
Thus, this study was conducted to assess the possible effects of
different inflammatory stimuli on viability and differentiation
potential of equine bone marrow derived MSCs (eBM-MSCs)
as a step prior for their clinical use in joint injured patients.

Materials and Methods

Experimental design

Equine BM-MS3Cs (n = 3) were exposed to three different
inflammatory conditions and their responses were analyzed:
Experiment 1 (SF), 20% allogeneic inflammatory synovial
fluid was added to the culture medium to mimic the joint
inflammatory environment; Experiment 2 (CK30), [FN-y (50
ng/mL) and TNF-cx (50 ng/mL) were added to the culture
medium; and Experiment 3 (CK20), IFN-y (20 ng/mL) and
TNF-o (20 ng/mL) were added to the culture medium. All
inflammatory conditions were maintained for 72 h. Subsequently,
a proliferation assay was conducted for 7 days. Expression of
proliferation and apoptosis related genes was analyzed by real
time quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR).
Tri-lineage differentiation potential was examined through
specific staining and gene expression by RT-qPCR. Triplicate
controls were run in each experiment using the same
eBM-MSCs (n = 3) cultured with control media.

Animals

Four geldings, named as EQ01, EQ02, EQO3 and EQO4 (weight,
450500 kg; age, 6-12 years), were used in this study. The
horses were patients from the Veterinary Hospital of the

Journal of Veterinary Science

University of Zaragoza suffering from varying types of
locomotor system injuries, but determined to be in systemic
good health based on clinical and hematologic examination.
Biological samples (bone marrow [BM)] and synovial fluid)
were obtained with owner consent and according to local
amimal welfare regulations.

All procedures were carried out within the Project License
31/11 approved by the in-house Ethic Committee for Animal
Experiments of the University of Zaragoza. The care and use of
animals were in accordance with the Spanish Policy for Animal
Protection RD53/2013, which meets the BEuropean Union
Directive 2010/63 on the protection of animals used for
experimental and other scientific purposes.

Harvesting and characterization of eBM-MSCS

A total of 40 mL of BM from the sternum were collected in
heparinized syringes using a 11 g % 101 mm Jamshidi needle
(CareFusion, USA) from three donors (EQO1, EQO2 and
EQO03). Equine BM-MSCs were isolated using a gradient
density separation technique as previously described by our
group [27]. The cells were plated and cultured in basal culture
medium consisting of low glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) supplemented with 1% glutamine, 1%
streptomycin/penicillin and 10% fetal bovine serum (FBS)
(all from Sigma-Aldrich, USA)[27]. Cells were expanded until
the third passage, then characterized by phenotype determination
(flow cytometry and gene expression) and tri-lineage differentiation
as previously described [27)]. Cells were subsequently frozen in
10% DMS0-90% FBS (Sigma-Aldrich) frozen medium and
cryopreserved until experiments started.

Inflammatory synovial fluid collection

Synovial fluid was harvested from EQ04, which presented
aseptic synovitis in one tarso-crural joint. Arthrocentesis was
performed to reduce the joint effusion and aspirated synovial
fluid was collected in heparin-treated tubes (Becton, Dickinson
and Company, USA) and used for Experiment 1. Synovial fluid
inflammatory status was verified by measuring total protein
(g/dL) with a portable optical refractometer (RHB-32 Hand-held
Brix Refractometer; Spectrum Technologies, USA), by
conducting a cytological examination and determine the
concentration of the acute phase proteins (APPs) serum amyloid
A(SAA) and haptoglobin (Hp) [2]. Subsequently, synovial fluid
was centrifuged at 3,000 x g for 15 min, after which the
supernatant was stored at — 80°C. All processes were performed
under aseptic conditions to prevent culture contamination.

Equine BM-MSCs culture under inflammatory conditions
The cytokines used for CK priming were selected based on
their described synergy [30]. Synovial fluid and CK inflammatory
conditions were determined according to previous reports
[29,35,37,39]. The time of exposure was determined tobe 72 h
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[26] for the three conditions. For Experiment 1, inflammatory
synovial fluid was added to the basal culture medium at 20%
(SF medium). For Experiments 2 and 3, basal media were
supplemented with recombinant equine TNF-o. and IFN-y
(R&D Systems, USA) by adding 50 ng/mL of each cytokine in
Experiment 2 (CKS50 medium), whereas medium was
supplemented with 20 ng/mL of each cytokine for Experiment
3 (CK20 medium). Basal medium was used in control
eBM-MSCs in the three experiments (control medium).

One million eBM-MSCs at third passage from EQO1, EQ02
and EQO3 were thawed at 37°C and seeded at 5,000 cellsiem® in
basal medium at 37°C and 5% CO; until confluence reached 80
to 90%, allowing readjustments of conditions prior to initiating
the experiments. SF-, CK50-, CK20- or control-media were
thenadded to the cells. Inflammatory exposure and their controls
were carried out in triplicate for each animal in each experiment
(SF, CK50, and CK20). Cells were cultured for 72 h in their
corresponding media at 37°C and 5% CQOy, after which eBM-MSCs
were detached with 0.25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich),
washed three times with PBS (Gibeo, USA) to completely
remove inflammatory molecules, and then used for the different
assays.

Proliferation assay

Cell proliferation after every inflammatory exposure and
their controls was evaluated over seven days by MT T proliferation
assay as previously described [28]. Viable cell numbers for the
different samples were determined using a calibration curve
consisting of nine triplicate points of increasing amounts of
cells [28]. Basal medium was used as a blank. The cell doubling
time for the control and inflammatory-stimulated eBM-MSCs
from each experiment was calculated.

Tri-lineage differentiation assay

Control and inflammatory exposed cells were cultured in
induction medium (differentiation) and basal medium (control)
in triplicate according to each differentiation assay. For osteogenic
differentiation, eBM-MSCs from each sample were seeded at
20,000 cells/em” in 24-well plates. Osteogenic medium consisted
of 10 nmol/L. dexamethasone, 10 mmol/L, B-glycerophosphate
and 100 umol/L ascorbate-2-phosphate (all from Sigma-Aldrich)
supplemented basal medium. After 7 days, typical calcium
deposit formation was assessed by Alizarin Red staining. To
accomplish this, cells were fixed with 70% ethanol for 1 h at
room temperature (RT), stained with 2% Alizarin Red stain (pH
4.6) (Sigma-Aldrich) for 10 min (RT) and washed with PBS.

Equine BM-MSCs from each sample were seeded at 5,000
cellyem® in 12-well plates for adipogenic differentiation.
Adipogenic medium consisted of 1 umol/L dexamethasone, 500
pumol/L 3-isobutyl-1-methylxanthine, 200 umol/L, indomethacin
and 15% rabbit serum (all from Sigma-Aldrich) supplemented
basal medium. After 15 days, typical fat droplets were evaluated
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by Oil Red O staining. Briefly, cells were fixed with 10%
formalin (Sigma-Aldrich) for 15 min at RT, stained with 0.3%
0il Red O (Sigma-Aldrich) (dissclved in 60:40; isopropanol:
distilled water) stain for 30 min at 37°C, then washed with
distilled water.

Chondrogenic differentiation was conducted in pellet culture.
To accomplish this, approximately 300,000 eBM-MSCs from
each sample were transferred to conic bottom 15 mL tubes, after
which 400 pL of chondrogenic differentiation medium were
added and the samples were centrifuged at 300 = g for 5 min to
pellet the cells. Chondrogenic medium consisted of 10% FBS,
10 ng/mL TGFB-3 (R&D Systems), ITS+ premix (Becton,
Dickinson and Commpany), 40 ug/ml proline, 50 pg/mL
ascorbate-2-phosphate, and 0.1 pmol/l. dexamethasone
supplemented high glucose DMEM (all from Sigma-Aldrich).
After 21 days, chondrogenic differentiation was evaluated by
specific staining with Alcian blue staining. Pellets were fixed in
10% formalin, embedded in paraffin and sectioned into 5 um
sections. The sections were then hydrated with increasing
gradients of alcohol, stained with Mayer’s haematoxylin and
3% Alcian blue, rinsed with distilled water, dehydrated with
decreasing amounts of alcohols and mounted.

Real time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)

Expression of genes coding for molecules related to proliferation
(cyclooxygenase 1 [COX-1] COX-1, Cyclin D2) and apoptosis
(BAX, BCL-2, BCL-XL, CASP-8, HSP-27, TNF-o; IFN-7) was
assessed by RT-gPCR to investigate eBM-MSCs viability. A
RNAspin Mini RNA Tsolation Kit (GE Healthcare, UK) was
used to isolate total MRNA from approximately 10° eBM-MSCs
from each sample. Genomic DNA was removed using DN Ase
Turbo (Ambion, USA) and 1.5 pg of mRNA from each sample
were retrotranscripted to ¢cDNA with a Superscript Reverse
Transcriptase Kit (Life Technologies, USA). mRNA isolation
and cDNA retrotranscription from osteogenic and adipogenic
differentiation assays were performed using a Cells-to-cDNATI
kit (Ambion). mRINA could not be isolated from differentiated
CK20-eBM-MSCs or from cells undergoing chondrogenic
differentiation because there was not enough sample to perform
both staining and mRNA isolation. All processes were conducted
according to manufacturer’s instructions.

A StepOne Real Time PCR System device (Applied Biosystems,
USA) was used to perform and monitor RT-gPCR. All reactions
were carried out in a total volume of 10 ul. with 2 pl. of cDNA
as the template and Fast SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems). Amplification and analysis were performed as
previously described [27]. The expression levels of all genes in
each sample were normalized by a normalization factor (NF),
which was calculated as the geometric mean of the quantity of
two housekeeping genes, GAPDH and B2M [15]. The Primer
Express 2.0 software (Applied Biosystems) was used to design
primers based on known equine sequences. Information about
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Table 1. Primers used for gene expression by real time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). GenBank accession numbers

of the sequences used for primers design. Primers (F: forward and R: reverse) and length of the amplicon in base pairs (bp)

Gene Accession number

Primer sequence (5-3")

Amplicon size (bp)

Housekeeping
GAPDH NM_001163856

B2M NM_001082502.2

Characterization cell surface markers

CcDso EU881920
CD105 AM_001500078
CD73 XM_001500115
CD44 NM_001085435
CD45 AY_114350
CD34 AM_001491596
MHCH AB525081
MHC-II NM_001142816

Proliferation related enzymes

COX1 DQ 246452
Cyclin D2 XM_001494152
Molecules participating in apoptosis
BAX XM_005596728.1
BCL-2 Ryhner, 2008
BCL-XL XM_001499714
CASP8 XM_001496753.2
HSP-27 XM_001500212

Apoplosis-related proinflammatory cytokines

TNF-a EU438779

IFN-y EU000433
Osteogenic markers

ALP AM_001504312

RUNX2 AM_001502519.3

Adipogenic markers
LPL XM_001489577

PPARY XM_001492411

F:GGCAAGTTCCATGGCACAGT
R:CACAACATATTCAGCACCAGCAT
F: TCGTCCTGCTCGGGCTACT

R: ATTCTCTGCTGGSTGACGTGA

FTGCGAACTCCGCCTCTCT
R:GCTTATGCCCTCGCACTTG
F:CACGGAAAATGTGGTCAGTAATGA
R:GCGAGAGGCTCTCCGTGTT
F:GGGATTGTTGCATACACTTCAAAAG
R:GCTGCAACGCAGTGATTTCA

F: CCCACGGATCTGAAACAAGTG

R: TTCTGGAATTTGAGGTCTCCGTAT
F: TCATTCCCAGAAATGACCATOTA
RACATTTTGGGCTTGTCCTGTAAC
F:CACTAAACCCTCTACATCATTTTCTCCTA
R:GGCAGATACCTTGAGTCAATTTCA
F: CGTGAGCATCATTGTTGGC

R: TCCCTCTTTTTTCACCTGAGG

F: AGCCGCGAGTTGAACCTACAGT

R: CGCATCAGACCTGTGGAGATGA

F: TCTATGCTACGCTCTGGCTACG
R: TTGATGGTCTCCCCGATGA

F: TCACGACTTCATCGAGCACATC
R: GGCGAACTTAAAGTCAGTGGCA

AGTGTCTCAAGCGCATCGG
CACTCGGAAAAAGACCTCGC
GCCTATCTGGGCCACAAGT
TTTCCCTTTGGCAGTAAATAGC
GTCGOGATCGCAACCTGGAT
GTTCCCGTAGAGTTCCACAAAGG
CAATCCCATAGATGCACCAGG
AGCAGAATGCAGTCGTTGCC
GGCATTATCTAGAATCCATTGATCCT
CGOGCTGGTGATCTTCTT

ATATATATATD

CATGTTGTAGCAAACCCCCAA
TACAGCCCATCCAATGGTACC
AACCTAAAGGAATATTTTAACGCAAGT
TTTTTGTCACTATCCTCTTTCCAGTT

AT AR

GATGGCCTGAACCTCATCGA
AGTTCGGTCCGGTTCCAGAT
CTCCAACCCACGAATGCACTA
CGCACATACCGAGGGACATG

ATmAm

F:TGTATGAGAGTTGGGTGCCAAA
R:GCCAGTCCACCACAATCACAT
F:-TGCAAGGGTTTCTTCCGGA
R:GCAAGGCATTTCTGAAACCG

128

102

93

100

90

95

100

92

172

127

118

104

200

100

101

78

125

101

92

80

70

104

Genes were grouped in agreement with the functions and implications of encoded molecules as follows to facilitate the posterior analysis: housekeeping,
cell surface markers, proliferation related enzymes, molecules participating in apoptosis, apoptosis-related proinflammatory cytokines, osteogenic markers

and adipogenic markers.
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primers is shown in Table 1.

Statistical analysis

Data obtained in this study were subjected to statistical
analysis using SPSS 15.0 (SPSS, USA). Proliferation data are
presented as the means (n = 3) = SEM cell count of stimulated and
unstimulated eBM-MSCs at each time point (7 days) for each
experiment. Differences in mean cell numbers between
stimulated and unstimulated eBM-MSCs from each day were
analyzed by paired Student’s t tests separately for each experiment.
RT-gPCR data are reported as the means (n = 3) + SEM fold
increase or decrease of stimulated eBM-MSCs gene expression
over unstimulated control eBM-MSC. Differences between
eBM-MSCs from every inflammatory condition (SF, CK50 and
CK20) and their controls were analyzed by paired Student’s
t-tests. The significance level was set at p < 0.05 for all analyses.

Results

Isolation and characterization of eBM-MSCS

Cells obtained from EQO1, EQO2 and EQ03 BM aspirates
showed plastic-adherent fibroblast-like morphology and were
positive for the surface markers CD90, CD105, CD44 and
MHCT and negative for MHC-II by flow cytometry. All samples
expressed transcripts for CDI05, CD90, CD73, CD44 and
MHC-I, but not for CD34 and CD435, and low levels for AMMHC-IT
by RT-gPCR. The ability of tri-lineage was confirmed in all
cases (data not shown).

Inflammatory synovial fluid harvesting

The average total protein measurement in the harvested
synovial fluid was 2.25 g/dl.. The SAA concentration was
0.585 » 107 g/dL and the Hp concentration was 0.023 g/dL..

A
Experiment 1 (SF) Experiment 2 (CK50) Experiment 3 (CK20)
50,0009 _y_ ~TRL 50,000 9 _o_ oTRL 30,0009 o oTRL
--=- SF --%- CK50 --%- CK20
40,000 40,000 4
- - . 20,000
€ 30,000 £ 30,000 - =
8 8 8
& 20,000 & 20,000 - 3
10,000 -
10,000 - 10,000 -
' 4 — 4
0 (R ARL_TIEEE SR TRP St 0
0 01 2 3 4 5 6 7 0
Day
Day 0 1 2 4 5 8 7
E CTRL 2,000.00+ 1,895.00+ 251000+ 558333+ 9,578.34+ 1532600+ 27,893.00+ 3748610z
g 0.00 443.81 441.24 787.98 2,151.54 659.07 403.52 7,869.03
=
2 SF 2,000.00+ 230945+ 290445+ 511222+ 1496200+ 8§,461.00+ 25061.00+ 34,809.40+
3 0.00 640.16 690.36 1,368.73 2,958.08 617.49 649.92 7,499.05
= g CTRL 18000+ 717593+ 6,91543+ 1097284+ 16,256.79+ 19,567.19+ 23,320.72+ 24,336.73 +
§ E 0.00 53.97 42.91 103.72 65.40 57.28 59.58 10713
= | €
g 2 CK50 1,600.00+ 1,377.34+ 30594+ 1,01944 + 41593 + 36914+ 2,05247+ 2,260.35+
3 0.00 19.32 18.30 36.31 2520 87.82 4232 34.93
2 CTRL 1,600.00+ 167450+ 3,210.08+ 423022+ 502457+ 11,20800% 16,049.83+ 18,818.89+
E 0.00 24216 1,232.83 2,390.36 1,256.24 1,881.42 1,964.96 2,819.31
=
2 CK20 1,600.00 £ 543.21 969.02 + 19111+ 313.87 27809+ 152063+ 1,14148%
] 0.00 66.82 237.39 94.55 113.69 120.55 256.96 207.72

Fig. 1. Proliferation related enzymes of control and inflammatory- exposed eBM-MSCs from Experiment 1 (SF), 2 (CK50) and 3 (CK20)
over 7 days. eBM-MSC proliferation potential was unaltered after SF exposure; however, this property was diminished after culturing
cells with both CK20 and CK50 media. Proliferation was evaluated by MTT assay. The means + SEM (n = 3) of the cell count are shown
for each experiment at each time-point in both linear graphs (*p < 0.05) and a data table.
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These data confirmed the inflammatory status of the synovial
fluid, and when combined with the cytological examination
discarded a septic origin of the joint inflammation.

Effects of inflammatory environment on eBM-MSCs
proliferation

For the MTT assay, the total number of viable cells from
every sample was determined by extrapolation from the
calibration curve: y = 9 x 1078 x+ 0.0805, # = 0,939, where y
represents the optical density of the well and x represents the
amount of cells. Synovial fluid-exposed eBM-MSCs grew ina
similar manner to control cells (panel Ain Fig. 1). In both CK50
and CK20 experiments, the number of CK-stimulated cells

Table 2. Cell doubling time (DT) for control and inflammatory-
stimulated eBM-MSCs.

