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1. Resumen

Las terapias bioldgicas avanzadas, como las células madre mesenquimales (MSCs), resultan muy
atractivas para el tratamiento de lesiones musculoesqueléticas en la especie equina,
especialmente su administracién alogénica. Sin embargo, el tratamiento alogénico con MSCs
requiere conocer sus interacciones con el sistema inmune del caballo y poco se conoce sobre
qué les sucede a las MSCs in vivo. Por ello, el objetivo de este trabajo es evaluar el perfil
inmunomodulador e inmunogénico de las MSCs equinas tras ser expuestas al sistema inmune
del caballo.

Se administraron MSCs alogénicas sin manipular (MSC-SE), estimuladas con citoquinas
proinflamatorias (MSC-E) o diferenciadas a condrocitos (MSC-C) en caballos compatibles o
incompatibles para el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) equino. Para ello, las MSCs
se encapsularon en geles de alginato y se implantaron subcutaneamente, permitiendo
recuperarlas a distintos tiempos para valorar su expresién génica mediante RT-gPCR. El
procedimiento se repitid en los mismos animales para valorar el efecto inmunogénico e
inmunomodulador de una segunda administracion.

Dentro de los tres tipos celulares estudiados, las MSC-C fueron las mas inmunomoduladoras y
podrian administrarse de forma MHC-incompatible, ya que en esta condicidon no aumentod su
perfil inmunogénico. Por el contrario, en las MSC-SE administradas en los grupos MHC-
incompatibles se observé un mayor perfil inmunogénico y un menor perfil inmunomodulador.
Por ello, se recomendaria que para su administracion se buscaran donantes MHC-compatibles
con el paciente. Sin embargo, una segunda administracién parece que solo afectaria a las MSC-
SE de forma variable sobre sus marcadores inmunogénicos. Las MSC-E mostraron menor perfil
inmunomodulador y mayor inmunogénico, contrariamente a lo descrito in vitro. Los resultados
obtenidos en este trabajo demuestran que los estudios in vivo son necesarios para dilucidar las
complejas interacciones entre las MSCs y el sistema inmunitario receptor, lo que resulta

fundamental para desarrollar terapias celulares mas seguras y eficaces.
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1. Abstract

Advanced biological therapies, such as mesenchymal stem cells (MSCs), are very attractive for
the treatment of musculoskeletal injuries in the equine species, especially their allogeneic
administration. However, while allogeneic treatment with MSCs requires knowledge of their
interactions with the equine immune system, little is known about what happens to MSCs in
vivo. Therefore, the aim of this work is to evaluate the immunomodulatory and immunogenic
profiles of equine MSCs after their exposure to the immune system of the horse.

Unstimulated MSCs (MSC-SE), MSCs stimulated with proinflammatory cytokines (MSC-E) or
differentiated to chondrocytes (MSC-C) were allogenically administered to horses matched or
mismatched for the equine major histocompatibility complex (MHC). For this purpose, MSCs
were encapsulated in alginates scaffolds and implanted subcutaneously to allow their recovery
at different times to assess their gene expression by RT-gPCR. The procedure was repeated in
the same animals to assess the effect of a second administration on equine MSCimmune profile.
Among the three types of cells studied, MSC-C presented the most immunomodulatory profile
and their MHC-mismatched administration would be feasible as their immunogenic profile did
not increase in this condition. In contrast, MHC-mismatched MSC-SE showed higher
immunogenic and lower immunomodulatory profiles. Therefore, it would be recommended that
MHC-matched donors should be sought for MSC-SE administration. Furthermore, only MSC-SE
seem to be affected after a second administration, showing a variable expression of their
immunogenic markers. Finally, MSC-E showed a lower immunomodulatory and higher
immunogenic profile, contrary to what has been previously described in vitro. Thus, the results
obtained in this work demonstrate that in vivo studies are needed to elucidate the complex
interactions between MSCs and the patient’simmune system, which is essential to develop safer

and more effective cell therapies.
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2. Introduccion

Antiguamente el caballo se consideraba una herramienta de trabajo, ayudando en las tareas del
campo y en los trabajos de fuerza. Sin embargo, hoy en dia se considera un animal de compaiiia
e incluso un atleta profesional participando en multitud de disciplinas, algunas de ellas de
cardacter olimpico (Doma Clasica, Salto de Obstaculos y Concurso Completo) (Real Federacion
Hipica Espafiola, 2022). Actualmente, se encuentran censados mds de 644.197 ejemplares y
196.206 explotaciones distribuidas a lo largo de todo el territorio espafiol (Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacidn, 2021). Por ello el sector equino tiene un impacto econémico
en Espafia superior a los 5.777 millones de euros, lo que representa un 0,59% del producto
interior bruto (PIB) (Deloitte, 2022). Dada la importancia del caballo en las diferentes disciplinas
deportivas, el tratamiento de las patologias que afectan a su sistema musculoesquelético y
provocan una disminucién del rendimiento, supone un reto de especial relevancia para la
profesion veterinaria.

En los uUltimos afios, debido a la limitada capacidad de reparacion de los tejidos implicados en
las lesiones musculoesqueléticas como son los tendones, ligamentos y el cartilago articular, han
cobrado especial relevancia las terapias bioldgicas avanzadas (Stewart y Stewart, 2011), mas
conocidas como medicina regenerativa, entre las que destaca la aplicacion de células madre. El
objetivo principal de estos tratamientos es mejorar la reparacion de estos tejidos y que su
funcionalidad sea lo mds parecida posible a la original, puesto que los tratamientos
convencionales no alcanzan un resultado dptimo e implican tiempos largos de recuperacién y
altas tasas de recidivas (Ortved, 2018).