DT mean + SEM Inflammatory

(d) Gemio) stimulation
Experiment 1 2434 + 0197 2.507 + 0.219
(SF)
Experiment 2 1.857 + 0.160 9.001 + 2.51
(CK50)
EXperiment 3 2676 + 0195 10.729 + 1.923
(CK20)

Results are shown as the mean + SEM (n=3) of DT for control and
inflammatory exposed eBM-MSCs from Experiment 1 (SF), 2 (CK50) and 3
(CK20). Cell doubling time was calculated according to the formula: CD
= In [(NfNi)/In2] and DT = CT/CD, where DT, cell doubling time; Nf,
final number of cells; Ni, initial number of cells; CD, cell douhling

number.
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decreased until the fourth day, then increased slightly until the
sixth day, but still remained below the initial level (panels B and
CinFig. 1). Significant differences (p < 0.05) in the number of
cells were observed between control and CK-exposed cells in
all days under both CK20 and CK50 conditions. As shown in
Table 2, the cell doubling times were also similar between
control and SF stimulated eBM-MSCs, but increased greatly in
both CK50 and CK20-stimulated eBM-MSCs. The
proliferation related genes COX-I and Cyclin D2 were
significantly downregulated under the CKS50 and CK20
conditions (p < 0.05), and their expression remained similar in
the SF experiment (Fig. 2).
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Fig. 2. eBM-MSCs expression of proliferation related enzymes is
influenced by inflammatory stimulation. Gene expression of
COX-1 and CyclinD2 in inflammatory exposed eBM-MSCs is
expressed as the mean + SEM (n = 3) fold increase or decrease
compared to the corresponding control from each experiment
(*p < 0.05).
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Fig. 3. eBM-MSCs expression of certain genes encoding apoptosis-related molecules can be affected by proinflammatory cytokines.
Gene expression of each gene in every experiment is represented as the mean 1+ SEM (n = 3) fold increase or decrease compared to
the corresponding control from each experiment. (A) Expression of genes encoding molecules directly participating in the apoptosis
mechanisms BAX, BCI-2, BCL-XI, CASP8, and HSP27. (B) Expression of genes encoding proinflammatory cytokines related to
apoptosis TNF-a and IFN-p NE, no expression. *p < 0.05 and **p < 0.01.
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Effect of inflammatory environment on apoptosis gene
expression of eBM-MSCs

Apoptosis-related gene expression was studied in CK50
and CK20 exposed eBM-MSCs. BAX was significantly
downregulated under both CK50 (p < 0.01) and CK20 (p <
0.05) conditions, while BCL-2 was only significantly
downregulated under CK20 conditions. CASP8 showed a trend
to increase its expression under both CK conditions. The
anti-apoptotic factor heat shock protein 27 (HSP27) was
significantly downregulated under CK50 conditions (panel A in
Fig. 3). TNF-aexpression was downregulated and no-expression
was found for /FN-yunder SF conditions, whereas significant
upregulation of TNF-a(p < 0.05) and IFN-y (p < 0.05) was
observed in CK50 and CK20, respectively (panel B in Fig. 3).

Effect of inflammatory environment on eBM-MSCs
differentiation potential

Osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation
were achieved in control (unstimulated) cells from the three
experiments. Spontaneous differentiation was not observed in
any of the non-differentiated controls.

Osteogenic differentiation was confirmed in SF-exposed
eBM-MSCs by positive staining of the calcium deposits with
Alizarin red. CK-stimulated eBM-MSCs showed irregular
morphology, but did not form a calcium-rich matrix (panel A in
Fig. 4). Alkaline phosphatase (ALP) and Runt-related transcription

Control Experiment 1 Experiment2 Experiment 3

(SF) (CK50) (CK20)

Fig. 4. Staining for osteogenic, adipogenic and chondrogenic
differentiation  of control and inflammatory-stimulated
eBM-MSCs from three experiments. (A) Alizarin red staining of
eBM-MSCs cultured for 7 days in osteogenic differentiation
medium from control and Experiment 1-3. (B) Oil red O staining
of eBM-MSCs cultured for 15 days in adipogenic differentiation
medium from control and Experiment 1-3. (C) Haematoxylin
and Alcian blue staining of pellets cultured for 21 days in
chondrogenic medium from control and Experiment 1-3. Scale
bars = 500 pum (A and B), 2 um (C). 10x (A), 4x (B), 20x(C).

Jactor 2 (RUNX2) gene expression was not significantly
modified by SF conditions, but the expression of both genes in
SF-exposed eBM-MSCs was slightly higher than in the
differentiated control (panel A Experiment 1 in Fig. 5). Expression
of ALP and RUNX2 was downregulated in CK50-exposed
eBM-MSCs compared to the differentiated control; however,
this downregulation was only significant for RUNX2 (p < 0.05)
(panel A Experiment 2 in Fig. 5). ALP increased by 18.93-fold
in SF-differentiated cells relative to the control, but only by
2.49 in CKS50-differentiated cells. RUNX2 expression in
SF-differentiated cells increased by 4.48-fold, whereas a
3.85-fold decrease was observed in CK50-differentiated cells
(panel A in Fig. 5).

Oil red O staining revealed lipid droplets in SF-exposed
eBM-MSCs undergoing adipogenic induction. Both CK50 and
CK20-stimulated cells did not display an adipogenic phenotype
(panel B in Fig. 4). Peroxisome proliferator-activated receptor
¥ (PPARy) and lipoprotein lipase (LPL) mRNA levels were not
significantly modified by SF exposure (panel B Experiment 1 in
Fig. 5). LPL and PPARy in CK50- and SF-differentiated cells
showed similar increases relative to non-differentiated control
cells, but both genes were significantly downregulated in
CK50-exposed cells (p <0.05) compared to unstimulated
differentiated cells (panel B Experiment 2 in Fig. 5).

Synovial fluid-exposed cells maintained their chondrogenic
differentiation potential, as indicated by the positive blue
staining of the extracellular matrix upon Alcian blue staining.
However, neither CK50 nor CK20-exposed eBM-MSCs
differentiated into the chondrogenic lineage, and they formed
irregular discoid pellets instead of the typical spherical shape
(panel C in Fig. 4).

Discussion

Both APPs analyzed in the inflammatory synovial fluid were
above the reference ranges [1,14], which is in agreement with
the expected changes for these proteins [14]. The inflammatory
environment provided by cytokine priming resulted in a
remarkable viability impairment of eBM-MSCs, whereas SF
conditions did not alter their regular growth. The significant
down-regulation of COXI and CyclinD2, enzymes involved in
the regulation of the cell cycle and cell proliferation [33,36], in
both CK experiments might be related to the failed proliferation
of eBM-MSCs [33,36]. Thus, treatment with both cytokine
concentrations appeared to be cytotoxic. To elucidate this
phenomenon under CK conditions, the expression of several
genes involved in the apoptosis process was investigated.
BCL2-Associated X Protein (BAX) is a proapoptotic gene and
BCL-2 is an antiapoptotic gene, both of which are involved in
the apoptosis mitochondrial pathway [13]. While BAX was
downregulated under both CK conditions, BCL-2 expression
showed contrasting results between CK50 and CK20 experiments,
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Fig. 5. Effect of inflammatory conditions on gene expression of differentiation markers. Influence of the three inflammatory conditions
tested on eBM-MSC expression of genes encoding ostecgenesis (ALP and RUNX2) and adipogenesis (LPf and PPAR# markers. The
results are expressed as the mean + SEM (n = 3) fold increase or decrease of differentiated control cells (CTRL. DIF), non-differentiated
SF or CK50 exposed eBM-MSCs (SF.NON-DIF and CK50.NON-DIF) and differentiated SF or CK50 exposed eBM-MSCs (SF.DIF and
CK50.DIF) over control unstimulated and non-differentiated cells (CTRL NON-DIF). The white bar in all graphs (1 + 0) represents the
CTRL.NON-DIF fold change over itself relative to the fold increase or decrease under other conditions. (A) Gene expression of
osteogenesis markers in cells from Experiment 1 (SF) and Experiment 2 (CK50). (B) Gene expression of adipogenesis markers in cells

from Experiment 1(SF) and Experiment 2 (CK50).

which suggest that the apoptosis mitochondrial pathway might
not be involved. However, the apoptosis death receptor
pathway might be involved since CASPS showed a trend to
upregulation [13]. In addition, the downregulation of HSF27,
which protects against injury-related MSC apoptosis [34],
might be associated with failed cell development and cell
differentiation [34]. TNF-c and IFN-y have a synergic effect in
the induction of apoptosis by the death receptor signaling
pathway in MSCs [20]. Additionally, TNF-ot converts the
signaling of the non-apoptotic receptor Fas, which is activated
by IFN-y, into a CASPS proapoptotic cascade in MSCs [20,38].
Based on these findings, the apoptotic process might be
involved in the low viability and plasticity of CK-exposed
eBM-MSCs.

Journal of Veterinary Science

Reduction of the tri-lineage differentiation ability of MSCs
by proinflammatory cytokines has been described in other
species. T-cells mediated secretion of TNF-ov and IFN-y
synergistically hamper osteogenesis, chondrogenesis [6,9,23]
and adipogenesis [17]. TNF-ct or IL-1 exposure significantly
reduces the gene expression of osteogenic, adipogenic and
chondrogenic markers in murine MSCs [17]. In humans and
rats, these cytokines inhibit the expression of the osteoblast
differentiation transcription factor, RUNX2 [7,9]. Moreover,
TNF-c plays a dual role in osteogenesis. On the one hand, it
inhibits the osteoblast differentiation transcription factor
RUNXZ [9]. On the other hand, TNF-w can enhance the MSC
osteogenic differentiation in a dose-dependent manner, although
this effect is avoided in the presence of anti-inflammatory
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agents, such as dexamethasone, which is added to the
osteogenic-induction media [22]. It has been proposed that the
inhibition of osteoblast differentiation by TNF-ov occurs
through the p55 TNF receptor [10]. High secretion of IFN-y by
immune cells has also been shown to prevent osteogenesis in
MSCs in allogeneic implants in mice by dramatically reducing
the expression of ALP and RUNX2 [6]. Our results agreed with
those of previous reports in others species since the transcript
levels of ALP and RUNX2 detected were lower in the presence
of TNF-c and IFN-y. Adipogenesis could also be impaired by
nflammatory conditions because high levels of proinflammatory
cytokines, such as TNF-o, lead to a reduction in PP4Ry
expression by MSCs [4]. In agreement, PPAR ygene expression
was down-regulated under our CK conditions, resulting in a
commitment of adipogenic differentiation. TNF-o and TFN-v
have also been described as inhibitors of chondrogenesis and
collagen formation in rat and mouse MSCs [17,24]
Chondrogenesis has been shown to be hindered through the
inhibition of the chondrogenic factor Sox9 caused by these
cytokines [23]. According to these reports, our CK conditions
also led to a lack of chondrogenic potential in eBM-MSCs. The
effects of proinflammatory cytokines on MSC differentiation
could vary between species and, to our knowledge, this is the
first time that this effect has been studied on equine MSCs.
Owerall, our results support the findings reported for other species
[7,17] demonstrating the inhibitory effect of proinflammatory
cytokines on the tri-lineage differentiation of eBM-MSCs.

The natural joint environment could be favorable for
chondrogenic  differentiation [12,25]. However, when
proinflammatory cytokines are present in high amounts, synovial
flud turmns into an inflammatory environment, preventing
chondrogenesis [ 19]. Depending on the level of proinflammatory
cytokines, inflammatory synovial fluid could be more or less
harmful for chondrogenesis and cartilage matrix formation (i.e.,
rheumatoid arthritis vs. OA) [16]. Under our experimental
conditions, tri-lineage differentiation was achieved by
SF-exposed eBM-MSCs, suggesting that a moderate
inflammatory status of the synovial fluid did not have a significant
effect on eBM-MSCs differentiation ability.

The present research provides novel results about eBM-MSCs
in inflammatory environments that can contribute to their
intra-articular use for therapeutic applications. In summary, an
inflammatory synovial environment is satisfactorily tolerated
by eBM-MSCs, which maintained their proliferation and
differentiation abilities, encouraging the use of cell therapy for
joint pathologies. In contrast, cytokine priming tested in this
study negatively affected the eBM-MSCs proliferation and
differentiation abilities, and appeared to induce apoptosis,
possibly compromising their i vive efficacy and their
therapeutic potential.
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Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) have a great potential for treating equine
musculoskeletal injuries. Although their mechanisms of action are not completely
known, their immunomodulatory properties appear to be key in their functions. The
expression of immunoregulatory molecules by MSCs is regulated by pro-inflammatory
cytokines, so inflammatory priming of MSCs might improve their therapeutic potential.
However, inflammatory environment could also increase MSC immunogenicity and
decrease MSC viability and differentiation capacity. The aim of this study was to assess
the effect of cytokine priming on eBM-MSC immunoregulation, immunogenicity,
viability and differentiation potential, in order to enhance MSC immunoregulatory
properties, without impairing their immune-evasive status, viability and plasticity.
Equine BM-MSC (n=4) were exposed to 5ng/ml of TNFa and IFNy during 12h (CK5-
priming). Subsequently, expression of genes coding for immunomodulatory,
immunogenic and apoptosis related molecules was analyzed by RT-gPCR. Chromatin
integrity and proliferation assay were assessed to evaluate cell viability. Tri-lineage
differentiation was evaluated by specific staining and gene expression. Cells were re-
seeded in basal medium for additional 7 days post-CK5 to elucidate if priming-induced
changes were maintained along the time. CK5-priming led to an upregulation of
immunoregulatory genes IDO, iNOS, IL-6, COX-2 and VCAM-1. MHC-Il and CD40 were
also upregulated, but no change in other costimulatory molecules was observed. These
changes were not maintained 7 days after CK5-priming. Viability and differentiation
potential were maintained after CK5-priming. These findings suggest that CK5-priming
of eBM-MSCs could improve their in vivo effectiveness without affecting other eBM-

MSCs properties.
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Introduction

Mesenchymal stem cells (MSCs) are a promising tool for treating
musculoskeletal injuries in horses, but their mechanisms of action are not fully
understood. Despite the low ability of MSCs for engrafting in tissues such as cartilage,
these cells elicit therapeutic benefits. This effect has been attributed to the
immunomodulatory and anti-inflammatory properties of MSCs, suggesting that these
abilities are implied in their therapeutic role [1,2]. The MSC immunoregulatory
mechanism is a multifactorial process involving both direct cell-to-cell contact and
contact-independent paracrine signaling. The expression of several molecules implied
in MSC immunomodulation is regulated by pro-inflammatory molecules, such
interferon y (IFNy) and tumor necrosis factor a (TNFa) [3]. Since MSC priming through
exposure to an inflammatory environment may be needed for developing their full
regulatory function, stimulating MSCs with proinflammatory cytokines in vitro, prior to
their in vivo administration, is an interesting approach for improving their therapeutic
potential [4]. Nevertheless, inflammatory exposure could also increase MSC
immunogenicity [5], impair MSC differentiation capacity [6-8] and diminish MSC
viability [9]. Therefore, possible caveats must be considered for the use of primed
MSCs, especially for their allogeneic implantation. Previous reports showed these
effects on equine bone marrow derived-MSCs (eBM-MSCs) after inflammatory
stimulation, which induced immunoregulation but also upregulated MHC expression
and impaired viability and plasticity [10,11]. Therefore, testing lower cytokine dose and
shorter times of exposure for enhancing MSC immunoregulatory properties, without
compromising immune-evasive status, viability and plasticity, could increase MSC

therapeutic efficacy.

The aim of this study was to assess the effects of cytokine priming on eBM-MSC
immunoregulation, immunogenicity, viability and differentiation potential, in search of
a balance between stimulation of their immune-suppressive capacity without related

induction of negative effects on their other properties.

Material and methods

Animals
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Four Shetland ponies geldings (aged 4-7 years, weight 138-162 kg) were used as
bone marrow (BM) donors. All horses were determined to be in good health. All
procedures were carried out within the Project License 31/11 approved by the in-
house Ethic Committee for Animal Experiments from the University of Zaragoza. The
care and use of animals were performed accordingly with the Spanish Policy for Animal

Protection RD53/2013, which meets the European Union Directive 2010/63.
Harvesting and characterization of eBM-MSCS

Twenty ml of BM from sternum were obtained using a 4” 11G Jamshidi needle
in heparinized syringes. Equine BM-MSCs were isolated using a gradient density
separation technique as previously described [12]. Cells were seeded in culture
medium consisting of low glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)*
supplemented with 1% Glutamine®, 1% Streptomycin/ Penicillin' and 10% Fetal Bovine
Serum (FBS)". Cells were expanded until passage three and characterized by phenotype
determination and tri-lineage differentiation as previously described [12].
Subsequently, cells were frozen in 10% DMS0%-90% FBS medium and cryopreserved

until experiments started.
Priming of eBM-MSCs

Cryopreserved eBM-MSCs (n=4) were thawed and seeded at 5000 cells/cm? in
basal medium at 372C and 5% CO; for 5 days, allowing re-adjustments of conditions
prior to initiating the experiments. A preliminary assay was conducted in order to
select the optimal time of exposure to cytokines (Additional file 1) and eBM-MSC were
exposed during 12h to 5ng/ml of TNFa? plus 5ng/ml of IFNy?, added to the basal
culture medium described above (CK5-medium). Basal medium was used as negative
control (Control-medium). Both control- and CK5-conditions were tested in triplicate.
After 12h-exposure, eBM-MSCs were detached with 0.25% trypsin-EDTA" and used for
subsequent assays. Part of the cells from both control- and CK5-conditions were re-
seeded in basal medium for additional 7 days to assess if priming-induced changes in
CK5-cells were maintained in time over control-cells by re-analyzing the genes which

were significantly upregulated at 12h.
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Real time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)

Expression of genes related with immunoregulation, immunogenicity, apoptosis
and differentiation markers was analyzed by RT-qPCR. Total mRNA from approximately
10° eBM-MSCs from each sample was isolated with the RNAspin Mini RNA Isolation
Kit>. Genomic DNA was removed with the kit DNAse Turbo® and 1 pug of mRNA from
each sample was retrotranscripted to cDNA by using the Superscript Reverse
Trancriptase Kit’. Isolation of mRNA and cDNA retrotranscription were performed with
the kit Cells-to-cDNA 11 in eBM-MSCs samples from differentiation assays and from 7
days post-priming assessment. All procedures were performed according to

manufacturer instructions.

RT-gPCR reactions were performed and monitored using a StepOne Real Time
PCR System device®. All reactions were carried out using Fast SYBR Green Master Mix®
and 2 pl of cDNA as template. Amplification was performed in triplicate following the
protocol: 20 s at 95°C, followed by 40 cycles consisting of 3”” at 95°C and 30"’ at 60°C. A
dissociation curve protocol was run after every reaction. Levels of gene expression
were obtained using the comparative Ct method. Normalization factor (NF) was
calculated as the geometric mean of the quantity of 2 housekeeping genes, GAPDH
and B2M [12]. Primers were designed with the Primer Express 2.0 software based on

known equine sequences. Information about primers is shown in Table 1.

Amplicon

GENE Accession number Primer sequence (5-3’) size

HOUSE-KEEPING

F:GGCAAGTTCCATGGCACAGT
GAPDH NM_001163856 R:CACAACATATTCAGCACCAGCAT 128

F: TCGTCCTGCTCGGGCTACT
B2M NM_001082502.2 R: ATTCTCTGCTGGGTGACGTGA 102

IMMUNOMODULATION-RELATED MOLECULES

F: TCATGACTACGTGGACCCAAAA
Ibo XM_001450681 R: CGCCTTCATAGAGCAGACCTTC 104

. F: CCAACAATGGCAACATCAGGT
iNOS AY027883 R: TGAGCATTCCAGATCCGGA 8

F: AACAGCAAGGAGGTACTGGCA
-6 EU438770 R: CAGGTCTCCTGATTGAACCCA %

F: GTTTGCATTTTTTGCCCAGC
cox-2 AB041771 R: ACTTAAATCCACCCCGTGACC 103

F: GACATCAAGGAGCACGTGAACT
IL-10 EU438771 R: TGGAGCTTACTGAAGGCACTCT 140
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GENE Accession number Primer sequence (5‘-3’) Ams|ci)zI::on
IMMUNOMODULATION-RELATED MOLECULES
F: GTCCTTTGATGTCACCGGAGT
TGF6-1 AF175709 R: TGGAACTGAACCCGTT 137
VCAM-1 F: TCTATGCTACGCTCTGGCTACG
(CD106) DQ246452 R: TTGATGGTCTCCCCGATGA 127
CXCR4 XM_001490165 F: TGCAGCAGCAGGTAGCAAAGT 97

R: ATATACGGAACCCGTCCATGG

ANTIGEN PRESENTING-RELATED MOLECULES

F: CGTGAGCATCATTGTTGGC
MHC-I AB525081 R: TCCCTCTTTTTTCACCTGAGG .

F: AGCGGCGAGTTGAACCTACAGT
MHCII NM_001142816 R: CGGATCAGACCTGTGGAGATGA 172

F: ACAAATACTGCGACCCCAACC
cb40 AY514017 R: TTTCACAGGCATCGCTGGA 114

F: CAGGAAAGTTGGCTCTGACCA
D80 Krampera 2006 ¢ 4 TCCATTGTGATCCTGGCTC 135

F: AGTATAAAGGCCGCACAAGC
cbs6 De Schauwer 2014 ¢ - TTGGGTAGATGAGCAGGT 247

F: AGTTCGAAGGCTTCGTCAAGG
ch4oL XM_001450011 R: CGCAATTTGAGGCTCCTGAT 101

MOLECULES IMPLIED IN APOPTOSIS

F: AGTGTCTCAAGCGCATCGG
BAX XM_005596728.1 R: CACTCGGAAAAAGACCTCGC 104

F: GCCTATCTGGGCCACAAGT

R:TTTCCCTTTGGCAGTAAATAGC 200

BCL-2 Ryhner, 2008

OSTEOGENIC MARKERS

F: GATGGCCTGAACCTCATCGA
ALP XM_001504312 R: AGTTCGGTCCGGTTCCAGAT 92

F: CTCCAACCCACGAATGCACTA
RUNX2 XM_001502519.3 R: CGGACATACCGAGGGACATG 80

ADIPOGENIC MARKERS

F:-TGTATGAGAGTTGGGTGCCAAA
tPL XM_001489577 R:GCCAGTCCACCACAATGACAT 70

F-TGCAAGGGTTTCTTCCGGA
PPARy XM_001492411 ¢ GCAAGGCATTTCTGAAACCG ol

CHONDROGENIC MARKERS

F: CTACGACGCCATCTGCTACA
ACAN AF019756 R: ACCGTCTGGATGGTGATGTC %

F: TTAGACGCCATGAAGGTTTTCTG
coLzal XM_005611082.1 R: CTCTTGCTGCTCCACCAGTTCT 101

Table 1. Primers used for gene expression by RT-gPCR. GenBank accession numbers of the
sequences used for primers design. Primers (F: Forward and R: Reverse) and length of the amplicon
in base pair (bp). Genes were grouped in agreement with the functions and implications of encoded

molecules.
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Proliferation

Proliferation after CK5-priming was evaluated by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) assay’ during 6 days as previously
described [13]. Triplicates of each sample were seeded in basal medium at 5,000
cells/cm? in 96-well plates. Basal medium was used as a blank. Biotek Synergy HT
spectrophotometer was used to measure the optical density (570 nm) in each well.
Viable cell numbers were determined by extrapolating from a standard curve
consisting of 9 triplicated points of increasing quantity of cells (0-15.000 cells/cm?) as
previously reported [13]. Calibration curve equation for cell number extrapolation was
y = 1107 x - 0.0349, r? = 0,997 (y=optical density of the well; x=amount of cells). Cell
doubling times (DT) were calculated according to the formulae: CD = In [(Nf/Ni)/In2]
and DT = CT/CD, where DT = cell doubling time; Nf = final number of cells; Ni = initial

number of cells; CD = cell doubling number.
Assessment of chromatin integrity

Chromatin integrity was evaluated via the chromatin dispersion test making use
of the D3-Max Kit’. This methodology was specifically designed to assess DNA damage
in somatic cumulus cells through minor adapting the previously described technique
[14] to MSCs. DNA damage was visualized using a Proyser fluorescent microscope8
employing SyberGreen Il fluorochrome® at 40x magnification. Cells showing a large
halo of chromatin dispersion were considered to contain highly fragmented DNA
(Supplementary material 2). The percentages of normal cells and eBM-MSCs with
fragmented DNA were determined in each sample by fluorescence microscope count
by two independent observers. Equine BM-MSCs from one control were treated with
hydrogen peroxide to perform a positive control of DNA damage through exposition to

oxidative stress.
Tri-lineage differentiation assay

Equine BM-MSCs from both control and CK5 samples were exposed to
induction medium (differentiation) and basal medium (negative control) in triplicates

according to each differentiation assay:
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Osteogenic differentiation

Equine BM-MSCs were seeded at 20,000 cells/cm? density in 24-well plates.
Osteogenic medium consisted of 10 nmol/l dexamethasone!, 10 mmol/l B-
glycerophosphate! and 100 umol/l ascorbate-2-phosphate’ supplemented basal
medium. After 7 days, differentiation was assessed by Alizarin Red staining. Cells were
fixed with 70% ethanol for 1 hour at room temperature (RT), stained with 2% Alizarin

Red stain (pH 4.6)" for 10 minutes (RT) and washed with PBS™.
Adipogenic differentiation

Equine BM-MSCs were seeded at 5,000 cells/cm? density in 12-well plates
Adipogenic medium consisted of 1 umol/I dexamethasone®, 500 umol/l 3-isobutyl-1-
methylxanthine®, 200 umol/l indomethacin® and 15% rabbit serum® supplemented
basal medium. After 15 days, differentiation was evaluated by Oil Red O staining. The
cells were fixed with 10% formalin® for 15 minutes at RT, stained with 0,3% Oil Red 0"
stain (dissolved in 60:40; isopropanol:distilled water) for 30 minutes at 372C and

washed with distilled water.
Chondrogenic differentiation

For chondrogenic differentiation assay, both control and CK5-eBM-MSCs were
exposed to chondrogenic induction medium, but due to the number of available cells,
culture in basal medium was not carried out. Approximately 300,000 eBM-MSCs from
each sample were transferred to conic bottom 15 ml tube and 400 ul of chondrogenic
differentiation medium were added and centrifuged at 1,750 rpm for 5 minutes to
pellet the cells. Chondrogenic medium consisted of 10% FBS, 10 ng/ml TGFB-32, ITS+
premix’, 40ug/ml proline', 50pg/ml ascorbate-2-phosphate’ and 0.1 umol/I
dexamethasone® supplemented high glucose DMEM®. After 21 days, chondrogenic
differentiation was evaluated by specific staining with Alcian blue staining. Pellets were
fixed in 10% formalin, embedded in paraffin and sectioned into 5 um sections. The
sections were hydrated with increasing gradients of alcohols, stained with Mayer’s
haematoxylin and 3% Alcian Blue dyes, rinsed with distilled water, dehydrated with

decreasing amounts of alcohol and mounted.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS 15.0%2. Normality of each data
group was tested with Shapiro-Wilk. Differences in mean cell numbers between
control and CK5 eBM-MSCs along the proliferation assay were analyzed by the non-
parametric ANOVA Kruskall-Wallis test with Dunn’s post-hoc test. Kruskall-Wallis test
was also used to analyze differences between control non-differentiated, control-
differentiated, CK5 non-differentiated and CK5-differentiated eBM-MSCs from tri-
lineage differentiation assays. Differences in gene expression between CK5-eBM-MSCs
and their controls were analyzed by Mann-Whitney test. Differences in percentages of
normal (non-fragmented DNA) and DNA damaged cells were analyzed between control
and CK5-exposed cells by student’s t test. Significance level was set at P<0.05 for all

analyses.
Results
Equine BM-MSCs immunomodulation after cytokine priming

Cytokine priming induced significant upregulation of the immunoregulatory-
related genes Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1), Indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO), Inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) (p<0.01) and Interleukin 6 (IL-
6) (p<0.05) by eBM-MSCs. In addition, non-significant upregulation of Cyclooxygenase
2 (COX-2) and significant downregulation of Interleukin 10 (IL-10) (p<0.05) were
observed (Figure 1.A). Expression of significantly upregulated genes was evaluated 7
days after CK5-priming and /L-6, IDO, iNOS and COX-2 expression remained similar to

unstimulated control and VCAM expression significantly decreased (p<0.05) (Figure 2).
Equine BM-MSCs immunogenicity after cytokine priming

Cytokine priming induced significant increase in the expression of MHC-II
(p<0.05) and the costimulatory molecule CD40 (p<0.01) by eBM-MSCs. MHC-I was
upregulated in a non-significant manner and the expression level of costimulatory
molecules CD80, CD86 and CD40-L remained unchanged (Figure 1.B). Seven days after

the 12h-cytokine priming, expression level of most relevant immunogenic molecules
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was assessed and MHC-I and MHC-II expression decreased, reaching similar values

than in control cells (Figure 2).
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Figure 1.- Gene expression data are reported as mean (n=4) fold increase or decrease of CK5-
stimulated eBM-MSCs gene expression over unstimulated-control eBM-MSC. A) Immunomodulatory
related molecules expression after 12h of CK5 priming; B) Immunogenic related molecules

expression after 12h of CK5 priming. (*=p<0.05; **=p<0.01)
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Figure 2.- Immunomodulatory and immunogenic related molecules expression 7 days after CK5-
priming. Gene expression data are reported as mean (n=4) fold increase or decrease of CK5-

stimulated eBM-MSCs gene expression over unstimulated-control eBM-MSC.

Equine BM-MSCs viability after cytokine priming

Proliferation assay

1ol
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Proliferation data are presented in Figure 3.A. CK-exposed cells grew in a similar
manner to control cells: significant differences in the number of cells were not
observed between control and CK5-exposed cells and cell DT were similar between

control cells (3.071 + 1.316 days) and CK5-stimulated eBM-MSCs (3.280 + 1.307 days).

Apoptosis gene expression

Proapoptotic gene BCL2-Associated X Protein (BAX) was downregulated in CK5-
eBM-MSCs compared to control cells (P<0,005), whereas there were no significant
differences between control and stimulated cells for the anti-apoptotic gene BCL-2

(Figure 3.B).

Chromatin integrity

Percentage of normal cells (non-fragmented chromatin) and DNA damaged
cells (dispersed chromatin fragments) did not show significant differences between

control and CK5-eBM-MSCs samples (Figure 3.C).
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Figure 3.- Data from viability assays. A) Proliferation data is presented as mean (n=4) + SEM cell
count of CK5-stimulated and unstimulated-control eBM-MSCs at each time point. B) Gene
expression of apoptosis-related genes BAX and BCL-2 in control and CK5-exposed eBM-MSCs. Data
are reported as mean (n=4) fold increase or decrease of CK5-stimulated eBM-MSCs gene expression
over unstimulated-control eBM-MSC. C) Chromatin integrity assessment data is presented as
percentage of normal (non-fragmented DNA) and DNA damaged eBM-MSCs for both control and

CK5-stimulated samples.

Equine BM-MSCs differentiation after cytokine priming

Osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation were achieved in
control cells from all animals. Spontaneous differentiation was not observed in any of

the non-differentiated controls (Figure 4.A-B).

Osteogenic differentiation

Osteogenic differentiation was confirmed in both control and CK5-exposed
eBM-MSCs by positive staining of the calcium deposits with Alizarin Red (Figure 4.C-D).
Alkaline phosphatase (ALP) and Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) gene
expression was significantly higher (p<0.05) in both control- and CK5-differentiated

samples over their corresponding non-differentiated cells. In addition, expression of
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RUNX2 was significantly higher (p<0.05) in differentiated control-eBM-MSCs over
differentiated CK5-exposed cells (Figure 5.A.1-2)

Adipogenic differentiation

Lipid droplets were detected in both control- and CK5-exposed eBM-MSCs
under adipogenic induction by Qil red O staining (Figure 4.E-F). Lipoprotein lipase (LPL)
mRNA level was significantly higher only in differentiated CK5-eBM-MSCs over

correspondent non-differentiated cells (p<0.05) (Figure 5.B.1).

Chondrogenic differentiation

Chondrogenic phenotype was achieved by both control and CK5-exposed cells,
detected by positive blue staining of the extracellular matrix by Alcian Blue staining
and lacunae formation (Figure 4.G-H). Both aggrecan (ACAN) and collagen type Il alpha
| (COL2A1) showed similar level of mRNA relative expression in both differentiated
control- and CK5-eBM-MSCs (Figure 5.C).

Figure 4.- Staining for osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation of control and CK5-
stimulated eBM-MSC. Control (A) and CK5-stimulated (B) undifferentiated cells (magnification 4x);
Alizarin red staining of eBM-MSCs differentiated into osteoblast, control (C) and CK5-exposed (D); Qil
red O staining of eBM-MSCs differentiated into adipocytes, control (E) and CK5-exposed (F)
(magnification 10x); Alcian Blue staining of pellets from eBM-MSCs undergoing chondrogenic

differentiation, control (G) and CK5-exposed (H) (magnification 20x).
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Figure 5.- Gene expression results of tri-lineage differentiation assay. Results from osteogenesis
(A.1-2) and adipogenesis (B.1-2) are expressed as Mean + S.E.M (n=4) fold increase or decrease of
differentiated control eBM-MSCs (CTRL.DIF), non-differentiated CK5-exposed eBM-MSCs (CK5.NON-
DIF) and differentiated CK5-exposed eBM-MSCs (CK5.DIF) over control non-differentiated cells
(CTRL.NON-DIF). Results from chondrogenic assay (C) are presented as Mean + S.E.M (n=4) mRNA
relative expression of CTRL.DIF and CK5.DIF eBM-MSCs. (*=p<0.05; N.E=no expression).

Discussion

TNFa and IFNy synergistically induce eBM-MSC immunoregulatory abilities [10],
but certain cytokine concentrations and time of exposure also produce a decrease in
their proliferation and differentiation abilities [11]. Therefore, eBM-MSCs stimulation
with a lower cytokine dose and a shorter time of exposure was tested in order to reach
immunoregulatory induction without impairing viability and plasticity or increasing
immunogenicity. Concentration of cytokines was chosen from a previous report in

other species [3] and the time of exposure was set according to a preliminary assay.

Both cell-cell contact and paracrine signalling mechanisms are implied in the

immunoregulatory functions of MSCs [2]. The adhesion molecule VCAM-1participates
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in immunosuppression exerted by MSCs [15] and it was upregulated by CK5 priming,
supporting the participation of direct cell-contact pathways in the eBM-MSC
immunoregulatory mechanisms. Adhesion molecules are also related to MSC
recruitment and migration and these processes are particularly complex in
inflammatory environments, showing both enhancement [16] and impairment of this
ability [17]. The chemokine receptor CXCR4 participates in MSC migration in other
species [18], but this is not evident in equine MSCs according to our findings and
previous reports [10]. Paracrine signalling immunomodulation mechanism is mainly
governed by molecules such as IDO, iNOS, IL-6 and COX-2, eliciting different
mechanisms on immune cells [2], and TNFa and IFNy are reported as inductors of
these molecules by MSCs from different species and sources [19,20]. CK5-priming of
eBM-MSCs led to a significant increase in the expression of immunomodulatory
related genes, similarly to previous reports in equine species using higher cytokine
concentrations [10]. IL-10 and TGF-Bl could also participate in MSC immune
mechanisms [2,21], but other reports have shown that inflammatory exposure could
elicit different effects on these molecules, ranging from increases in their production
[22], no change of their expression/secretion [23] or even a significant reduction [24].
CK5-priming did not alter TGF-81 but downregulated /L-10 expression, similarly to
previous findings in eBM-MSCs stimulated with higher cytokine doses [10]. Since
immunoregulatory mechanisms can vary between different species and MSC sources
[20], a variety of factors could participate in the MSC immunosuppression
mechanisms. Our findings suggest that /L-10 and TGF-81 may not have a major role in
eBM-MSCs immunoregulation, whereas /DO, iNOS, IL-6 or COX-2 would be mainly
involved. Changes induced in eBM-MSC immunoregulatory related-gene expression by
CK5-priming confirmed that a lower dose and a shorter time of exposure to pro-
inflammatory cytokines can induce a similar enhancement in the eBM-MSC
immunomodulatory profile to that described using higher cytokine concentrations and

longer exposure [10].