Numerosos estudios han demostrado que para la reparacion de estos tejidos, la administracion
de células madre mesenquimales (MSCs de sus siglas en inglés Mesenchymal Stem Cells) tanto
autodlogas como alogénicas es de gran utilidad, obteniendo resultados prometedores (Berg
et al., 2009; Schnabel et al., 2013). Sin embrago, aun hay controversia en lo relativo a su
efectividad y seguridad debido a que en algunos estudios se ha observado que su uso repetido
puede conllevar efectos negativos, lo que podria relacionarse con un rechazo inmunomediado

hacia las mismas (Van Hecke et al., 2021).

2.1. Principales patologias del aparato locomotor

Las claudicaciones o cojeras en caballos de deporte suponen la causa principal de asistencia
veterinaria en la medicina deportiva equina (Murray et al., 2010), teniendo como consecuencia
una pérdida de rendimiento y una disminucion de la vida deportiva (Ramzan y Palmer, 2011;
Bertuglia et al., 2014). Segun un estudio elaborado por Torricelli et al., 2011 en caballos de

carreras, la principal causa de disminucién de rendimiento deportivo en el 82% de los animales
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correspondia con patologias del sistema locomotor. En la mayoria de las disciplinas, las lesiones
articulares y las que afectan a los ligamentos y tendones son las mas importantes desde el punto
de vista clinico. Esto se debe principalmente a la limitada capacidad de reparacién de estos
tejidos, en gran parte debido a la escasa vascularizacién que poseen, lo que predispone a la
cronicidad de estas lesiones y a las recaidas (van Weeren y Back, 2016). Ademas, el tejido
cicatricial formado posee unas caracteristicas biomecanicas inferiores a las del tejido original,
formandose un tejido mas débil y menos elastico, lo que le hace mas propenso a las recaidas
clinicas (Voleti, Buckley y Soslowsky, 2012).

El impacto econdmico de las lesiones del aparato locomotor es muy elevado. Ademas de los
costes directos que suponen los tratamientos veterinarios, estan los costes indirectos debido a
la incapacidad para competiry alos largos tiempos de recuperacién. Por otro lado, cabe destacar
la pérdida de bienestar animal que conllevan todas estas lesiones, sobre todo las crénicas, como
la osteoartritis (OA).

Los caballos de deporte tienen predisposicion a lesiones especificas dependiendo de la disciplina
que realizan y a las estructuras anatdmicas que se encuentran mas comprometidas en cada
ejercicio. Asi, por ejemplo, los que realizan Concurso Completo, Salto de Elite y Doma Clasica
poseen mayor riesgo de padecer lesiones en tendones y ligamentos (Murray et al., 2006)
mientras que en los caballos de carreras el principal problema locomotor es la predisposicién a
las osteoartritis postraumadticas (Engiles et al., 2017). En el caso de caballos de avanzada edad,
la osteoartritis y la laminitis crénica son las patologias mas comunes, siendo crucial el manejo

del dolor para garantizar una buena calidad de vida (van Weeren y Back, 2016).

2.1.1. Osteoartritis

La osteoartritis (OA) o enfermedad degenerativa articular es una patologia multifactorial y
compleja caracterizada por la degeneracién progresiva del cartilago y la inflamacién sinovial,
que afecta a la articulacidon en conjunto debido a la asociacidn fisica y funcional de todos los
tejidos articulares (Loeser et al., 2012).

Los mediadores inflamatorios como las prostaglandinas y las citoquinas juegan un papel
fundamental en el inicio y progreso de la OA debido al efecto deletéreo sobre el cartilago, el
hueso y la membrana sinovial. Estos mediadores activan enzimas degradativas de la matriz
extracelular y los productos del catabolismo incrementan la inflamacién, generando una
retroalimentacion positiva. La inflamacién que se genera agrava la OA al promover la cascada
de liberacidon de mediadores inflamatorios junto a la limitada capacidad del cartilago articular

adulto para repararse. La fuente de dichos mediadores puede ser local, a partir de las células
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articulares, o sistémica, a partir de otros tejidos como por ejemplo el adiposo (Berenbaum,
2013).

En humana la OA primaria es la mds comun y la edad avanzada, los dafios mecanicos, la genética,
la disfuncion metabdlica y la obesidad son ejemplos de factores de riesgo asociados a su
aparicion al provocar esa cascada fisiopatoldgica de liberacidon de mediadores inflamatorios que
provocan dafos articulares (Berenbaum, 2013). Sin embargo, en la especie equina no esta tan
establecida la asociacidn de estos factores con la apariciéon de OA y la presentacién mas comun
es la OA secundaria en animales jévenes y en periodo de competicion normalmente como
consecuencia de traumatismos durante su actividad deportiva (Engiles et al., 2017). Aun asi, la
prevalencia de osteoartritis en caballos mayores de 15 afios es superior al 50%, y esta cifra
alcanza valores del 80-90% si se trata de caballos con mas de 30 afios (van Weeren y Back, 2016).
Debido al importante papel que juega la inflamacidn en la patogenia de la OA, actualmente, su
tratamiento se basa en una combinacién de antiinflamatorios y el empleo de otras sustancias
qgue mejoran el ambiente inflamatorio y catabdlico articular. El uso de antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) a nivel sistémico, asi como de esteroides intraarticulares, es la medida
terapéutica mas frecuente en el tratamiento de esta patologia (Goodrich y Nixon, 2006). Por
otro lado, para mejorar la viscoelasticidad del liquido articular y modular la respuesta
quimiotactica, es frecuente utilizar acido hialurénico a nivel intraarticular junto a la
administracién oral de glucosaminoglucanos, glucosamina y condroitin sulfato (Goodrich y
Nixon, 2006). Este tratamiento médico se puede complementar con herraje, fisioterapia y
régimen de ejercicio (van Weeren y Back, 2016).