Inflammatory environments could also produce a rise in MSC immunogenicity,
with adverse safety and efficacy implications for their allogeneic use. Allogeneic MSC

therapy is especially interesting when cell therapy is needed immediately or there are
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handicaps for autologous MSC use, such as aged and/or diseased patients [25,26].
Therefore, preservation of low immunogenicity after inflammatory stimulation is
important to allow safe MSC allogeneic transplantation. Inflammatory stimuli,
particularly IFNy, might induce MHC expression [5,27]. CK5-priming induced a
significant increase of MHC-II expression in eBM-MSCs, as it was observed with higher
doses and longer exposure [10]. Even so, IFNy-induced MHC upregulation may not lead
to an increase in immunogenicity because of the lack of co-stimulatory molecules
CD40, CD40L, CD80 and CD86 MSC expression, needed for antigenic recognition
[28,29]. Nevertheless, inflammatory conditions might upregulate CD40 expression in
human MSCs without affecting the expression of CD80, CD86 and CD40L [27,30]. In a
similar manner, CD40 significant upregulation was detected after CK5-priming.
However, absence of changes on co-stimulatory molecules CD80, CD86 and CD40L
expression, combined with the up-regulation of immunoregulatory molecules,
suggests that eBM-MSC might conserve their immune-evasive status after

inflammatory priming [31].

Immunoregulatory functions of MSCs might be improved by pro-inflammatory
cytokine priming, but how long are these changes maintained for after the stimulation
remains unknown. Our results showed that the overexpression of VCAM-I, IL-6, iINOS
and COX-2 achieved by CK5 priming were not maintained after 7 days. In the same
way, MHC-II upregulation did not remain after 7 days. These facts suggest that changes
induced by cytokine priming might be short-term events which may not remain for

long after the in vivo implantation.

Furthermore, TNFa and IFNy may synergistically induce apoptosis in murine
MSCs [8]. However, there are conflicting reports showing that these cytokines can also
promote human and murine MSCs proliferation [24,32]. CK5-priming did not alter the
regular growth of eBM-MSCs and relevant changes in the expression of genes involved
in apoptosis [33] or in chromatin integrity [34] were not induced. These findings

suggest that CK5-priming is well tolerated and does not hamper eBM-MSC viability.

Impairment of MSC differentiation ability by inflammatory environment has

been well documented [6]. TNFa inhibits RUNX2 expression in human and rat [7,35]
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and IFNy might prevent MSC osteogenesis in vivo in allogeneic implants in mice [36].
High level of TNFa leads to a reduction in PPARy expression by rat MSCs undergoing
adipogenesis [37] and might also impair the chondrogenesis of murine and rat MSCs
[6]. Possible mechanisms participating in the differentiation inhibition by inflammatory
environment have been described in human MSCs [38], but on the other hand, TNFa
might have osteogenic promotive effects. Indeed, TNFa enhanced human MSC
osteogenic differentiation as measured by increases in the ALP activity and matrix
mineralization [7], increasing Osteocalcin [39], RUNX2, Osterix and bone
morphogenetic protein 2 (BMP-2) expression [32]. In eBM-MSCs, adverse effects of
TNFa and IFNy exposure on tri-lineage differentiation have been reported when using
higher cytokine doses and exposure time [11]. Nevertheless, eBM-MSCs were able to
differentiate into the three lineages after CK5-priming. Previous studies describing
differentiation impairment generally used cytokine concentrations similar to those
used in this study, but these were added to culture medium along the differentiation
induction [6,7,35], whereas we pretreated cells and induced differentiation without
adding these cytokines. Other studies using cytokine pretreatment and subsequent
regular differentiation induction also reported negative effects, but these studies used
higher amounts of cytokines for priming MSCs [11,40]. In summary, the effect of
proinflammatory cytokines on MSC differentiation is considered detrimental, but
under certain conditions they can promote an enhanced effect. Our results suggest
that a short cytokine exposure with low doses is well tolerated by eBM-MSCs, without

abolishing their differentiation mechanisms or allowing its recovery after CK5-priming.

In conclusion, priming eBM-MSCs with 5 ng/ml of TNFa and IFNy for 12 hours
showed an upregulation of immunoregulatory related genes without a significant
increase of most of the immunogenic ones and without eBM-MSCs viability and
plasticity impairment. Since the inflammatory environment in a natural occurring
disease, like in equine joint injury, could be heterogeneous and may not consistently
induce changes in the immunoregulatory MSC profile [10], eBM-MSCs CK5-priming
enables this induction. The stimulation with TNFa and IFNy of MSC populations with
initially different immunosuppressive capacity increases regulatory ability to a similar

level, leading to homogenous MSC immunosuppressive capacity between different cell
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populations [41]. Consequently, prior ex vivo priming of eBM-MSCs could improve the
effectiveness of cellular therapy. In addition, immunogenicity, viability and plasticity of
eBM-MSCs after cytokine priming must be considered. Viability and differentiation
abilities of eBM-MSCs were preserved after CK5-priming. Furthermore, the possible
effect of up-regulated MHC-II might be attenuated by the lack of co-stimulatory
molecules and by the enhancement in the immunomodulatory expression profile by
eBM-MSCs. This work contributes to clarify the effects of inflammatory exposure on
eBM-MSC and constitutes a previous step to enhance their therapeutic use. Further
studies will be needed to clarify the effect of cytokine priming on the safety and

efficacy of eBM-MSCs.
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Supplementary material 1

Preliminary experiments were conducted in order to select the optimal time of exposure to cytokines.
Equine BM-MSCs used were the same as in the main experiment (n=4). Equine BM-MSCs were exposed
to 5ng/ml of TNFa and IFNy during 6h, 12h, 24h and 48h. 50ng/ml of TNFa and IFNy during 72 hours [1;
2] and basal medium were used as positive and negative controls, respectively.

Equine BM-MSCs were seeded at 5000 ceIIs/cm2 and expanded in basal medium at 372C and 5%CO,
allowing re-adjustments of conditions prior to initiating the assay. Then, eBM-MSCs were exposed in
triplicate to CK5-medium for 6h, 12h, 24h and 48h (different plates for each time-point) or to CK50-
medium (72h). Subsequently, eBM-MSCs were detached with 0.25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich) and
used for the different assays. After the exposure, gene expression of most relevant molecules implied in
MSC immunoregulation (/DO, iNOS, IL-6, COX-2), immunogenicity (MHC-I, MHC-II and CD40) and
apoptosis (BAX) was analyzed by RT-qPCR. Isolation of mRNA and cDNA retrotranscription from eBM-
MSCs samples were performed with the kit Cells-to-cDNA 1l (Ambion) according to manufacturer
indications. Cells were re-seeded at 5000 ceIIs/cm2 after exposure to control-, CK5- or CK50-media and
were allowed to expand in basal medium along 7 days. Subsequently, eBM-MSCs were detached with
trypsin and counted in a Neubauer chamber diluted 1:1 with the vital staining Trypan Blue. Cell doubling
time for each condition was calculated to assess the cell viability after different times of CK5 priming,
regarding negative and positive (CK50) controls. Methodologies for eBM-MSCs isolation, culture,
characterization, freezing, thawing, gene expression analysis and doubling time calculation are the same
as described in the Material and Methods section of the manuscript.

Expression of IDO and IL-6 was the highest at 12 hours. COX-2 and iNOS were also upregulated at this
time (Figure A, see below). MHC-I increased in a time-dependent fashion, whereas MHC-Il was
moderately upregulated up to 48h, with remarkable increase at 72h. CD40 was overexpressed at all time
points but the upregulation was lower at 12 hours (Figure B, see below). BAX was downregulated at 12h
(Figure C, see below). Cell doubling times were similar between control and CK treated cells, with
moderate decrease at 12h of exposure (Figure D, see below).

Twelve hours of cytokine priming resulted in the most suitable balance between changes induced in
immunoregulatory and immunogenicity related-gene expression and viability preservation, so it was set
as time of exposure.
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Supplementary material 2

Examples of the chromatin integrity assessment using double dying for remarking nuclei (red
fluorescence) and cytoplasm (green fluorescence). A) Normal (non-fragmented) equine BM-MSCs
showing compact and well-defined nuclei (red). Chromatin is un-fragmented and well compacted. B)
DNA damaged equine BM-MSCs showing a dispersion halo consisting of small fragments of chromatin
and reduced nuclei.
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Acute phase protein haptoglobin as inflammatory marker in serum and

synovial fluid in an equine model of arthritis

Laura Barrachina, Ana Rosa Remacha, Lourdes Soler, Natalia Garcia, Antonio Romero,
Francisco José Vazquez, Arantza Vitoria, Maria Angeles Alava, Fermin Lamprave,

Clementina Rodellar
Abstract

Acute phase proteins are useful inflammatory markers in horses. Haptoglobin
(Hp) serum level is increased in horses undergoing different inflammatory processes,
including arthritis. However, Hp concentration has not been assessed in inflammatory
synovial fluid (SF). The aim of the present study was to investigate the Hp response in
serum and SF in horses undergoing experimentally induced arthritis. For this purpose,
serum and SF samples were collected from 12 animals before amphotericin B-induced
arthritis was created (TO, healthy) and 15 days after the lesion induction (T1, joint
inflammation) and Hp was determined by single radial immunodiffusion. The Hp
increase between TO and T1 was significant in both serum and SF, and serum Hp
concentration at TO was significantly higher than in SF, but significant differences were
not found at T1, indicating a higher Hp increase in SF. A significant positive correlation
for Hp concentration between serum and SF samples was found. These results
highlight the potential usefulness of Hp as inflammatory marker in horses, showing for

the first time the increase of Hp in SF from joint inflammation in the horse.
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Introduction

The clinical signs of inflammation are not always obvious, so several
hematological and biochemical parameters are needed to reveal and monitor an
inflammatory status. Different inflammatory markers can be used with different
sensitivities depending on the site and the stage of inflammation (Ray, 1996). Acute
phase proteins (APPs) are potential indicators of the presence, degree and evolution of
inflammation. Therefore, some of them are considered as potential useful diagnostic,
prognostic and monitoring tools in horses presenting different diseases (Pihl et al.,
2013; Canisso et al., 2014; Cray and Belgrave, 2014; Pihl et al., 2015; Westerman et al.,
2015).

Serum amyloid A (SAA) is considered as a major APP in horses and it quickly
increases to very high values when inflammatory signal starts (Jacobsen and Andersen,
2007). Haptoglobin (Hp) is considered as a minor/moderate APP in the horse, with
slower rise, but which remains elevated for longer (Taira et al.,, 1992). In heaves-
affected horses, Hp is a marker of both acute and chronic systemic inflammation
(Lavoie-Lamoureux et al., 2012) and a significantly higher level of Hp expression was
observed in samples acquired from clinically abnormal horses whose clinical signs
lasted for 7 days or longer than from those who presented clinical signs during shorter
times (Cray and Belgrave, 2014). This makes Hp a potential tool for monitoring long-

term inflammation.

Haptoglobin level in serum has been determined in normal horses and in horses
undergoing different pathologies or stressful conditions (Taira et al., 1992; Lavoie-
Lamoureux et al., 2012; Cray and Belgrave, 2014; Dondi et al., 2015; Leclere et al.,
2015).

The APPs can also be measured in several body fluids to approach to local
inflammatory status (Okino et al., 2006; Akerstedt et al., 2009) and some APPs, mainly
SAA, have been studied in equine synovial fluid (SF) from healthy and pathologic joints
(Jacobsen et al., 2006a; Jacobsen et al., 2006b). Haptoglobin has been measured in
peritoneal fluid from healthy horses and from horses with abdominal pain (Pihl et al.,

2013) and in serum from horses undergoing amphotericin B-induced arthritis (Hulten
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et al., 2002), but to our knowledge it has not been studied in inflammatory SF. Since
Hp is raising interest because of their potential clinical utility, enlarging the knowledge
about its level in SF in normal and inflamed joints seems mandatory. Therefore, the
aim of this study was to assess the response of the Hp level in serum and SF during an

induced arthritis in horses.
Material and Methods
Animals

The arthritis model was not exclusively induced for developing the present
study, but biological samples were granted from animals enrolled in a lameness
experimental procedure. Serum and SF samples were obtained from 12 Shetland
ponies geldings (weight 100-150 kg, aged 3-5 years). All animals were determined to
be in good health based on clinical and hematologic examination at the beginning of
the experiment. Absence of musculoskeletal abnormalities in the radio-carpal joints
was determined by clinical and radiological examination and SF analysis of total
protein (TP) and total white cells count (WCC). All procedures were carried out under
Project License (Pl 31/11) approved by the in-house Ethic Committee for Animal
Experiments from the University of Zaragoza. The care and use of animals were
performed in accordance with the Spanish Policy for Animal Protection RD53/2013,
which meets the European Union Directive 2010/63 on the protection of animals used

for experimental and other scientific purposes.

In order to prior establish the reactivity of the Hp antisera for validating the
assay, samples of equine serum and SF were used. These samples were obtained for
diagnostic purposes from five equine patients (H1-H5) of the Veterinary Hospital of the
University of Zaragoza undergoing different acute processes (such as surgical or
medical colic, or natural-occurring joint disease) and they were granted to this project

with the owner consent.

Study design

Arthritis was induced in one radio-carpal joint of each animal. Serum and SF

were collected before (TO, pre-lesion) and at 15 days after the arthritis induction (T1).
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Determination of WCC and TP was carried out in every SF sample at both times.
Concentration of Hp was measured in serum and SF samples from both times to
determine their range values in healthy joint status (TO) and in active join inflammation

(T1).

Since Hulten et al. (2002) described the Hp response in serum in horses
undergoing the same arthritis model up to 15 days, we set this time for the
determination of the Hp response in both serum and SF. As commented above,
biological samples were granted from other experimental procedure, so the times
analyzed in our study were the same than those used for sampling in that study.

Arthrocentesis or blood collection was not performed between TO and T1.
Induction of arthritis

One carpus from each animal was randomly assigned and the area was clipped
and aseptically prepared. The animals were sedated with 0.04 mg/kg IV of romifidine
(Sedivet, Boehringer Ingelheim) and 0.02 mg/kg IV of butorphanol (Torbugesic, Zoetis).
Twenty five mg of amphotericin-B (Sigma-Aldrich) were diluted in 3 mL of sterile water
(Gibco) and IA injected (Hulten et al., 2002; Mokbel et al., 2011). Animals did not
receive any anti-inflammatory drug which could interfere with the development of the

joint inflammation.
Clinical assessment

Clinical assessment was carried out throughout 15 days post-arthritis induction.
Evidence of joint distention and joint heat was assessed visually and by palpation and
static and dynamical lameness examinations were performed. General health status,

heart rate (HR), respiratory rate (RR) and rectal temperature were daily recorded.

Analgesia was provided by butorphanol at 0.1 mg/kg IV (Peloso et al., 1993)
since inflammatory signs started and every 8 hours during 3 days after lesion
induction. If animals presented HR >60, RR >48 or >38.82C within the analgesia
administration interval, additional dose of butorphanol was provided. If insufficient,
perineural block of the median, radial and ulnar nerves would be performed with

bupivacaine 0.5% (Braun).
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Collection of serum and synovial fluid

Five mL of blood were collected from the jugular vein in tubes without additives
(BD) prior to the arthritis induction (T0) and 15 days after the induction (T1). 0.5 -1 mL
of SF was collected through aseptic arthrocentesis of the radio-carpal joint before
amphotericin-B administration (T0), and 15 days after the creation of the lesion (T1).

SF samples were collected in EDTA tubes (BD).

Blood and SF samples were centrifuged at 3000 g for 15 min and serum and SF
supernatant were obtained and stored at -802C until they were used for Hp
determination. An aliquot of each SF sample was used to determine the WCC and the

TP values prior to cryopreserve the samples.
White cells count and total protein determination in SF samples

Total protein values were measured by refractometry (Korenek et al., 1992)
using a RHB-32 Hand-held brix refractometer (Spectrum Technologies). White cells
count (cells/pL) was carried out using the Neubauer chamber diluting SF 1/10 in 0.3%
NaCl solution. Joints with SF values of TP <20 mg/mL and WCC <500 cells/uL at TO were
considered as healthy. Synovial fluid samples with WCC>1.500 cells/uL and TP>20

mg/mL were considered as inflammatory (Kevin Corley, 2008 ).

Determination of haptoglobin concentration in serum and synovial fluid

Haptoglobin was measured by single radial immunodiffusion (SRID) in 1%
agarose gel containing rabbit polyclonal antisera against Hp. Antisera against Hp were
raised by injection in rabbits of the purified protein as immunogen as previously
described (Lampreave et al., 1994). Serum and SF samples were respectively diluted
1:40 and 1:10 prior to analysis and SRID was performed as previously described
(Pineiro et al., 2007; Soler et al., 2016). Precipitin rings were measured using a Peak
Scale Loupe 10X (Minimum Scale Division: 0,1 mm). Reactivity for equine species
against the antisera was previously tested by Western Blott and immunodiffusion by
using the samples granted from equine patients (Supplementary material 1).
Commercial equine Hp (Mybiosources) was used as standard to construct a standard

curve with serial dilutions. Standard covered the range from 0,011 to 0,141 mg/mL of
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Hp. Intra-assay coefficients of variance (CV) were established lower than 6% and 4% at
concentrations of 0,036 mg/mL Hp in sera and 0,038 mg/mL in SF (n=8). Inter-assays
(n=5) lower than 4% were determined at 0,071 and 0,035 mg/mL Hp concentration of
the samples. The limit of quantification (LoQ) was set at 0,011 mg/mL giving CV < 10%
and bias <5%, by dilution of one sample of known Hp concentration. All measurements
below the LoQ were assigned the value of the LoQ for statistical calculations, as it was

done in a similar study (Pihl et al., 2013).
Statistical analysis

Data of Hp concentration in serum and SF were evaluated using standard
descriptive statistics and reported as mean + standard error (SE) and range (minimum-
maximum). Data showed a normal distribution as shown by the Shapiro-Wilk
normality test. The Student’s t test paired was used to analyze the differences in Hp
level between TO and T1, separately for serum (n=12) and SF (n=12). Differences
between Hp concentration in serum and SF at each time (TO, T1) were analyzed by
unpaired Student’s t test. Correlation between Hp concentration in serum and SF was
evaluated by calculating the Pearson correlation coefficient. Significance level was set

at P<0.05 for all analyses.
Results and Discussion

Several previous reports have described the serum Hp concentration in health
and in different disease conditions in horses (Taira et al., 1992; Pihl et al., 2013; Cray
and Belgrave, 2014; Dondi et al., 2015; Westerman et al., 2015), but to our knowledge,
this is the first time that the concentration of Hp is determined in SF from ponies

undergoing experimentally-induced joint inflammation.