Sin embargo, todos esos tratamientos son paliativos y tienen un efecto limitado sobre la
degeneracion progresiva del cartilago articular. Su objetivo es controlar el dolor y favorecer la
movilidad para mejorar la calidad de vida del animal, pero no consiguen detener la progresion

de la enfermedad ni promover una reparacidn de calidad del tejido articular.

2.1.2. Investigacion traslacional con la especie equina
Ademas de su importancia como paciente, el caballo tiene un gran valor como modelo animal
para la traslacion de resultados a medicina humana por la similitud respecto a fisio-patogenia y
biomecanica entre las enfermedades locomotoras equinas y humanas (Colbath et al., 2017b).
Ademas, el caballo no se considera Unicamente modelo de estas enfermedades, sino que se ha
demostrado que puede utilizarse como modelo animal para el tratamiento de diferentes
patologias oftalmoldgicas, reproductivas y respiratorias, entre otras (Cequier et al., 2021). Esto
se alinea con el concepto de “One Health, One Medicine” promovido por la Organizacién

Mundial de la Salud y que defiende que la salud humana, animal y ambiental constituyen un
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Unico sistema que requiere de un avance conjunto (Fortier etal., 2020). Aunque deben
realizarse mas estudios sobre estas enfermedades, el rapido avance conseguido en la especie
equina en lo que respecta a la medicina regenerativa la convierte en idénea para la investigacion

traslacional (Ribitsch et al., 2020).

2.2. Medicina regenerativa

La medicina regenerativa es una rama emergente de la medicina que tiene como objetivo
restaurar o reestablecer la estructura y funcidn normal de un érgano o tejido, que se ha perdido
como consecuencia de una enfermedad, lesidn, degeneracion asociada a la edad o defectos
congénitos (Mao y Mooney, 2015; Ribitsch, Oreff y Jenner, 2021). La medicina regenerativa
abarca la ingenieria de tejidos, la terapia génica y la terapia celular somatica, asi como las
combinaciones entre los diferentes tipos (Reglamento (CE) n® 1394/2007; Directiva
2001/83/CE). Es importante destacar que el concepto de reparacién es distinto del de
regeneracién, ya que la reparacién conduce a la restauracién de la continuidad interrumpida
sintetizando un tejido cicatricial con distintas caracteristicas al tejido original. Por el contrario,
la regeneracion restaura esa continuidad interrumpida mediante la sintesis de tejidos u érganos
con las mismas propiedades que el original (Mason y Dunnill, 2008). Durante las Ultimas dos
décadas ha habido grandes avances en esta materia, estando cada dia mds cerca de conseguir
el objetivo de establecer terapias verdaderamente regenerativas. Sin embargo, y debido
precisamente a ese mayor conocimiento de los nuevos productos terapéuticos y sus
mecanismos de accién, a dia de hoy, el objetivo de estos productos no es tanto conseguir una
regeneracién real extrinseca sino promover los propios mecanismos de reparacién del
organismo para fomentar una mejor reparacion intrinseca. Por ello, en la actualidad se estd
utilizando mas el concepto de terapias bioldgicas avanzadas y no tanto el de medicina

regenerativa (Glotzbach et al., 2011).

2.2.1. Productos ortobiolégicos
Cuando los materiales bioldgicos o las tecnologias disefadas con el fin de promover la
reparacion estan enfocados a los tejidos musculoesqueléticos, dichos productos se acuian con
el nombre de ortobioldgicos (Kruel etal., 2021). Entre los productos ortobiolégicos mas
empleados en la clinica equina para el tratamiento de patologias del aparato locomotor estan
las MSCs, el suero autélogo condicionado, la solucidn proteica autéloga y el plasma rico en
plaguetas. Estos tres ultimos se componen de derivados sanguineos autélogos (provienen del
mismo paciente) minimamente manipulados (Ribitsch, Oreff y Jenner, 2021). En cambio, la

administracién de MSCs es mas compleja y puede realizarse de forma autdloga pero también
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alogénica, obteniendo las células de otro individuo de la misma especie que actie como

donante (Berglund et al., 2017).

2.2.1.1. Células madre mesenquimales
Las MSCs son células multipotentes adultas procedentes del mesodermo que se caracterizan
principalmente por la capacidad para diferenciarse en diversos tipos celulares de su mismo linaje
como por ejemplo osteoblastos, condrocitos, adipocitos y tenocitos (Kolios y Moodley, 2012).
Las MSCs estan presentes en gran variedad de érganos y tejidos, a partir de los cuales pueden
aislarse (Stewart y Stewart, 2011). De especial interés resultan las derivadas de la sangre
periférica y de los tejidos perinatales por obtenerse a partir de procedimientos no invasivos,
aunque a dia de hoy las mas empleadas en caballos son las procedentes del tejido adiposo (AT-
MSCs) y de la médula 6sea (BM-MSCs) (Barrachina et al., 2018c). Normalmente las AT-MSCs se
aislan del tejido subcutdneo de la region supraglutea mientras que las BM-MSCs se obtienen del

esternon o del ilion mediante el empleo de una aguja Jamshidi (Bastos et al., 2017).

2.2.1.1.1. Caracterizacion de las MSCs

La International Society for Cellular Therapy (ISCT), con el objetivo de estandarizacidn y para
facilitar la comparacioén de los estudios realizados en MSCs, propuso los criterios que las MSCs
humanas debian cumplir para ser consideradas MSCs (Dominici et al., 2006): deben ser
adherentes al plastico del sistema de cultivo, expresar o carecer de determinados marcadores
de superficie (inmunofenotipo) y ser capaces de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y
condrocitos in vitro.

Sin embargo, se ha observado que estas caracteristicas, especialmente el inmunofenotipo,
pueden ser variables y a dia de hoy no se dispone de criterios uniformes para caracterizar las
MSCs de distintas especies animales, y en particular las MSCs equinas. La limitada disponibilidad
de anticuerpos monoclonales especificos en medicina veterinaria dificulta la posibilidad de
establecer el inmunofenotipo de las MSCs en algunas especies. Por esa razon, para completar el
estudio de los marcadores de las MSCs equinas, ademds de emplear la citometria de flujo, la
expresion génica de estos marcadores puede ser valorada mediante la reaccidon en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-gPCR) (De Schauwer et al., 2011). Aunque la expresidn génica
puede no reflejar directamente la expresion de superficie y es mas dificil de cuantificar, su
combinacion con el estudio del inmunofenotipo puede facilitar la caracterizacion de las MSCs
equinas (Ranera et al., 2011).

Por citometria de flujo se ha podido observar que las MSCs equinas expresan algunos de los
marcadores establecidos por la ISCT (lacono et al., 2015), aunque se ha detectado variabilidad

en la expresidn génica segun los tejidos de origen (Ranera et al., 2011). A pesar de que no hay
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unos estandares claros para el inmunofenotipo de las MSCs equinas, estas células si cumplen

homogéneamente con los criterios de adherencia al plastico y multipotencia.

2.2.1.1.2. Mecanismos de accidn terapéutica de las MSCs

Los principales mecanismos de accién terapéutica de las MSCs se atribuyen, por un lado, a su
capacidad de migracion, integraciéon y diferenciacién y, por otro, a su accidn paracrina.
Inicialmente se atribuyd a la capacidad de diferenciaciéon de las MSCs la base de su accién
terapéutica para la reparacidon y la regeneracién de los tejidos musculoesqueléticos. Sin
embargo, se ha comprobado que al contrario de lo que se planted inicialmente, las MSCs no
necesitan integrarse o diferenciarse en células de un tejido concreto para ejercer sus acciones
terapéuticas (Stewart y Stewart, 2011). Actualmente, aunque se sigue considerando que los
mecanismos de integracién y diferenciacion participan en la accion terapéutica de las MSCs, ésta
se atribuye principalmente a la reparacion tisular y al mantenimiento de la homeostasis de la
respuesta inmune que ejercen mediante su accidn paracrina (Stewart y Stewart, 2011).

Los efectos paracrinos, a su vez, se pueden dividir en anti-fibréticos, quimioatrayentes,
inmunomoduladores y troficos. Los factores solubles responsables de esos efectos troéficos
tienen ademas otra subdivisién y pueden ser: antiapoptodticos, antioxidantes, de soporte
(estimulando la mitosis, la proliferacion y la diferenciacién de precursores) y angiogénicos (Liang

et al., 2014; Fan et al., 2020).

2.2.1.1.2.1. Inmunomodulacion
Respecto a la capacidad inmunomoduladora de las MSCs, se han descrito gran cantidad de
mediadores relacionados con la actividad paracrina de las MSCs, con variacién respecto a la
especie y al tejido de origen de las MSCs (Ren et al., 2008). Su mecanismo de accién se centra
en modular la proliferacidn, la diferenciacion, la migracién y la apoptosis de distintas células
inmunes (Ding, Shyu y Lin, 2011; Ma et al., 2014; Wang et al., 2022). Actualmente se estan
llevando a cabo diferentes estudios valorando cuales son las principales moléculas implicadas
en la capacidad inmunomoduladora de las MSCs equinas. Las moléculas interleuquina 6 (IL6) y
prostaglandina E2 (PGE-2), cuya produccién esta regulada por la ciclooxigenasa 2 (COX2),
parecen ser las principales responsables de la inhibicion de la proliferacidn de linfocitos equinos
mediada por las MSC equinas (Carrade Holt et al., 2014; Remacha et al., 2015; Colbath et al.,
2017a; Caffi et al., 2020). Ademas, tras el co-cultivo in vitro de linfocitos con MSCs se ha
observado que el aumento de IL6 conlleva una inmunosupresion mas eficiente de los linfocitos
B (Foo et al., 2021; Alvites et al., 2022). Ademas, en un estado inflamatorio, el incremento de la

actividad enzimatica de indoleamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO1) promueve la diferenciacién de los
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linfocitos T reguladores ejerciendo de este modo un mayor efecto inmunosupresor (Kondélkova
et al., 2010; Munn y Mellor, 2016).

Ademads de su accién paracrina las MSCs también pueden regular el ambiente inflamatorio
mediante contacto directo con células inmunes, interviniendo en el proceso moléculas de
adhesién (Fan et al., 2020). El aumento de expresion de la molécula de adhesidn celular vascular
1 (VCAM1) en las MSCs esta relacionado también con su capacidad de migracion y en su
posterior capacidad inmunomoduladora (Ma et al., 2014). Este mecanismo de migracién resulta
muy importante para el reclutamiento de las MSCs a las regiones lesionadas para facilitar la
reparacion de ese tejido dafiado (Barrachina et al., 2016b).