Clinical data are presented in Fig. 1. All horses developed severe lameness with
marked joint effusion and joint heat within 6 hours following amphotericin-B injection,
which progressively decreased after 24-48h. The HR, RR and rectal temperature
peaked at 24 hours and were progressively reduced and normalized by 48-72h. By day
15 post-lesion induction (T1), systemic signs were absent and only local signs were

present, characterized by moderate effusion, carpal heat and mild lameness. Clinical
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data from our study was similar to previous reports using the same arthritis model

(Suominen et al., 1999; Hulten et al., 2002).
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Fig.1.- Clinical parameters measured along 15 days post-arthritis induction. At each time-point,

Mean * SD are provided for: A) Heart rate, B) Respiratory rate, C) Rectal temperature (2C).

Total protein and WCC values in SF samples are presented in Table 1. The TP
and WCC values confirmed the healthy joint status before initiating the experiment
(TO). At T1, high increase of TP value and moderate increase in WCC, together with the
clinical findings, confirmed the joint inflammation. These results were similar to
previous reports using the same amphotericin B-induced arthritis model (Peloso et al.,

1993; Hulten et al., 2002; Schleining et al., 2008).

Synovial Fluid WCC (cells/uL) TP (mg/mL)

Healthy (TO, pre-lesion) 367 + 354 16.8+3.3

Inflammation (T1, 15 days
2138 +1876 72.0+19.3
post-lesion)

Table 1.- Mean + SE values of white cells count (WCC) and total protein (TP) in healthy (TO) and

inflammatory (T1) synovial fluid (n=12).

The mean * SE and the range of Hp concentration in serum and SF samples
from TO and T1 are presented in Table 2. The range of Hp in serum from healthy ponies
obtained in this study was similar to previous reported ranges, but slight variation

exists probably due to different methodologies used and animal characteristics (Taira

185



1V. RESULTADOS Y DISCUSION: MANUSCRITO IV

et al., 1992). Taira et al. (1992) reported a range of 0.65-3.73 mg/mL, Pihl et al. (2013)
provided a range of 0.49-4.43 mg/ml and Cray and Belgrave (2014) showed a range of
0.27-2.45 mg/mL, whereas other authors considered slightly lower ranges, such as
0.42-1.70 mg/mL (Hulten et al., 2002), 0.30-1.00 mg/mL (Dondi et al., 2015), or 0.28-
0.50 mg/mL (Westerman et al., 2015).

Haptoglobin Serum (mg/mL) SF (mg/mL) Serum vs SF (p value)
Healthy (T0, pre-lesion) 1.06 £ 0.23 0.17£0.05 p=0.0021
(0.016 —3.01) (0.016 — 0.48) (**)
Inflammation (T1, 15 days 243 +0.94 1.89 +0.15 ot
post-lesion) (1.22 - 4.29) (0.83 - 2.53) p=5
Serum TO-T1 increase
T0vs T1 b <0.0001 b <0.0001 vs SF TO-T1 increase
(**%) (**%) 0 <0.0001
(p value) (*%*)

Table 2.- Mean + SE values and range (minimum — maximum) of haptoglobin concentration in
healthy (TO) and inflammatory (T1) serum and synovial fluid (SF) (n=12). Significant differences
between serum and SF values, between TO and T1 values, and between serum and SF TO-T1

increases are presented in the table (** = p<0.01; *** = p<0.001).

The increase in Hp concentration between TO and T1 was greatly significant in
both serum and SF samples (P < 0.0001), but the Hp increase was significantly higher in
SF than in serum (p<0.0001). A study using the same arthritis model reported an Hp
serum increase within the 48—96 hours post-arthritis induction, with peak level at 96h,
which returned to baseline by day 15 after lesion (Hulten et al., 2002). However, in our
experimental conditions, the serum Hp level remained significantly higher from
baseline by this time. The reason for the different duration of joint inflammation in the
two studies could not be determined, but it might be due to the administration of an
anti-inflammatory drug in the study of Hulten et al. (2002), or to intrinsic
characteristics of the animals used (Taira et al., 1992). Our results indicate that
amphotericin B-induced arthritis leads to an Hp rise in both serum and SF that can be
maintained elevated up to 15 days, for longer than the previously reported (Hulten et

al., 2002).
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The Hp concentration was significantly higher in serum than in SF samples at TO
(P=0.0021), but significant differences were not found between serum and SF values at
T1 (P = 0.111), indicating that Hp concentration in SF is closer to the serum Hp level
during the inflammation. It has been suggested that APPs in SF are most probably of
hepatic origin (Havenaar et al., 1997), so this finding could be due to blood
contamination during arthrocentesis, since the synovium vascularity is augmented
during inflammation, or to the increased permeability of equine synovial membrane
during the inflammation (Hardy et al., 1998), which would allow the passage of Hp
synthetized in the liver. On the other hand, this increase may be due to local synthesis
of Hp by the inflamed articular tissues. Gene expression and protein production of SAA
by synovial tissue and chondrocytes from humans with rheumatoid arthritis has been
reported (Kumon et al., 1999; O'Hara et al., 2000; Vallon et al., 2001). In horses, SAA
isoforms which are not present in serum have been found in SF, suggesting the local
synthesis of this APP (Jacobsen et al., 2006a; Jacobsen et al., 2006b). Haptoglobin is
also expressed by arthritic tissues in rat (Smeets et al.,, 2003) and in human SF from
juvenile idiopathic arthritis (Rosenkranz et al., 2010), suggesting that Hp can be locally
produced in inflamed joints. The results obtained in this study cannot confirm the
origin of the SF Hp increase, but the authors hypothesize that it could be derived from
both hepatic and intra-articular sources discussed above, might also involving
unknown factors. More research is needed to clarify the origin of the SF Hp increase,

but these findings support the potential of Hp as inflammatory marker in equine SF.

The determination of Pearson coefficient demonstrated a significant (P=0.0043)
positive correlation (r = 0.610) between serum and SF Hp concentration (Fig. 2). The
correlation between SF and serum concentration is established for SAA in horses
(Jacobsen et al., 2006b), as we have also shown for Hp for the first time. However,
further research is needed to clarify if systemic Hp could be used for monitoring joint
inflammation: despite the significant and positive correlation found, the r value is
moderate and, in addition, other systemic factors could go clinically unnoticed but be

influencing the serum Hp value.
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SF Hp (mg/mL)

Serum Hp (mg/mL)

Fig. 2.- Correlation plot of the concentration of haptoglobin (Hp) in paired serum and synovial fluid
(SF) samples from ponies (n=12) before and after undergoing experimental arthritis induction. The

Pearson's correlation coefficient was 0.610 (p = 0.0043).

The present study shows the Hp increase in both serum and SF in an equine
arthritis model. This work enlarges the existing data about Hp concentration in serum
in healthy and pathologic conditions. In addition, provides new data about dynamics of
Hp in SF and shows positive correlation between SF and serum Hp concentrations in a
model of equine joint inflammation. All of this leads to the interest of Hp as
inflammatory marker in equine serum and SF which is maintained for longer times

than others APPs.
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Abstract

Immunomodulatory properties of mesenchymal stem cells (MSCs) play a major
role in the beneficial effects seen in osteoarthritis (OA) treatment. The enhancement
of this ability through inflammatory priming could be a suitable therapeutic strategy,
but the possible increase in their immunogenicity must be considered. The aim of this
study was to assess the use of repeat administrations of allogeneic MSC-naive and
MSC primed with TNFa and IFNy in an equine OA model. Lesion was induced in one
radio-carpal joint of 18 horses and they were divided into three groups: MSC-naive
(n=7), MSC-primed (n=7) and control (n=4), receiving two injections of unstimulated
MSCs (MSC-naive), stimulated MSCs (MSC-primed) or vehicle substance (control). Four
months later, contralateral joint of each animal was subjected to the same procedure.
Clinical, synovial, radiological and ultrasonographic follow-up was carried out. At six
months, animals were euthanized and both carpi (two and six months of progression)
were assessed by magnetic resonance imaging, gross anatomy, and gene expression.
Clinical and synovial assessments revealed quicker improvement of the treated groups,
whereas imaging techniques did not provide differences between groups. Slight
transient inflammatory reaction was observed after the second injection of MSC-
primed. Gross anatomy showed better cartilage surface appearance in both treated
groups, especially at two months. Gene expression revealed enhanced anti-
inflammatory and regulatory effects of MSC-primed, mainly at two months. In
conclusion, MSC therapeutic benefit has been observed mainly at short-term, without
huge differences between MSC-naive and MSC-primed but suggesting increased
regulatory effects of the MSC-primed. Further research is needed to clarify these
effects and immunogenicity implications, but MSC-priming appears to be a promising

strategy.
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Introduction

Due to the high incidence of osteoarthritis (OA) in both horses and humans and
to the lack of effective treatments, it has been a raise in the interest of regenerative
therapies such as mesenchymal stem cells (MSCs) for treating this pathology (Freitag
et al., 2016). The use of MSCs in equine models of OA has provided encouraging
results, but some key questions remain unanswered and further investigation is
needed (reviewed in Colbath et al.,, 2016). The therapeutic benefit of MSCs in joint
pathologies is considered to be mainly elicited by paracrine mechanisms through their
trophic effects and immune regulatory properties, since their engraftment in cartilage
appears to be low (Murphy et al., 2003; Barry and Murphy, 2013). It has been shown in
MSCs from different species, including the horse, that the induction of their immune
regulatory profile requires inflammatory priming (Cuerquis et al., 2014; Barrachina et
al., 2017). The joint inflammatory environment could be highly variable between
patients even within the same pathology group (Leijs et al., 2012), so inflammatory
priming prior to the administration could be a suitable approach to enhance the
therapeutic benefit of MSCs (Cuerquis et al., 2014). Recently, the use of IFNy-
stimulated equine MSCs in a mouse model of arthritis showed enhanced effects
compared to the unstimulated MSCs, suggesting the potential therapeutic value of this

strategy (Maumus et al., 2016).

However, MSC inflammatory priming can also lead to a raise in MHC expression
and to a decrease in viability and differentiation potential (Chan et al., 2008; Lacey et
al., 2009; Wang et al., 2013). Priming equine bone marrow derived MSCs (BM-MSCs)
with 5ng/ml of TNFa and IFNy during 12h induced their immunomodulatory profile
without affecting viability and differentiation potential, but led to MHC-II expression
(Barrachina et al., 2017). Immunogenicity of MSCs is a concern for their allogeneic
application (Consentius et al., 2015), but the potential advantages lead to the interest
on this strategy (Chen and Tuan, 2008). The intraarticular (IA) administration of
allogeneic MSCs into equine healthy joints appears to be safe (Carrade et al., 2011;
Pigott et al., 20133, Pigott et al., 2013b; Ardanaz et al., 2016) and several studies also
showed their safety in equine naturally-diseased joints (Broeckx et al., 2014a; Broeckx

et al., 2014b). Repeat IA administrations of allogeneic MSCs provided enhanced

194



1V. RESULTADOS Y DISCUSION. MANUSCRITO V

therapeutic benefit in a porcine model (Hatsushika et al., 2014) and the use of repeat
doses of allogeneic MSCs pooled from several donors is clinically safe in the equine
healthy joint (Ardanaz et al., 2016). However, repeat IA administration of allogeneic

MSCs in pathologic joints in the horse has not been reported.

Therefore, the aim of this study was to assess the use of repeat injections of
allogeneic donor-pooled BM-MSCs, naives or primed with TNFa and IFNy, in an equine
model of OA in order to evaluate the safety and effectiveness of this strategy for

improving joint cellular therapies.

Material and Methods

Study design

BM-MSCs were obtained from animals in the control group (n=4) prior to
initiating the study. Arthritis was induced (time 0) in one randomly assigned radio-
carpal joint of each animal through IA injection of Amphotericin-B. Animals received
two injections of corresponding substance: naive allogeneic pooled BM-MSCs (MSC-
naive group, n=7), primed allogeneic pooled BM-MSCs (MSC-primed group, n=7) or
Lactate’s Ringer Solution (LRS) (control group, n=4). Injections were performed on
weeks 2 and 5 after the lesion induction and serial clinical, synovial, ultrasonographic
and radiologic assessments were carried out weekly until two months after lesion
induction. Four months post-lesion, the contralateral radio-carpal joint of each animal
was subjected to the same corresponding procedure. Six months since the beginning
of the study (two months after the second lesion induction), animals were euthanized.
Magnetic resonance imaging (MRI), gross anatomy and gene expression of cartilage
and synovial membrane were assessed post-mortem (Figure 1). This study design
aimed to carry out a paired evaluation of two different end-points (two and six
months) without duplicating the number of animals, since the migration of IA injected
MSCs from one joint to another appears to be unlikely (Becerra et al., 2013; Horie et

al., 2009).
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Figure 1: Schematic representation of the study design

Animals

Eighteen animals (Shetland ponies, geldings, 3-7 years, 100-165 kg) in good
health status and free of joint pathology in their radio-carpal joints were included in
this study and divided into 3 groups. Seven animals (n=7) received naive allogeneic
pooled BM-MSCs (MSC-naive group) and other seven animals (n=7) received primed
allogeneic pooled BM-MSCs (MSC-primed group). Animals in the control group (n=4)
received the same injections of LRS and were used as donors of allogeneic BM-MSCs.
All procedures were carried out under Project License (Pl 31/11) approved by the in-
house Ethic Committee for Animal Experiments from the University of Zaragoza. The
care and use of animals were performed in accordance with the Spanish Policy for
Animal Protection RD53/2013, which meets the European Union Directive 2010/63 on

the protection of animals used for experimental and other scientific purposes.
Equine BM-MSCs isolation, characterization and culture

Animals from control group (n=4) were sedated with 0.04 mg/kg IV romifidine

(Sedivet, Boehringer-Ingelheim) and 0.02 mg/kg IV butorphanol (Torbugesic, Pfizer)
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and 20-30 mL of bone marrow (BM) were collected from sternum in heparinized
syringes by using a Jamshidi needle. Procedures for MSC isolation, culture,
characterization and freezing were performed as previously described (Ranera et al.,
2011). Briefly, BM was layered over Lymphoprep (Atom) and centrifuged for harvesting
nucleated cells. Cells were cultured in basal medium, consisting of low glucose
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS), 1% glutamine and 1% streptomycin/penicillin (all from Sigma-Aldrich) at
37°C, 5% CO, and passaged when confluent by treating with 0.25% trypsin-EDTA
(Sigma-Aldrich). Cells were characterized at passage 3 by flow cytometry and RT-qPCR
analyses of the markers CD90, CD105, CD44, CD73, CD34, CD45, MHC-I and MHC-Il and
by their tri-lineage differentiation potential. Subsequently, cells were frozen in

90%FBS-10%DMSO (Sigma-Aldrich) medium and stored at -802C until their use.

Lesion induction

Animals were sedated as described above and carpi were aseptically prepared.
Twenty-five mg of Amphotericin-B diluted in 3 mL of sterile water (Gibco) were 1A
injected through aseptic arthrocentesis in one radio-carpal joint of each animal, as
previously described (Hulten et al.,, 2002; Barrachina et al.,, 2016b). The same
procedure was repeated four months later in the contralateral radio-carpal joints.
Animals did not receive any anti-inflammatory drug that could have interfered with the
development of the arthritis. Analgesia was provided as previously described
(Barrachina et al., 2016b). Briefly, 0.1 mg/kg IV butorphanol were administered since
inflammatory signs started and every 8 hours during 3 days after lesion induction. If
animals presented HR>60, RR>48 or rectal temperature>38.82C within the 8h interval,
additional dose of butorphanol was provided. If insufficient, perineural block of the
median, radial and ulnar nerves would be performed with bupivacaine 0.5% (Braun).
Animals were located in boxes during 15 days after lesion induction and subsequently
placed in paddocks allowing free movement. Additionally, animals were maintained in
boxes the 24h following each injection in order to carefully monitor any adverse

reaction.

Preparation and administration of injections
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BM-MSCs were thawed 7 days before each administration and cultured in the
basal medium described above until the moment of the administration. BM-MSCs for
the MSC-primed group were exposed to 5ng/mL of TNFa and 5ng/mL of IFNy added to
the basal culture medium during 12h (Barrachina et al., 2017) before the
administration. BM-MSCs from the four donors were mixed in the same proportion
and washed three times with PBS and three times with LRS. Subsequently, 10-10°
(containing approximately 2.5-10° cells from each donor) of naive or primed BM-MSCs
were suspended in 2mL of LRS and IA administered to corresponding animals. Horses

from control group received the same volume of LRS.

The effects of this priming protocol on immunomodulatory and immunogenic
profiles, viability and differentiation of equine BM-MSCs were already described in a
previous report of our group (Barrachina et al., 2017). The BM-MSCs used in that study
were exactly the same (same donors, same passage and same culture conditions) than

those used in the present in vivo study.
Clinical assessment

General health status, HR, RR and rectal temperature were recorded every 8h
throughout 15 days post-lesion induction. Along the experiment, lameness
examinations were performed according to the American Association of Equine
Practitioners (Anonymous, 1991), including carpal flexion test, and a global lameness
score was assigned to each forelimb. Joint inflammation was monitored by
determining the carpal circumference and the local heat with a non-contact infrared
laser thermometer (Thermolab). This complete clinical exam was performed before
the creation of the lesion (time 0), weekly until the second injection (week 5), and 10
and 20 days later. The second lesion was subjected to the same procedure.
Additionally, clinical exam was performed at 24h after every injection. Both forelimbs
were simultaneously assessed at four months (time 0 of second lesion) and at six

months (end of the study).