En diferentes estudios se ha observado coémo la exposicién de las MSCs a un ambiente
inflamatorio mediante citoquinas proinflamatorias puede aumentar sus propiedades
inmunomoduladoras al aumentar la expresién de estas moléculas. En el caso de IL6, COX2, IDO1,
sintasa de dxido nitrico inducible (iNOS2) y VCAM1 su expresidn aumenta tras la exposicion de
las MSCs a citoquinas pro-inflamatorias como el interferén y (INF-y) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) mejorando el efecto inhibidor de la proliferacién de linfocitos por parte de
las MSCs (Ren et al., 2008; Barrachina et al., 2017; Caffi et al., 2020). El estudio de moléculas
inducibles mediante citoquinas inflamatorias como iNOS2 resulta también muy interesante con
el objetivo de potenciar el efecto inmunorregulador de las MSCs equinas (Su et al., 2014; Han
et al., 2022). Ademas, el contacto celular también se ve incrementado al exponer las MSCs a un
ambiente inflamatorio (Ma et al., 2014).

En general, se considera que todas estas moléculas tienen efectos sobre el sistema inmune y por
ello, dependiendo de su nivel de expresion, las propiedades inmunomoduladoras de las MSCs

serdan mayores o menores, lo que puede repercutir en su efectividad terapéutica.

2.2.1.1.3. Inmunogenicidad

Como se ha mencionado anteriormente, la aplicacion de MSCs puede ser alogénica, obteniendo
las células a partir de un donante. La terapia alogénica resulta muy atractiva para su aplicacion
clinica, ya que no es necesario esperar al cultivo de las células y permite administrar el
tratamiento de forma temprana (Berglund et al., 2017). Sin embargo, hay que considerar que la
generacion de respuesta inmune tras la administracion de terapias derivadas de fuentes
bioldgicas alogénicas representa un gran obstaculo en el desarrollo de este tipo de tratamientos
(Sethu et al., 2012).

Hasta hace unos aios se consideraba que las MSCs eran inmunoprivilegiadas y, por consiguiente,
que la terapia alogénica era igual de segura que la autdloga y no se generarian efectos adversos

por el reconocimiento inmune de las células (Ankrum, Ong y Karp, 2014; Berglund et al., 2017).
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Sin embargo, diversos estudios han ido demostrando que este concepto no era correcto y a dia
de hoy las MSCs se consideran inmunoevasivas, pero no inmunoprivilegiadas (Ankrum, Ong y
Karp, 2014). Esta nueva etiqueta se basa en la capacidad de las MSCs para regular la respuesta
inmune, comentada anteriormente, y también en que serian menos inmunogénicas que otras
células por su expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Tras varios estudios
contradictorios sobre la presencia de marcadores MHC en la superficie de las MSC equinas, se
ha concluido que la expresidon del MHC-1 y MHC-II es variable entre animales y entre tejidos de
origen (De Schauwer et al., 2014), y ademas dicha expresién puede variar dependiendo del
ambiente en que en encuentren las MSCs.

Tanto estudios in vitro como in vivo han demostrado que las MSCs que expresan altos niveles de
MHC-II estimulan la generacién de una respuesta inmune. En cambio, cuando la expresién es
baja, las MSCs pueden pasar desapercibidas y no inducir respuesta inmune en el receptor
(Schnabel et al., 2014; Broeckx et al., 2019). Recientemente se ha valorado la importancia de la
compatibilidad para el MHC entre donante y receptor y diversos estudios describen la
generacion de memoria inmunoldgica frente a las moléculas del MHC, que puede repercutir en
la administracion repetida de MSCs en diferentes especies (Berglund et al., 2017). En la especie
equina, se ha observado que la administracion repetida de MSCs alogénicas MHC-incompatibles
da lugar a una respuesta inmunitaria adaptativa, inflamacién local y una menor accidn
terapéutica de las MSCs (Rowland et al., 2021).

Ademas del MHC, moléculas como CD40 y CD80 estan muy relacionadas con el perfil
inmunogénico de las MSCs pudiendo desarrollar un papel muy importante en el rechazo
inmunolégico. Ambas moléculas actian como activadores del sistema inmunitario promoviendo
la estimulacion de los linfocitos T y la aparicién de linfocitos B de memoria (Lee, Jung y Kim,
2021). En las MSCs equinas se ha observado una expresion de moderada a fuerte de las
moléculas coestimuladoras CD40 y CD80, dependiendo del tejido de origen (De Schauwer et al.,
2014).

Por todo ello, es importante preservar una baja inmunogenicidad de las MSCs para poder
realizar terapias alogénicasy evitar el reconocimiento inmune por parte del receptor (Barrachina
et al., 2016b). Ademas, la compatibilidad para el MHC entre donante y receptor podria interferir
en el efecto terapéutico deseado ya que se ha observado que la administracion de MSCs
alogénicas frente autdlogas influye sobre la eficacia del tratamiento (Berglund et al., 2017). De
esta forma, las propiedades inmunes de las MSCs juegan un papel central en la eficacia y

seguridad de la terapia.
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2.2.1.1.4. Equilibrio inmunogenicidad-inmunomodulacidn
Tras la revision de las propiedades inmunomoduladoras e inmunogénicas de las MSCs resulta
fundamental definir qué factores influyen sobre cada una para poder aumentar el potencial
terapéutico y reducir el riesgo de aparicién de efectos adversos o rechazo de las propias células,
lo que repercutiria en su efectividad. Segun Ankrum, Ong y Karp, 2014 la severidad del rechazo
de las MSCs depende del equilibrio entre esas dos propiedades.
La estimulacién con citoquinas proinflamatorias, la diferenciacién, la compatibilidad para el
MHC, el tejido de origen y la especie se han estudiado en diversas ocasiones como factores que
afectan a la capacidad inmunomoduladora e inmunogénica de las MSCs (Barrachina et al.,
2018b; Broeckx et al., 2019; Caffi et al., 2020).
Aunque el ambiente inflamatorio supone un aumento de las propiedades inmunomoduladoras
de las MSCs, también aumenta la expresion del MHC-I y MHC-II (Barrachina et al., 2017). Sin
embargo, tras realizar una segunda administracion de MSCs estimuladas con citoquinas
proinflamatorias, el aumento de sus propiedades inmunomoduladoras podria ayudarlas a
regular mas eficazmente la inflamacidn y a provocar una menor respuesta humoral (Barrachina
et al., 2020). Por otra parte, la expresion de estas moléculas tras la diferenciacién de las MSCs a
condrocito esta siendo cada vez mas estudiada con el objetivo de poder administrar ese tipo de
MSCs en patologias articulares. Segun (Ryan et al., 2014), tras la diferenciacién a condrocito de
las MSCs equinas aumenta la expresion del MHC, la proliferacién de los linfocitos B y ademas
sus capacidades inmunomoduladoras se reducen respecto a las MSCs indiferenciadas. Sin
embargo, en reciente estudios in vitro e in vivo en la especie equina no se observd ese aumento
de la inmunogenicidad tras la diferenciacién condrogénica de las MSCs al co-cultivarlas con
linfocitos alogénicos MHC-incompatibles, aunque sus propiedades inmunomoduladoras siguen
discutiéndose (Van Hecke et al., 2021; Cequier et al., 2022).
A nivel clinico, es deseable que las propiedades inmunomoduladoras sobrepasen al potencial
inmunogénico de las MSCs. Sin embargo, los mecanismos exactos para conseguirlo no estan
definidos claramente y son necesarias nuevas investigaciones en este campo para esclarecer
qué factores y de qué forma pueden modificar dicho equilibrio, como un paso imprescindible
para que el rendimiento terapéutico sea el mayor posible. En caballos, se han estudiado in vitro
las moléculas relacionadas con este equilibrio tanto a nivel de su expresidon génica como de
secreciéon por parte de las MSCs. Sin embargo, no se han estudiado estas propiedades in vivo
tras la administracién de MSCs equinas por la dificultad para recuperar las células una vez
administradas en el animal. El uso de hidrogeles como el alginato se ha utilizado en diferentes
estudios para inmovilizar células, como si se tratara de una matriz extracelular sintética (Ho

etal., 2022), y resulta una buena opcion para encapsular en ellos las MSCs y asi poder
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recuperarlas para estudiarlas con detalle. Las células de los mamiferos no pueden interactuar
con los polisacdridos del alginato, lo cual es ideal para que el hidrogel se mantenga integro y las
MSCs se queden en el interior, pero ademas permite el paso de nutrientes y metabolitos del
organismo a las células del interior y viceversa, lo que es idéneo para estudiar la interaccion
entre la respuesta inmune del animal y las MSCs (Watts, Ackerman-Yost y Nixon, 2013). Dicho
estudio puede realizarse mediante el andlisis de la expresién génica de las moléculas implicadas
en el equilibro inmunomodulacién-inmunogenicidad en las MSCs expuestas al sistema inmune

del animal.

3. Justificacién y objetivos

El empleo de la terapia celular alogénica supondria una gran ventaja para su aplicacién en la
clinica equina debido a la posibilidad de creacién de bancos celulares, que permitiria disponer
de MSCs bien caracterizadas para la administracién temprana del tratamiento. Sin embargo, en
la actualidad siguen sin estar claros todos los mecanismos de accidn de las MSCs y éstas pueden
ser rechazadas tras su administracion alogénica, asocidandose este rechazo a la incompatibilidad
para el MHC entre donante y receptor. Ademads, diversos factores pueden influir sobre las
propiedades inmunes de las MSCs, algunos aumentando sus propiedades inmunomoduladoras
y otros, por el contrario, su capacidad inmunogénica. Las condiciones terapéuticas para lograr
que prime la primera sobre la segunda no se conocen con exactitud, lo que en buena parte se
debe a la dificultad de realizar estudios que esclarezcan qué sucede con las MSCs in vivo,
principalmente por la dificultad que supone recuperarlas una vez aplicadas. Dicha limitacion
podria superarse encapsulando las MSCs equinas en un soporte que permita su recuperaciény
posterior estudio mediante analisis como la expresion génica.

Por todo lo expuesto, el objetivo general del presente Trabajo Fin de Grado (TFG) es evaluar el
perfil inmunomodulador e inmunogénico de las MSCs equinas, mediante expresidn génica, una
vez han sido expuestas al sistema inmune del caballo, teniendo en cuenta los principales factores
que pueden influir sobre el equilibrio entre ambas propiedades. Para lograr este objetivo
general se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Estudiar los cambios en el perfil inmunomodulador e inmunogénico de las MSCs sin
estimular, estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias y diferenciadas a condrocitos
después de su administracién in vivo.