Synovial fluid assessment
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0.5-1 mL of synovial fluid (SF) from each radio-carpal joint was collected in
EDTA tubes before lesion induction (time 0), weekly until the second injection (week
5), and on days 10 and 20 after second injection. Both carpi of each animal underwent
arthrocentesis at the end of the study. Total protein (TP) was determined by using a
RHB-32 Hand-held brix refractometer (Spectrum Technologies), total white cells count
(tWCC) was recorded by using a hemocytometer chamber and cytological examination
was carried out in Diff-Quick stained smears to report the percentage of neutrophils,

lymphocytes and macrophages.
Haptoglobin determination in serum and SF

Aliquots of SF were centrifuged at 3000g/15min and the supernatant was
stored at -802C until haptoglobin (Hp) was determined. In addition, 5 mL of blood from
each animal were collected into tubes without additives at the same time-points as SF.
Blood was centrifuged at 3000g/15 min and serum was stored at -802C. Haptoglobin
was determined in serum and SF supernatant following the methodology previously
described (Barrachina et al., 2016b). Briefly, serum and SF samples were diluted and
single radial immunodiffusion was carried out in 1% agarose gel containing rabbit
polyclonal antisera against Hp. Precipitin rings were measured with a Peak Scale Loupe
(10X) and Hp concentration was obtained by using a standard curve with serial

dilutions of commercial equine Hp (Mybiosources).
Ultrasonography and radiology

Ultrasonography was performed at the same time-points as SF collection.
Radiographies were taken on time O (pre-lesion), week 2 (pre-treatment) and at two
months after lesion. In addition, four and six months were used in the first lesion. For
ultrasound exam, an ultrasonographic machine Zonare Z One (Zonare, Inc.) with a 5-14
MHz linear transducer and an ultrasonographic pad were used. The transducer was
transversally placed on the dorsal aspect of the carpus, slightly lateral, at the level of
the radio-carpal joint. Images were taken for assessing soft tissues surrounding the
joint, the thickness of the joint capsule, joint effusion, and articular surface of

radiocarpal and intermediate carpal bones (Tnibar et al., 1993).
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Dorso-palmar radiologic images were taken using an X-ray generator Orange
8016 HF (M&I Globaltech) and 24 x 30 cm plates FCR Fuji IP Cassette type CC (Fujifilm)
and processed using a FCR Prima CR-IR 391RU computerized radiology system
(Fujifilm). Factors were set at 60 kv and 5 mAs with a focal distance of 60 cm. Four
expertise evaluators, blinded for the treatment received and the time-point, assessed
together the images and assigned a score to each one by consensus agreement by
using the subjective ordinal scale presented in Table 1 (adapted from Mokbel et al.,

2011).

Score Description
0 Normal

Slight joint space narrowing
1 and/or
Slight bone remodeling in articular margins (no osteolysis)

Mild joint space narrowing
2 and
Mild bone remodeling in articular margins (no osteolysis)

Moderate joint space narrowing
3 and
Mild bone remodeling in articular margins (no osteolysis)

Moderate joint space narrowing
4 and/or
Moderate bone remodeling in articular margins (with/without osteolysis)

Severe joint space narrowing
5 and
Moderate bone remodeling in articular margins (with/without osteolysis)

Severe joint space narrowing
6 and
Severe bone remodeling in articular margins (with osteolysis)

Table 1.- Scoring system used for radiologic images assessment, based on a subjective ordinal scale
adapted from Mokbel et al., 2011.

Magnetic resonance imaging

At 6 months after the beginning of the study, horses were sedated as described
above and subsequently euthanized with 200 mg/kg IV of sodium pentobarbital
(Euthasol, Esteve). Forelimbs were cut at the proximal one-third of the radius and both
carpi from four animals of each group were subjected to MRI analysis by using an AIRIS
[I-1 0.3T MRI unit (Hitachi) and a knee coil. T2* gradient echo (GE) and fat suppression
(FS) sequences were used for coronal and sagittal planes images acquisition.

Sequences details are presented in Table 2. Two expertise observers, blinded for the
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treatment received and the end-point, assessed together all the complete sequences
and assigned by consensus agreement a value from 0 (normal) to 4 (severely
abnormal) to each carpus for the following parameters: osteophyte formation,
synovial effusion, osseous edema and subchondral bone affectation (adapted from

Mcllwraith et al., 2011).

o Slice thickness Slice Gap
Sequence Plane TE (ms) TR (ms) FA (°) (mm) (mm)
T2* GE Sagittal 13.0 420.0 30° 3.0 0.5
*

T27£5 Coronal 114 430.0 30° 35 1.0
Echo 1

T2*FS .

Echo 2 Coronal 22.8 430.0 30 35 1.0

Table 2.- Magnetic resonance imaging (MRI) parameters. TE, echo time; TR, repetition time; FA, flip
angle; FS, fat suppression; GE, gradient echo.

Gross anatomy

Immediately after MRI examination, all radiocarpal joints were subjected to
gross anatomy assessment and samples of cartilage and synovial membrane were
collected for gene expression analysis. Gross anatomy was assessed by consensus
agreement between four expertise evaluators blinded for the treatment and the end-
point by using a subjective ordinal scale adapted from the OARSI recommendations

(Mcllwraith et al., 2010) (Table 3).

Score Description

0 Normal

Focal and superficial small size lesions, presenting one or several of the following findings:
- Discoloration

- Swelling/fibrillation

- Very superficial erosion

Presence of only one of the following findings:
2 - Extensive superficial lesions as described in score 1 (discoloration, swelling/fibrillation)
- Focal partial-thickness erosion

Simultaneous presence of the findings decribed in score 2:
3 - Extensive superficial lesions as described in score 1 (discoloration, swelling/fibrillation)
- Focal partial-thickness erosion

4 Extensive partial-thickness erosion and/or full-thickness erosion

Table 3.- Gross anatomy scoring system based on a subjective ordinal scale adapted from the OARSI
recommendations (Mcllwraith et al., 2010).
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Gene expression

Immediately after gross anatomy examination, samples for gene expression
analysis were collected from all joints. A piece of synovial membrane together with
fibrous capsule was collected from the dorsal aspect of each joint. Slices of full-
thickness cartilage were collected from different areas, including the medial aspect of
the radio carpal bone and the medial aspect of the distal radius and from other areas
where maximal injury was detected. The sampling protocol was built according to the
recommendations of the OARSI (Aigner et al., 2010). Samples were rapidly frozen in
liquid nitrogen and stored at -802C. RNA was isolated from joint samples by using the
Trizol (Qiagen)/Chloroform/Isopropanol protocol (Chou et al.,, 2013). The kit DNAse
Turbo (Ambion) was used to remove genomic DNA and cDNA synthesis was carried out
using the SuperScript Il System (Life Technologies), following the manufacturer’s
instructions. The expression of genes related to extracellular matrix (ECM) production,
destruction/remodeling and joint inflammation (Table 4) were analyzed by RT-qPCR.
Reactions were performed in triplicate using the Fast SYBR Green Master Mix and the
StepOne Real Time PCR System device (Applied Biosystems). A normalization factor
was calculated as the geometric mean of the quantity of two housekeeping genes
(GAPDH and B2M) (Kolm et al., 2006) and the gene expression levels were determined

by the comparative AACt method.

Amplicon

Gene Accesion number Primer sequence (5-3’) .
size (bp)

House-keeping

F:GGCAAGTTCCATGGCACAGT
GAPDH NM_001163856 R:CACAACATATTCAGCACCAGCAT 128

F: TCGTCCTGCTCGGGCTACT
B2M NM_001082502.2 R: ATTCTCTGCTGGGTGACGTGA 102

Genes related with articular cartilage ECM production

F: ACACAGAGGTTTCAGTGGTTTGG
coLial AF034691 R: CACCATGGCTACCAGGTTCAC 8

F: TTAGACGCCATGAAGGTTTTCTG
COL2AL XM_005611082.1 R: CTCTTGCTGCTCCACCAGTTCT 101

F: CTACGACGCCATCTGCTACA
ACAN AF019756 R: ACCGTCTGGATGGTGATGTC %
F: GGCGACGCGCAAATAGA

COMP AF325902 R: GCCATTGAAGGCCGTGTAA 111
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Amplicon

Gene Accesion number Primer sequence (5-3’) .
size (bp)

Genes related with articular cartilage ECM degradation/remodeling

F: TGATGTGACTGGCATTCAATCC
MMP-3 NM_001082495 R: ATCGCACATGGCTAGTGTTCCA 112

F: CCGAACCCTAAACATCCCAAA
MMP-13 NM_001081804 R: GATGTAGGCGCCAGAAGAATCT 121

F: GAATGCAAGATCACGCGCT
TiMp-2 XM_005597879.1 R: TGCCCGTTGATGTTCTTCTCT 1ot

Inflammatory mediators and growth factors

. F: CCAACAATGGCAACATCAGGT
INOS AY027883 R: TGAGCATTCCAGATCCGGA 85

F: GTTTGCATTTTTTGCCCAGC
COX-2 AB041771 R: ACTTAAATCCACCCCGTGACC 108

F: CATGTTGTAGCAAACCCCCAA
TNFa EU438779 R: TACAGCCCATCCAATGGTACC 125

F: CCCACCCTACAGCTGGAGAC
IL-18 NM_001082526.1 R: TCCACGTTGCCCTTGATTTC 101

F: GTCCTTTGATGTCACCGGAGT
TGF6-1 AF175709 R: TGGAACTGAACCCGTT 137

Table 4.- Primers used for gene expression by RT-qPCR. GenBank accession numbers of the sequences
used for primers design. Primers (F: Forward and R: Reverse) and length of the amplicon in base pair
(bp). Genes were grouped in agreement with the functions and implications of encoded molecules.
GAPDH, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; B2M, beta-2 microglobulin; COL1A1, collagen
type I; COL2A1, collagen type Il; ACAN, aggrecan; COMP, cartilage oligomeric matrix protein; MMP-3,
matrix metalloproteinase 3; MMP-13, matrix metalloproteinase 13; TIMP-2, tissue inhibitor of
metalloproteinase 2; iNOS, inducible nitric oxide synthase; COX-2, cyclooxygenase 2; TNFa, tumor
necrosis factor alpha; IL-1B, interleukin 1 beta; TGF-B1, transforming growth factor beta 1.

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out with the SPSS 15.0 (SPSS, Inc.). Normality
was tested by the Shapiro-Wilk test. The aim of studying both carpi was to compare
them at different end-points but not along the study, since the procedure was the
same in both of them. Therefore, the data collected along the study from both carpi

were added at each time-point until two months of evolution.
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For clinical and synovial assessments, each parameter was compared between
each time-point and the moment of the injection (week 2 or 5) by using the Wilcoxon
test to study the evolution within each group. Subsequently, the percentages of
change of each parameter at each time-point compared to the baseline value (time 0,
pre-lesion) were calculated in each group and were compared between groups by the
Kruskall-Wallis test followed by Dunn’s posthoc test. For radiology scores, the same
test was used to assess differences between groups at each time-point and differences
between time-points within each group were studied by the Friedman test. For MRI,
gross anatomy and gene expression analyses, the results were first compared between
groups at each end-point by Kruskall-Wallis test followed by Dunn’s posthoc analysis,
and subsequently between both end-points within each group by using the Wilcoxon
test. In MRI assessment, scorings of each parameter were not summed but

independently compared. Significance was set at p<0.05 for all analysis.
Results
MSCs isolation and characterization

Mesenchymal stem cells were successfully obtained from all donors and
properly characterized. Cryopreserved cells maintained viability and proliferation (data

not shown).
Clinical follow-up

All horses developed lameness with marked joint effusion and local heat within
6 hours following Amphotericin-B injection, which progressively decreased after 24-
48h. HR, RR and rectal temperature peaked at 24 hours and were progressively
reduced and normalized by 48-72h. At the moment of the first injection, only local
signs were present characterized by moderate effusion and carpal heat and mild

lameness.

Signs of joint inflammation progressively decreased throughout the study.
Lameness and local heat did not show significant differences between groups, but
suggested quicker normalization in MSC-naive and MSC-primed groups (Figure 2.A and

2.B). Carpal perimeter was significantly earlier reduced in both treatment groups than
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in control after first injection (Figure 2.C). In addition, when comparing between
groups at each time-point, MSC-primed group showed significantly lower percentage
of change over pre-lesion values (time 0) in all the studied time-points, except at 24h

after second injection (Figure 2.D).

Second injection did not produce observable reaction in MSC-naive group
except slight non-significant carpal heat increase, which was also observed in MSC-
primed group together with a significant increase of carpal perimeter within 24h
following injection. This effect was transient, not accompanied by an increase in the
lameness score or signs of pain, and it was spontaneously resolved and normalized by
ten days later (Figure 2.B and 2.C). Only one animal in the MSC-primed group
developed marked effusion with signs of pain within few hours after the second
injection in the second lesion, but the reaction was self-limiting and resolved within
the following 48h with no anti-inflammatory medication (analgesia was provided as

described above).
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Figure 2: Results from clinical follow-up. Light grey bar, line and asterisks represent control group, grey
line and asterisks represent MSC-naive group and black line and asterisks represent MSC-primed group.
Significant differences between each time-point and the time of the first (week 2) or second injection
(week 5) are shown for each group. A) Evolution of lameness along the study is shown as mean + SEM
lameness score at each time-point. B) Evolution of the carpal perimeter along the study is shown as
Mean + SEM in centimeters (cm) at each time-point. C) Evolution of the carpal heat along the study is
shown as Mean = SEM of the difference in the local temperature between the injected carpus and the
contralateral one (injected — contralateral) at each time-point. For the second carpus assessment, it was
checked that local temperature had returned to basal values in first carpus and that there were no
differences between carpi, in order to use first carpus as the contralateral control for the second one. D)
Percentage (%) of change of the carpal perimeter at each time-point compared to Time 0 (pre-lesion) is
shown as Mean + SEM for each group. (* = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001)
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Synovial fluid follow-up

When comparing between groups the percentage of change for TP, Hp, tWCC
and dWCC at each time-point over the time 0, significant differences were not found
(data not shown). MSC-primed group showed the quickest reduction in TP, followed by
MSC-naive group. At the end of the study, only MSC-primed group showed significantly

lower TP values (Figure 3.A).
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Figure 3.A: Evolution of the synovial fluid total protein (g/dl) along the study is shown as Mean + SEM at
each time-point. Light grey lines and symbols represent control group, grey lines and symbols represent
MSC-naive group and black lines and symbols represent MSC-primed group. Significant differences
between each time-point and the time of the first (week 2) or second injection (week 5) are shown for
each group (* = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001).

Haptoglobin was significantly increased in the three groups in both serum and
SF at the moment of the first injection and it was significantly reduced one week later
in SF only in the treated groups. After second injection, only treatment groups reduced
the Hp level in SF and only MSC-primed group showed significant reduction also in
serum (Figure 3.B). Serum Hp was normalized in the three groups at the moment of

the second lesion induction (four months).
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Figure 3.B: Evolution of the haptoglobin concentration (mg/ml) in serum and synovial fluid along the
study is shown as Mean + SEM at each time-point. Light grey lines and symbols represent control
group, grey lines and symbols represent MSC-naive group and black lines and symbols represent
MSC-primed group. Significant differences between each time-point and the time of the first (week
2) or second injection (week 5) are shown for each group. Continuous lines represent synovial fluid
values and discontinuous lines represent serum values. Asterisks (*) are used for significant
differences in synovial fluid and hashes (#) are used for significant differences in serum (* = p<0.05,
** = p<0.01, *** = p<0.001; # = p<0.05, ## = p<0.01, ### = p<0.001).

Lesion induction led to an increase in tWCC and in neutrophil percentage, while
lymphocyte and macrophage percentages were reduced. Along the study, values
tended to normalize in all the three groups, but both treatment groups provided
quicker changes (Figure 3.C and 3.D). However, tWCC increased in both control and
MSC-primed groups after the second injection, but the values were significantly

reduced by the end of the study only in MSC-primed group (Figure 3.C).
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Figure 3.C: Evolution of the synovial fluid total white cells count (cells/uL) along the study is shown
as Mean + SEM at each time-point. Light grey lines and symbols represent control group, grey lines
and symbols represent MSC-naive group and black lines and symbols represent MSC-primed group.
Significant differences between each time-point and the time of the first (week 2) or second
injection (week 5) are shown for each group (* = p<0.05, *** = p<0.001).

Significant reduction in the percentage of neutrophils was reached earlier in
MSC-naive and MSC-primed groups after both first and second injections. As the
percentage of neutrophils was reduced, proportion of lymphocytes significantly
increased after both treatments earlier than in control group. Percentage of
macrophages increased after first injection and decreased after the second one in all
the three groups, but this change was more attenuated in the treatments groups

(Figure 3.D).
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Figure 3.D: Evolution of the percentages (%) of neutrophils, lymphocytes and macrophages in
synovial fluid along the study is shown as Mean + SEM at each time-point. Light grey lines and
symbols represent control group, grey lines and symbols represent MSC-naive group and black lines
and symbols represent MSC-primed group. Significant differences between each time-point and the
time of the first (week 2) or second injection (week 5) are shown for each group (* = p<0.05, ** =

p<0.01, *** = p<0.001).
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Imaging assessment

Radiological scoring showed significant differences between the pre-lesion time
and all the subsequent time-points in all the three groups, but no significant

differences were found between groups at any time-point (Figure 4.A and Table 5).

A

CONTROL M SC-NAIVE MSC-PRIMED

2 MONTHS

6 MONTHS

Figure 4.A: Representative radiologic images of one animal from each group (control, MSC-naive and
MSC-primed) are presented for two and six months of progression. Joint space narrowing and
marginal bone remodeling was progressively observed; note that the radiological evolution was
similar between the three groups.

Time Control MSC-naive MSC-primed
Week 0 (pre-lesion) 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°

Week 2 (first injection) 2.50+1.31° 1.93 +0.99"° 1.43+0.85°
2 months 3.00+0.93° 3.43+1.82° 2.71+1.33°
4 months 2.50+0.58" 3.86+1.77° 2.71+1.70°
6 months 2.50+1.00° 4.43+1.90° 3.00+1.29°

Table 5.- Results of radiology grading categories are shown for each group (control, MSC-naive and
MSC-primed) as mean + SD at each assessed time-point. Different letters mean significant
differences.
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In  agreement with carpus perimeter measurements, subjective
ultrasonography assessment revealed that joint effusion and capsulitis started to
decline by week one after first injection in both treatment groups, but not in control
group until the moment of the second injection. Slight irregularities in the articular
surfaces began to be detected by two months in all the three groups and progressed
by the end of the study with final ultrasonography outcome similar between groups

(Figure 4.B).

B

2 WEEKS

3 WEEKS

Figure 4.B: Representative ultrasound images of one animal from each group (control, MSC-naive
and MSC-primed) are presented for week 2 (first injection) and week 3; note that synovial effusion
was auicker reduced in both treated groups than in control.

In MRI assessment, no significant differences were found except higher synovial
effusion in MSC-primed compared to MSC-naive group at two months. At six months,
tested treatments did not evidence improvement of the MRI outcome. At two months,
MSC-naive treatment reduced the score for synovial effusion and both treatments
reduced subchondral bone affectation score compared to control group, but these

changes were not statistically significant (Figure 4.C and Table 6).
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O

CONTROL M SC-NAIVE MSC-PRIMED

2 MONTHS

Figure 4.C: Representative magnetic resonance images of one animal from each group (control,
MSC-naive and MSC-primed) are presented for showing the different synovial effusion found
between groups at two months. Images provided are T2* gradient echo (GE), sagittal planes.

Two months end-point Six months end-point
MRI grading MSC-
Control MSC-naive MSC-primed Control MSC-naive
parameter primed
Osteophyte
0.25+0.50 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00£0.00 0.33+0.58 0.00+0.00
formation
Synovial b b
1.50+0.58*" 0.67+0.58%° 225+0.50° | 1.25+0.50 1.33+0.58 1.75+0.96
effusion
Osseous
0.25+0.50 0.33+0.58 1.25+1.26 0.00+£0.00 0.00£0.00 0.25%0.50
edema
Subchondral
bone 1.00 £ 0.00 0.33+0.58 0.50£0.58 0.25+0.50 0.33+0.58 0.7510.50
affectation

Table 6.- Results of magnetic resonance imaging (MRI) grading categories are shown for each group
(control, MSC-naive and MSC-primed) as mean + SD at each assessed end-point. Different letters
mean significant differences.

Macroscopic assessment of cartilage

Gross anatomy scores were lower in MSC-naive and MSC-primed groups
compared to control group at two months, statistically significant for MSC-naive group.
In addition, significantly lower scores were found at two months end-point compared
to six months within both MSC-naive and MSC-primed groups, but not in the control

group (Figure 5).
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Figure 5: Gross anatomy outcome. A) Representative images of the macroscopic appearance of the
articular cartilage surface in on animal from each group (control, MSC-naive, MSC-primed) at both
end-points (two and six months). B) Mean + SEM of the gross anatomy score for each group (control,
MSC-naive and MSC-primed) at two months (light grey bars) and at six months (dark grey bars) (* =
p<0.05).

Gene expression analysis

Cartilage gene expression

At two months end-point, cartilage from MSC-primed group showed

significantly higher expression of COL2A1 and iNOS and significant downregulation of
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COX-2 and IL-1B compared to the control. Significant upregulation of MMP-3 was also
found in this group compared to MSC-naive group. TGF-f1 was significantly
upregulated in MSC-primed group compared to both control and MSC-naive groups
(Fig 6.A.1). At six months, significantly higher COL1A1 expression was observed in both
treatment groups compared to control. In MSC-primed group, expression of ACAN,
COMP, MMP-3, TIMP-2 and TGF-B1 was significantly higher compared to the other two
groups, and COL2A1 and iNOS were significantly upregulated compared to control and
MSC-naive group, respectively. TNFa was significantly reduced in both treated groups

compared to control (Fig 6.A.2).
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Figure 6.A: Gene expression results are shown as mean + SEM of the relative mRNA expression.
Gene expression in cartilage is compared between control, MSC-naive and MSC-primed groups at
two months (A.1) and at six months (A.2). COL1A1, collagen type I; COL2A1, collagen type Il; ACAN,
aggrecan; COMP, cartilage oligomeric matrix protein; MMP-3, matrix metalloproteinase 3; MMP-13,
matrix metalloproteinase 13; TIMP-2, tissue inhibitor of metalloproteinase 2; iNOS, inducible nitric
oxide synthase; COX-2, cyclooxygenase 2; TNFa, tumor necrosis factor alpha; IL-1B, interleukin 1
beta; TGF-B1, transforming growth factor beta 1 (* = p<0.05, ** = p<0.01).
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When comparing the cartilage gene expression between the two end-points
within each group, significant differences were not observed for control group (data
now shown), whereas MSC-naive and MSC-primed groups showed significant
upregulation of MMP-13, TIMP-2 and COX-2 at six months. In addition, at six months
MSC-naive group showed significantly lower expression of TNFa and MSC-primed

treatment significantly upregulated ACAN, MMP-3, IL-1B and TGF-B1 (Fig. 6.B.1 and

6.B.2).
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Figure 6.B: Gene expression results are shown as mean = SEM of the relative mRNA expression.
Gene expression in cartilage is compared between the two end-points (two and six months) for
MSC-naive group (B.1) and MSC-primed group (B.2). COL1A1, collagen type I; COL2A1, collagen type
Il; ACAN, aggrecan; COMP, cartilage oligomeric matrix protein; MMP-3, matrix metalloproteinase 3;
MMP-13, matrix metalloproteinase 13; TIMP-2, tissue inhibitor of metalloproteinase 2; iNOS,
inducible nitric oxide synthase; COX-2, cyclooxygenase 2; TNFa, tumor necrosis factor alpha; IL-18,
interleukin 1 beta; TGF-B1, transforming growth factor beta 1 (* = p<0.05).
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Synovium gene expression

At two months, MMP-3 expression was significantly lower in MSC-naive group
than in MSC-primed group, MMP-13 was significantly downregulated in both
treatment groups compared to control, and TIMP-2 expression was significantly
reduced in MSC-primed group compared to control. TNFa and IL-1B expression was
significantly lower in MSC-primed group compared to the other groups (Fig. 6.C.1). At
six months, significant upregulation of MMP-3 and downregulation of MMP-13 was
found in MSC-primed group compared to the other groups. MSC-naive treatment

significantly upregulated TIMP-2 and TNFa compared to the other groups (Fig. 6.C.2).

ca .
3 Control
|L| B MSC-naive
— —_ B VSCprimed
.2 *%
a2 —
g
34 *
3 —
w *k
2 A
© *
° 2 —
- * ke
g — —
©
£ 14
0 == -_- I_.
b > v & N
3 » Q & N
k‘\® @ég ’&\é &\\
cz2,
— 3 Control
|L{ EE MSC-naive
= 204 E MSC-primed
.0
n
»
2
S 154
o
3
2
= 10
=
<
*%
E H** |:|**
E 59 — i
— -
0 i | * — =1
> > 2 & \
Q N Q & N
\3@ ‘X\V\Q «\@ /\9 A

Figure 6.C: Gene expression results are shown as mean + SEM of the relative mRNA expression.
Gene expression in synovial membrane is compared between control, MSC-naive and MSC-primed
groups at two months (C.1) and at six months (C.2). MMP-3, matrix metalloproteinase 3; MMP-13,
matrix metalloproteinase 13; TIMP-2, tissue inhibitor of metalloproteinase 2; TNFa, tumor necrosis
factor alpha; IL-1B, interleukin 1 beta; (* = p<0.05, ** = p<0.01, ***=p<0.001).
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When comparing the gene expression in synovium between the two end-points
within each group, no differences were found in control group (data not shown). Both
treatment groups showed significant downregulation of MMP-3 at two months. In
addition, MMP-13, TIMP-2 and TNFa expression was significantly lower at two months

in MSC-naive group (Fig 6.D.1 and 6.D.2).
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Figure 6.D: Gene expression results are shown as mean + SEM of the relative mRNA expression.
Gene expression in synovial membrane is compared between the two end-points (two and six
months) for MSC-naive group (D.1) and MSC-primed group (D.2). MMP-3, matrix metalloproteinase
3; MMP-13, matrix metalloproteinase 13; TIMP-2, tissue inhibitor of metalloproteinase 2; TNFa,
tumor necrosis factor alpha; IL-1B, interleukin 1 beta (* = p<0.05).

Discussion

This study reports the potential usefulness, mainly at short-term, of priming

equine BM-MSCs with proinflammatory cytokines prior to their in vivo administration
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into injured joints. MSCs are a promising tool for the OA treatment and current
research has shown the importance of their immunomodulatory properties (Barry and
Murphy, 2013), which are induced by an inflammatory environment (Cuerquis et al.,
2014). Priming MSCs with TNFa provided enhanced in vivo anti-inflammatory,
regulatory and healing properties in a rat model of Achilles tendon injury (Aktas et al.,
2017) and IFNy priming of MSCs has been tested in different pathology models,
showing increased therapeutic benefits elicited by both autologous and allogeneic
cells, whereas other studies reported inefficacy of this approach (reviewed in
Sivanathan et al., 2014). These conflicting results might be related to MSC
immunogenicity, which could be increased by inflammatory priming through the MHC
upregulation, as it has been reported in the horse (Barrachina et al., 2016a; Barrachina
et al., 2017). In vivo studies reported short-term efficacy of MSC-primed (Duijvestein et
al., 2011; Tobin et al., 2013), but their long-term effects remains unclear. This might be
due to the higher MSC-primed immunogenicity, which at first could be dampen by
their increased immunosuppressive properties, but their long-term survival and
effectivity might be compromised by the generation of alloantibodies (Sivanathan et

al., 2014).

Production of alloantibodies against MSCs has been recently reported in the
horse (Pezzanite et al., 2015; Berglund and Schnabel, 2016; Owens et al., 2016). One
limitation of our study was that MHC-matching was not assessed between donors and
receptors and it has been reported the in vivo production of functional antibodies
against MHC-mismatched MSCs (Berglund and Schnabel 2016). Even if the clinical
repercussion of this finding is still unknown, it should be considered. Authors
hypothesize that this process could have been implied in the transient local
inflammatory response that was observed in MSC-primed group after the second

injection, but the results of our study do not permit to confirm it.

A recent study reported higher effectivity of IFNy-primed equine MSCs in a
mice model of OA with remarkable inflammatory component (Maumus et al., 2016).
Since the main effect of MSCs in OA appears to be related to their immunomodulatory
and anti-inflammatory properties, the choice of the lesion model is important. For

instance, the use of MSCs in mice models of joint disease has shown better results
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when using the collagenase-induced OA model, characterized by a high inflammatory
component (Schelbergen et al., 2014), than when using the destabilization medial
meniscus model (ter Huurne et al., 2012). Actually, enhanced therapeutic benefit of
MSCs has been shown both in vitro and in vivo when remarkable level of
proinflammatory mediators was present (Manferdini et al., 2013; Schelbergen et al.,
2014). Similarly, better outcome of MSC treatment has been shown in the equine
Amphotericin-B model (Mokbel et al., 2011) than in the post-traumatic OA model
(Frisbie et al., 2009). In a recent review of Colbath et al. (2016), authors proposed that
differences in the MSC effect found between these two models might be due to the
higher severity of Amphotericin-B induced lesion. Here, we hypothesize that the high
inflammatory component of the Amphotericin-B model might has played an additional
role in the outcome of MSC treatment. However, data from this study do not allow to
corroborate this hypothesis, but highly inflammatory OA models might be suitable for

studying the regulatory role of MSCs, as suggested by Maumus et al. (2016).

In a previous study using the Amphotericin-B model, MSCs were administered
at three, six or nine weeks after lesion induction. Improved results were reported
when MSCs were earlier administered and improvement begun at two months after
lesion, but was not consistently maintained at six months. Those results mainly
suggested a delaying effect in the progression of OA and authors of that study
suggested that enhanced benefit could have been reached by using repeat
administrations of MSCs (Mokbel et al., 2011), as it has been reported in a porcine
meniscus injury model (Hatsushika et al., 2014). Therefore, we set to perform early
and repeat MSC administration (two and five weeks) and to follow-up the treatments

until two and six months of progression.

The use of IA Amphotericin-B resulted in an arthritis model accordingly to
previous reports (Hulten et al., 2002; Mokbel et al.,, 2011). Previous studies in the
horse using MSCs in experimental models showed no clinical differences between
treated and control groups (Frisbie et al., 2009; Mcllwraith et al., 2011), but other
studies in naturally-occurring joint pathologies showed enhanced clinical outcome

(Broeckx et al., 2014a; Ferris et al., 2014). In our study, differences in the clinical
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evolution between control and treated groups were slight, but quicker improvement

was reached by the treated groups.

In the SF, TP was quicker reduced in MSC-primed group followed by MSC-naive
group, as it has also been reported by using autologous MSCs in the same lesion model
(Mokbel et al., 2011). Haptoglobin has been recently reported as a potential SF
inflammatory marker in a study using the same lesion model. Pre-lesion (time 0) and
pre-treatment (week 2) Hp values in SF and serum were in agreement with those
previously reported for the same time-points (Hulten et al.,, 2002; Barrachina et al.,
2016b). In addition, dynamics of Hp in SF revealed a quicker reduction elicited by both
MSC-naive and MSC-primed. Both treatments provided quicker normalization of the
percentages of white cells populations, even if no significant reduction of the tWCC
was provided, similarly to that observed in previous reports (Frisbie et al., 2009). These
findings, in agreement with clinical observations, suggest an anti-inflammatory effect
elicited by both MSC treatments at first stage after administration, especially after the
first injection when joint inflammation was higher. Repeat administration of pooled
allogeneic MSC-naive was well tolerated, accordingly to that reported in healthy joints
(Ardanaz et al., 2016). However, second injection of allogeneic MSC-primed led to
slight transient inflammatory reaction, indicating that these cells might be more
immunogenic. This finding might be related with an MHC upregulation induced by
inflammatory priming (Barrachina et al., 2017). Interestingly, only second injection but
not the first one produced this effect. As discussed above, authors hypothesize that
alloantibody production (Berglund and Schnabel, 2016) might have participated in this
response. Nevertheless, this process was transient and spontaneously resolved even in
the animal presenting more marked reaction. Questions about the survival and
recognition of allogeneic MSC-primed by the receptor immune system, and the

implication for their therapeutic effects, still remain unanswered.

Ultrasonography was useful for corroborating the dynamics of inflammation
between groups, revealing a quicker reduction of the joint effusion and thickening of
joint capsule in both treatment groups, in agreement with other clinical and synovial
parameters. Similarly, in a sheep model of joint injury treated by MSCs, radiologic

changes were not observed but ultrasonography was useful for revealing joint effusion
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and alterations in the articular cartilage surface (Caminal et al., 2014). Radiologic
changes were observed along the study in all the three groups, but scoring did not
reveal differences between them. Similarly, MRI did not provide obvious differences
between groups. In agreement, previous studies did not report improved radiology
and MRI outcomes in the equine MSC-treated joints (Mcllwraith et al.,, 2011).

However, MRI short-term outcome appeared to be better after MSC-naive treatment.

Gross examination of the joints revealed better macroscopic appearance in
both treatment groups, which was more obvious at short-term and in MSC-naive
group. Accordingly, a previous study using the same lesion model showed better
macroscopic appearance of the cartilage in MSC treated joints, but they did not report
differences between two and six months (Mokbel et al., 2011). Another study using an
equine focal chondral defect model also reported better repair tissue quality in treated
joints (Mcllwraith et al., 2011). However, other studies using the post-traumatic OA
model did not show a significant effect of the MSC treatment in the gross pathologic
observation (Frisbie et al., 2009). As discussed above, differences between lesion
models should be carefully taken (Colbath et al., 2016), but our results suggest that
MSCs delayed the progression of the pathology based on the enhanced gross

appearance of the treated joints at two months.

Collagen type Il, aggrecan and COMP are major components of the articular
cartilage ECM which are decreased during OA (Maldonado and Nam, 2013).
Interestingly, the genes coding for these molecules were upregulated in MSC-primed
group at six months, with COL2A1 also upregulated at two months, suggesting an
attempt of cartilage reparation with better quality of the healing tissue. Similarly, a
previous study using a rat model showed areas of increased collagen type Il in MSC-
treated joints (Chung et al., 2014) and MSCs provided higher aggrecan content in an
articular cartilage defect model in horses, but content in collagen type | and Il did not
show differences in that study (Mcllwraith et al., 2011). Collagen type | is found in OA
cartilage when chondrocytes change their ECM production profile (Maldonado and
Nam, 2013) and it was upregulated in both treated groups compared to the control at

six months. Even if COL1A1 expression is related to fibroblastic rather to chondrocytic
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phenotype (Shi et al., 2012), its upregulation together with COL2A1, ACAN and COMP

might be indicative of an attempt of the chondrocytes to initiate repairs.

During OA, an imbalance between degrading enzymes and their inhibitors leads
to an excessive degradation of the cartilage (Dean et al., 1989; Tung et al., 2002a).
Changes in MMPs and TIMP expression after both treatments were mainly found in
the synovium, according to previous report showing this structure as a major target
and mediator of MSC therapy through the modulation of degrading enzymes (Saulnier
et al.,, 2015). Both treatments reduced MMP-13 expression in synovium and this
change was more consistent for MSC-primed group, showing MMP-13 downregulation
at both end-points in this group. MMP-13 expression was higher at six months than at
two months in all cases, suggesting an anti-catabolic regulation mainly elicited at
short-term. Similarly, reduced expression of MMP-13 in synovium explants cultured in
the supernatant of MSCs primed with TNFa and IFNy has been reported (van Buul et
al., 2012). On the other hand, MMP-3 was found upregulated in MSC-primed group in
both synovium and cartilage. Even if MMP-3 is a degradative enzyme, a protective role
of the cartilage in some situations has been proposed, since Mmp3-/- mice developed
more severe surgically induced OA (Clements et al., 2003) and due to the ability of
MMP-3 to degrade the inflammatory molecule IL-1B, therefore participating in a
negative feedback loop to regulate MMPs expression (Ito et al., 1996). Thus, MMP-3
upregulation might be related with an attempt of restoring the functional balance in
the joint. TIMP-2 did not show a consistent expression pattern, but tended to change
towards the same direction than MMP-13 in MSC-primed group, maybe aiming to
reestablish the balance between them since in the equine OA cartilage has been

reported TIMP-2 downregulation and MMP-13 upregulation (Clegg et al., 2005).