- Valorar la influencia de la compatibilidad para el MHC entre donante y receptor sobre
el perfil inmunomodulador e inmunogénico de las MSCs equinas.

- Evaluar los cambios en el perfil génico de las MSCs de las situaciones anteriores a lo

largo del tiempo y tras una segunda administracion.
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4. Metodologia

El disefio experimental realizado para este TFG consistid en el analisis de la expresion génica de
diferentes moléculas relacionadas con la inmunomodulaciéon e inmunogenicidad de las MSCs
tras su administracion in vivo. Para ello, las MSCs se encapsularon en geles de alginato y se
colocaron tres implantes subcutdneos en las tablas del cuello de diferentes caballos. A la
semana, tres semanas y seis semanas se recuperaron los implantes y, transcurrido un mes tras
retirar el Ultimo, se repitiéd el mismo procedimiento a cada animal en las tablas del cuello
contralaterales (Figura 1). En los implantes recuperados se analizd la expresion de determinados
genes mediante RT-gPCR con el fin de valorar las propiedades inmunomoduladoras (VCAM1,

IL6, COX2, iNOS2 e IDO1), e inmunogénicas (CD40, CD80, MHC-1'y MHC-II) de las MSCs.
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Figura 1. Disefo experimental.

Este TFG es parte del proyecto de investigacién “Optimizacién del uso de MSCs en patologias
articulares en caballo: equilibrio inmunomodulacidon-inmunogenicidad” (AGL17-84411),
concedido por la Comisién Interministerial de Ciencia y Tecnologia del Ministerio de Economia,
Industria y Competitividad en la convocatoria del afio 2017 y realizado por el grupo LAGENBIO
en la Universidad de Zaragoza dentro de su linea de investigacion en terapias celulares
veterinarias con aplicacion a investigacion traslacional. Para comprender mejor el contexto del

TFG a continuacion se describe brevemente parte del disefio del proyecto.

4.1.Grupos de animales

Los caballos que participaron en el estudio fueron seleccionados previamente por el grupo
LAGENBIO segun su haplotipo para el MHC equino con el objetivo de conformar grupos de
animales compatibles e incompatibles para el mismo. Se analizaron 10 regiones de
microsatélites intra-MHC mediante PCR multiplex segin bibliografia previamente descrita
(Sadeghi et al., 2018). En total se seleccionaron 20 caballos de entre 2 y 12 afios de edad para el
estudio: 12 machos castrados, 7 hembras y 1 semental.

En primer lugar, se seleccionaron 3 animales homocigotos para determinados haplotipos para
el MHC que fueron los donantes de MSCs del estudio. El resto de caballos se seleccionaron de

manera que se pudieran formar dos grupos de receptores alogénicos: MHC-compatibles y MHC-
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incompatibles respecto a los haplotipos de los donantes. Ambos grupos se dividieron a su vez
en tres subgrupos de 2-3 caballos cada uno. Cada subgrupo recibié un tipo de MSCs: en
condiciones basales sin estimular (MSC-SE), estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias (MSC-

E) o diferenciadas a condrocito (MSC-C) (Tabla 1).

Tabla 1. Grupos de animales y tipos de MSCs recibidas. Los haplotipos se asignaron de acuerdo con los haplotipos
descritos por otros autores (Barrachina et al., 2016a; Sadeghi et al., 2018).

Donantes MSCs Receptores alogénicos Receptores alogénicos
MHC-compatibles MHC-incompatibles
D1 PR R1 R2 R3
MSC-C
HapPRE10/HapPREI0-l  HapPREI0/HapMAIO6 HapPRE10/HapPRE31 HapMaiS0/desconocido A3biA3e Desconocido/desconocido
HapMAID4/HapPREQ] HapMATID4/unknow COR7I/desconocido HapPREOY/CORI82  HapPSLO1/HapPSLO1
HapPRE] 1 /desconocido HapPREI1/A2 HapPRE11/HapPRE26 HapPRE10VZAR14 A9afdesconocido A8IALOL

Todos los procedimientos en los que intervinieron los animales fueron aprobados por la
Comisién Etica Asesora para la Experimentacién Animal de la Universidad de Zaragoza (PI-

15/16).

4.2.Extraccion, aislamiento y cultivo de MSCs
Las MSCs se obtuvieron de la médula ésea del esterndn de los 3 donantes y su aislamiento fue
llevado a cabo por el grupo LAGENBIO. Fueron cultivadas a una temperatura de 37 °C, con un
5% de CO; y un 90% de humedad relativa. El medio de MSCs empleado fue Dulbecco’s Modified
Eagle's Medium bajo en glucosa (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2
mM del aminoacido L-glutamina, 0,1 mg/mL de estreptomicina y 100 U/mL de penicilina. Todos
los suplementos empleados fueron de Sigma-Aldrich. Antes de iniciar los ensayos in vivo, estas
MSCs se caracterizaron mediante expresion de marcadores y su capacidad de diferenciacién en

los tres linajes (Cequier et al., 2022).

4.3.Fabricacion de los implantes
Para la construccion de cada implante, se mezclé 1 mL de una suspensidn celular con 5-10° MSCs
con 1 mL de una solucidn de alginato (NovaMatrix) al 3%. El alginato se polimerizé por inmersidn
en una solucidon estéril 102 mM de CaCl, durante 30 minutos a 37 °C, 5% CO,, siendo 2 mL el

volumen final de cada implante.
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Los implantes de MSC-SE y MSC-E se cultivaron en el medio de cultivo de MSCs descrito
anteriormente durante 48 horas. En los implantes de MSC-E, 12 horas antes de la colocacién, se
afiadieron 5 ng/mL de cada una de las citoquinas pro-inflamatorias: TNF-a e IFN-y (R&D
Systems). Las condiciones de estimulacién de las MSC-E fueron optimizadas previamente por el
grupo LAGENBIO (Barrachina et al., 2018a).