Although nitric oxide (NO) is considered as a pro-inflammatory marker
associated with OA (Tung et al., 2002b), there is evidence suggesting that NO may also
play protective roles in the joint (Abramson, 2008) and immunomodulatory properties
have been attributed to NO (Wink et al., 2011). Our data do not permit to elucidate
the implication of iNOS upregulation by MSC-primed treatment in cartilage, but its role
might not be detrimental but regulatory (Feelisch, 2008). Expression of iNOS by

chondrocytes is mainly induced by the proinflammatory cytokines IL-1 and TNFa,
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which gene expression was reduced in cartilage of treated groups, similarly to that
showed by van Buul et al. (2012). TNFa and IL1B are the major pro-inflammatory
cytokines involved in the OA and they are upregulated in vitro in equine chondrocytes
after inflammatory stimuli (David et al., 2007) and in vivo in cartilage from equine OA
carpi (Kamm et al., 2010). MSC-primed treatment was more effective in reducing the
gene expression of these cytokines, suggesting a higher anti-inflammatory effect.
Reduced expression of IL-1B appeared to be a short-term event, while TNFa
downregulation was maintained at six months, which might be due to different
dynamics of cytokines during OA progression (Marinova-Mutafchieva et al., 2006).
TNFa and IL-1B are able to induce the secretion of PGE2, synthesized by COX2, which
increased concentrations and gene expression are related with decreased
proteoglycans synthesis and increased ECM destruction in the OA (Amin et al., 1997;
Tung et al.,, 2002a; Attur et al., 2008; Frisbie et al., 2008). COX2 was short-term
downregulated in cartilage by both treatments, suggesting anti-inflammatory actions
elicited by MSCs, and this effect also appeared to be transient. In agreement with our
findings, decrease in PGE2 secretion in equine cartilage explants exposed to MSC-
primed conditioned media (Van Buul et al., 2012) and reduction in PGE2 in SF from OA
horses treated by MSCs (Frisbie et al. 2009) have been reported. TGF-B1 is considered
to have a cartilage protective role through stimulating ECM components synthesis and
by reducing MMP expression (Sutton et al., 2009), as well as regulating the joint
inflammation (Thorbecke et al., 1992). The upregulation of TFG-B1 in cartilage after
MSC-primed treatment suggest enhanced repair stimulation. In a mice model, TGF-f1
predominated during the remission phase of the disease (Marinova-Mutafchieva et al.,
2006), which might be in agreement with the higher expression observed at six

months.

Summarizing, the gene expression results suggest that IA administration of
MSCs had a therapeutic benefit and that MSC-primed treatment elicited greater anti-

inflammatory and regulatory effects on articular tissues than the unstimulated cells.

Overall, the parameters assessed along the study showed improvement after
MSC treatments. While obvious differences between MSC-naive and MSC-primed

groups were not observed for clinical, synovial or imaging parameters, MRI and gross
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anatomy showed slight better outcome in the MSC-naive group, whereas MSC-primed
treatment provided better results in terms of gene expression of joint tissues. In
general, MSC-primed treatment appeared to have a more powerful anti-inflammatory
and regulatory effect. However, the slight transient inflammatory reaction observed
after the second MSC-primed injection requires further investigation about
immunogenicity implications of this strategy. For both treatments, beneficial effects
were mostly observed at short-term. It has been previously reported that MSCs
improved the early healing response, but not the long-term outcome, in sheep and
equine models of cartilage injury (Wilke et al., 2007; Caminal et al., 2014). This might
be due to the short-term life of these cells when they are in vivo administered,
especially for the allogeneic mismatched ones. On the other hand, particularly in the
case of allogeneic cells, the number of administered MSCs could decrease in vivo
before the inflammatory level required for activation is reached, so this lag phase for in
vivo MSC activation could be avoided by ex vivo previous stimulation of MSCs. In
addition, the enhanced immune suppressive properties of primed MSCs might help the
allogeneic ones to evade the receptor immune system, even if the MHC expression is

increased (Ankrum et al., 2014; Sivanathan et al., 2014).

In conclusion, further investigation is needed to clarify the immunogenic
implications of using allogeneic primed equine MSCs for the treatment of joint
pathologies, but the results of this study suggest an in vivo enhanced regulatory ability
of MSC-primed and potential usefulness of this approach, encouraging to keep

researching in this field.
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DISCUSION GENERAL

A continuacidn, y antes de finalizar con las Conclusiones, se procederd a realizar una
breve discusidon en conjunto de los cinco Manuscritos presentados en esta Tesis Doctoral por
compendio de publicaciones.

Las MSCs tienen un gran potencial terapéutico para el tratamiento de patologias
articulares como la OA. Se ha propuesto que este potencial se basa principalmente en sus
propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras, mediante las cuales podrian ser capaces
de regular el ambiente inflamatorio y catabdlico presente en la articulacién patolégica (Barry y
Murphy, 2013). Dichas propiedades de las MSCs son inducidas por estimulos inflamatorios
(Cuerquis et al., 2014), como podrian ser los presentes en el ambiente de la articulacion
inflamada. Se ha observado, tanto in vitro como in vivo, que las MSCs son capaces de regular el
ambiente articular catabdlico con mayor eficacia cuando los tejidos articulares secretan altas
concentraciones de mediadores proinflamatorios (Manferdini et al., 2013; Schelbergen et al.,
2014). Sin embargo, el ambiente inflamatorio con el que se encuentran las MSCs cuando son
administradas en la articulacién puede ser muy variable incluso dentro del mismo tipo de
patologia (Leijs et al., 2012), lo que podria traducirse en que la activacién de las células fuera
insuficiente, tal y como muestran los resultados recogidos en el Manuscrito | de la presente
Tesis Doctoral.

Por ello, se ha propuesto como estrategia terapéutica la estimulacion ex vivo, previa a
la administracién in vivo de las MSCs, utilizando concentraciones concretas de citoquinas
proinflamatorias como TNFa e IFNy (Cuerquis et al., 2014), las cuales han mostrado un efecto
sinérgico en la induccién de las propiedades inmunorreguladoras de las MSCs (Zimmermann y
McDevitt, 2014). En consecuencia, con base en los trabajos publicados en otras especies, se
testd el efecto de dos concentraciones diferentes de TNFa e IFNy (20ng/ml y 50ng/ml) (Ren et
al., 2008; van Buul et al., 2012) durante 72h (Paterson et al., 2014). Los resultados de estos
ensayos, recogidos también en el Manuscrito |, mostraron una induccion similar del perfil
inmunorregulador de las MSCs equinas tras la exposicién a ambas concentraciones de
citoquinas.

Sin embargo, la exposicion a mediadores proinflamatorios también puede acarrear
efectos no deseables sobre las MSCs, tales como una disminucion en la viabilidad de las células
(Liu et al., 2011), interferencia con su capacidad de diferenciacion (Lacey et al., 2009) o un
aumento en la expresién de marcadores inmunogénicos (Chan et al., 2008), con posibles
repercusiones para la supervivencia y acciéon terapéutica de las MSCs cuando son
administradas in vivo (Ankrum et al., 2014). Por ello, el efecto de los estimulos inflamatorios
testados fue también estudiado sobre estas propiedades de las MSCs equinas. La exposicion a
liguido sinovial inflamatorio no indujo la expresidn de marcadores inmunogénicos, mientras
qgue las dos dosis de citoquinas testadas si incrementaron la expresion de MHC-I y MHC-II,
aunque no de las moléculas coestimuladoras (Manuscrito I). Por otra parte, el liquido sinovial
inflamatorio no afectd a la viabilidad y capacidad de diferenciacion tri-linaje de las MSCs
equinas, mientras que estas propiedades se vieron negativamente influenciadas por la
exposicién a ambas concentraciones de citoquinas (Manuscrito Il). En vista de los resultados
recogidos en estos Manuscritos, se llegd a la conclusidon de que el ambiente inflamatorio de la
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articulacién patoldgica podia ser bien tolerado por las MSCs, pero podria ser insuficiente para
inducir su potencial inmunorregulador. Por el contrario, la estimulacidon de las MSCs con TNFa
e IFNy a las dosis testadas mostrd capacidad para inducir este perfil en las MSCs, pero el
impacto negativo sobre la viabilidad, plasticidad y potencial aumento de inmunogenicidad de
las mismas revelé que estas condiciones de estimulacidn no eran aptas para su aplicacion
como estrategia terapéutica.

Por ello, se investigd el efecto de concentraciones mas bajas de estas citoquinas y de
tiempos de exposicién mas cortos sobre las mismas propiedades de las MSCs vy, tras probar
distintas condiciones, se encontrd que la exposicion a 5ng/ml de TNFa e IFNy durante 12 horas
era capaz de inducir el perfil inmunomodulador de las MSCs equinas sin detrimento de su
viabilidad y plasticidad. Por otra parte, estas condiciones indujeron la expresion de MHC-Il y de
CD40, pero no de MHC-I ni del resto de moléculas coestimuladoras estudiadas, necesarias para
el reconocimiento inmunoldgico. Como se recoge en el Manuscrito lll, de los datos obtenidos
en este ensayo se concluyd que estas condiciones de estimulacion de las MSCs podian ser
apropiadas para tratar de aumentar su potencial terapéutico in vivo.

Es por ello que se procedio a llevar a cabo la siguiente fase de la investigacion recogida
en la presente Tesis Doctoral: el estudio del efecto in vivo en articulaciones patoldgicas de
MSCs estimuladas con las condiciones previamente descritas en el Manuscrito Ill. Para llevar a
cabo este ensayo, fue necesario contar con un modelo experimental de OA en caballo y llevar
a cabo una correcta monitorizacion del tratamiento. Por el papel central que juega la
inflamacién en la OA (Berenbaum, 2013) y por los efectos beneficiosos de las MSCs en la
articulacién atribuidos a sus propiedades antiinflamatorias y reguladoras (Barry y Murphy,
2013), realizar un buen seguimiento de la inflamacién articular durante el estudio fue
imprescindible. Es por ello que, ademas de estudiar diversos pardmetros clinicos y en liquido
sinovial, nos interesamos por el potencial uso de la proteina de fase aguda haptoglobina como
marcador inflamatorio a nivel sistémico y local. Las proteinas de fase aguda, principalmente el
Amiloide sérico A (SAA), se han estudiado en el caballo como marcadores inflamatorios tanto
en suero como en otros fluidos corporales como el liquido sinovial (Jacobsen y Andersen,
2007; Canisso et al., 2014; Pihl et al., 2013). Sin embargo, la haptoglobina no habia sido
estudiada en el liquido sinovial inflamatorio y su uso podria aportar ventajas puesto que, pese
a que su aumento es mas moderado que el del SAA, permanece incrementada durante mas
tiempo en el caballo (Taira et al., 1992). El estudio recogido en el Manuscrito IV muestra, en el
modelo equino de OA utilizado en nuestro ensayo in vivo, un aumento significativo y
prolongado de la haptoglobina tanto en suero como en liquido sinovial. Este trabajo ha sido el
primero en el que se describe el nivel de haptoglobina en el liquido sinovial inflamatorio
equino y aporta datos preliminares para continuar con su estudio, sugiriendo los resultados
obtenidos que esta proteina de fase aguda podria ser potencialmente utilizada como marcador
inflamatorio en patologias articulares equinas.

En el Manuscrito V, el estudio in vivo utilizando administraciones repetidas de un pool
alogénico de MSCs, tanto estimuladas como sin estimular con las condiciones definidas en el
Manuscrito Ill, mostrd el uso potencial de la activacidon ex vivo de las MSCs equinas como
estrategia terapéutica en patologias articulares. Estudios similares en otras especies habian
mostrado recientemente un mayor potencial antiinflamatorio y regulador de las MSCs
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estimuladas (Saulnier et al.,, 2015; Maumus et al., 2016;), pero éste es el primer estudio
testando sus efectos en un modelo equino. El uso de MSCs, ya fueran estimuladas o no,
mostré efectos beneficiosos en la articulacion, los cuales fueron mas evidentes a corto plazo.
Otros estudios han revelado también mayores efectos de las MSCs a corto plazo (Wilke et al.,
2007; Duijvestein et al., 2011), posiblemente debido a que el tiempo de supervivencia de las
MSCs in vivo es limitado, especialmente el de las alogénicas (Sivanathan et al., 2014).

El incremento en la expresion de marcadores inmunogénicos por la exposicion a
citoquinas proinflamatorias puede tener implicaciones en la inmunogenicidad de las MSCs
alogénicas. Por otra parte, esta misma exposicion inflamatoria les confiere un aumento en su
potencial inmunosupresor, lo que podria facilitar la evasion del sistema inmune del receptor
por parte de las MSCs alogénicas (Ankrum et al., 2014). Sin embargo, se ha descrito en el
caballo la produccidn de anticuerpos funcionales alo-especificos frente a MSCs alogénicas
incompatibles para el ELA (Berglund y Schnabel, 2016), lo que podria influir en el
reconocimiento inmunolégico de las células a largo plazo y limitar el uso de administraciones
repetidas. En nuestro estudio, se observd una reaccidn inflamatoria ligera y transitoria en las
24 horas siguientes a la segunda administracién de MSCs estimuladas, sugiriendo que la
activacion de las MSCs podria aumentar su inmunogenicidad y generar una respuesta inmune
humoral. Pese a que esta reaccion fue leve y se resolvid de forma rapida sin requerir
tratamiento, la inmunogenicidad de las MSCs debe ser tenida en cuenta cuando se utilizan de
forma alogénica, ya que puede condicionar la supervivencia de las mismas y por lo tanto su
efectividad (Consentius et al., 2015).

En conclusion, la administracion de MSCs alogénicas mostré efectos beneficiosos en la
articulacién, principalmente a corto plazo. Pese a que no se encontraron diferencias muy
marcadas entre el uso de MSCs estimuladas o sin estimular, las MSCs estimuladas mostraron
un mayor efecto antiinflamatorio y regulador en vista de la modificacion en el perfil de
expresion génica de los tejidos articulares. Las implicaciones de la inmunogenicidad de las
MSCs, especialmente de las estimuladas, deben continuar siendo investigadas para un uso
seguro y eficaz de la terapia celular alogénica.
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CONCLUSIONES

En las condiciones de nuestro estudio y con base en los resultados obtenidos, pueden
establecerse las siguientes conclusiones:

1. El estimulo ejercido por el liquido sinovial inflamatorio no es suficiente para
estimular el perfil inmunorregulador de las BM-MSCs equinas in vitro.

2. La exposicion in vitro de las BM-MSCs equinas a dosis elevadas de las citoquinas
proinflamatorias TNFa e IFNy induce la expresion de moléculas relacionadas con los
mecanismos paracrinos y de contacto directo implicados en las propiedades
inmunomoduladoras de las MSCs.

3. La exposicion in vitro de las BM-MSCs equinas a dosis elevadas de las citoquinas
proinflamatorias TNFa e IFNy conlleva ademds efectos no deseables sobre las células como son
la disminucién en su viabilidad y plasticidad, y la induccién de la expresién de marcadores
inmunogénicos.

4. La estimulacién in vitro de las BM-MSCs equinas con concentraciones mas bajas de
TNFa e IFNy y durante tiempos de exposicién mas cortos activa el perfil inmunorregulador de
estas células sin afectar a su viabilidad y plasticidad ni aumentar su inmunogenicidad.

5. Las conclusiones anteriores conducen al planteamiento de que la estimulacién de las
BM-MSCs equinas mediante dosis adecuadas de citoquinas proinflamatorias, previa a su
administracién in vivo, podria ser utilizada como estrategia para incrementar su potencial
terapéutico.

6. La proteina de fase aguda haptoglobina es un potencial marcador inflamatorio en
suero y liquido sinovial en el caballo, pudiendo ser utilizada para monitorizar la inflamacién en
la osteoartritis equina.

7. La administracién intraarticular de dosis repetidas de BM-MSCs alogénicas presenta
potencial terapéutico en el tratamiento de la osteoartritis equina, principalmente a corto
plazo.

8. La respuesta inflamatoria ligera y transitoria observada tras la segunda inyeccién de
BM-MSCs alogénicas activadas con TNFa e IFNy podria ser indicativa de un aumento en la
inmunogenicidad de las células.

9. Pese a la leve reaccion expuesta en la conclusidn anterior, la estimulacidn previa a
su administraciéon con TNFa e IFNy de las BM-MSCs equinas aumenta el efecto antiinflamatorio
y regulador de estas células sobre el ambiente catabdlico de la articulacién osteoartritica

Conclusion general

Las conclusiones obtenidas en la presente Tesis Doctoral contribuyen a comprender
mejor el efecto de la inflamacién sobre el equilibrio inmunomodulacién-inmunogenicidad de
las BM-MSCs equinas y sus posibles implicaciones terapéuticas, cuya investigacién es clave
para avanzar hacia la consecucién de terapias celulares alogénicas seguras y mas eficaces.
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CONCLUSIONS

Under the experimental conditions of this research and based on the results obtained,
the following conclusions can be drawn:

1. The stimulus exerted by inflammatory synovial fluid is insufficient for inducing the
immunoregulatory profile of equine BM-MSCs in vitro.

2. The in vitro exposure of equine BM-MSCs to high concentrations of the
proinflammatory cytokines TNFa and IFNy induces the expression of molecules related to
paracrine and cell contact mechanisms implied in the MSC immunomodulatory properties.

3. The in vitro exposure of equine BM-MSCs to high concentrations of the
proinflammatory cytokines TNFa and IFNy also involves deleterious effects on these cells, such
as a decrease in their viability and differentiation potential and the induction of immunogenic
markers expression.

4. The in vitro stimulation of equine BM-MSCs with lower concentrations of TNFa and
IFNy during shorter times of exposure activates the immunoregulatory profile of these cells
while preserving their viability and differentiation potential and with no sharp rise in
immunogenic markers expression.

5. The previous conclusions lead to consider the stimulation of equine BM-MSCs with
appropriate inflammatory conditions prior to their in vivo administration as a strategy to
improve their therapeutic potential.

6. The acute phase protein haptoglobin is a potential inflammatory marker in both
serum and synovial fluid in the horse and could be used to monitor the inflammation in the
equine osteoarthritis.

7. The repeat intraarticular administration of allogeneic equine BM-MSCs shows
therapeutic potential for treating osteoarthritis, which is mainly found at short term.

8. The slight and transient inflammatory response observed after the second injection
of allogeneic BM-MSCs previously stimulated by TNFa and IFNy could be indicative of an
increase in the immunogenicity of these cells.

9. Despite the slight reaction commented above, the stimulation of equine BM-MSCs
with TNFa and IFNy prior to their administration increases their anti-inflammatory and
regulatory effects on the catabolic environment of the osteoarthritic joint.

General conclusion

The conclusions obtained in this Doctoral Thesis contribute to better understand the
effect of inflammation on the immunomodulation-immunogenicity balance in equine BM-
MSCs and the potentially associated therapeutic implications, which investigation is key in
progressing towards safe and more effective allogeneic cell therapies.
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