En el caso de las MSC-C, la diferenciacidon condrogénica se realizd6 con medio de induccion
condrogénico durante 14 dias a 37 °Cy 5% de CO; (Ryan et al., 2014). Este medio se cambid cada
48 horas durante esas dos semanas.

Todos los implantes (MSC-SE, MSC-E y MSC-C), 24 horas antes de su colocacidn, se lavaron 2
veces con tampoén fosfato salino (PBS, de sus siglas en inglés phosfate buffered saline) y se
sustituyo el SFB del medio de cultivo por suero autélogo de cada receptor para que las MSCs
estuvieran libres de antigenos xenogénicos que pudieran interferir con la respuesta inmune.
Posteriormente, justo antes de la intervencidn, se lavaron de nuevo tres veces con PBS. Ademas,
se prepard un implante adicional de cada uno de los donantes que fueron congelados
directamente a -80 °C para utilizarlos posteriormente como control en el analisis de la expresién

génica (muestra de referencia).

4.4.Colocacion y retirada de los implantes
En cada animal se colocaron de forma subcutdnea tres implantes de alginato con 5-10° MSCs
por implante. Se colocaron a lo largo de las tablas del cuello, de craneal a caudal, dejando
aproximadamente 10 cm entre ellos (Figura 2). La técnica empleada fue la del bolsillo
subcuténeo (Bellas et al., 2014), detallada a continuacion. Cada implante se retird a un tiempo

distinto: de craneal a caudal a 1 (T1), 3 (T2) y 6 (T3) semanas.

Extraccion: = Y " Extraccion:

1semana 3 2 1 semana
3 semanas bl < kanas
‘Gsemanas ; / ELEY

_ 3implantes . 4 T 3 implantes
alginato/animal g . alginato/ani

Figura 2. Diseio y colocacién de los implantes.

El mismo procedimiento se repitié en las tablas del cuello contralaterales un mes después de la
retirada del ultimo implante (T3). Las MSCs de estos implantes fueron del mismo donante y tipo

que las colocadas en la primera intervencién con la finalidad de valorar la capacidad de memoria
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del organismo frente a las MSCs (objetivo especifico 3) y se retiraron igualmente tras 1 (T4), 3
(T5) y 6 (T6) semanas.

Para llevar a cabo la intervencién quirdrgica, que se realizd en estacién, se administré una
sedacion a base de un a-2 agonista (detomidina 0,01 mg/Kg, Sedaquick, Fatro) y un opioide
(butorfanol 0,02 mg/Kg, Torbugesic, Pfizer). Ademas, se les administré una Unica dosis de
flunixin meglumine IV (1,1 mg/Kg, Niglumine, Calier).

Tras la preparacidn aséptica del campo quirdrgico, se inyectd un anestésico local (lidocaina al
5%, Anesvet, Laboratorios Ovejero) en las zonas de incisién. Se hicieron tres incisiones
horizontales de aproximadamente 3 cm de longitud y se diseccioné el tejido subcutaneo de toda
la zona ventral a la incisién creando un bolsillo subcutdneo de 1,5x1,5 cm. A continuacién, se
colocaron los implantes dentro de los bolsillos y se suturd cada incisién en dos planos. Primero
se hizo una sutura continua del tejido subcutaneo con material reabsorbible (Monosyn, Braun)
y la piel se cerrd colocando grapas y puntos simples de sutura (en caso necesario). Ademas, en
los bordes ventral, caudal y rostral de cada bolsillo también se pusieron grapas para delimitar la
zona de implantacion y evitar la migraciéon de los implantes.

Tras la intervencidon y en los tres dias siguientes todos los caballos fueron monitorizados
clinicamente. Ademas, durante esos tres dias se mantuvieron con cobertura antibidtica
(penicilina procaina IM a 15 mg/Kg una vez al dia, Procapen, Livisto).

Para la extraccion, que se llevé a cabo segln los tiempos mencionados, se siguidé el mismo
procedimiento de preparacion del campo quirurgico que en la colocacién de los implantes. Para
extraer cada implante se hizo una incisién en el borde rostral de cada bolsillo de unos 3 cm de
longitud y se disecciond el tejido subcutdneo. El implante recuperado se dividié en dos partes:
la primera mitad para estudiar la expresion génica (el objetivo de este TFG) y la segunda para
llevar a cabo otros estudios del proyecto de investigacién. Los implantes para realizar la
expresion génica se conservaron a -80 °C hasta el momento de la extraccidon del acido
ribonucleico mensajero (ARNm).

Tras la intervencidn quirdrgica para la extraccion de los implantes los caballos también fueron

monitorizados clinicamente los dias posteriores.

4.5.Extraccion de acido ribonucleico mensajero
Para la extraccion de ARNm, los implantes se colocaron en tubos cénicos de 1,5 mL con 500 pL
de Trizol y perlas de acero inoxidable (Qiagen), y posteriormente se disgregaron vy
homogenizaron con el instrumento TissuelLyser LT (Qiagen) durante 3 minutos a 50 Hz. Después
de ello, los tubos con las muestras se dejaron reposar durante dos minutos en hielo. Para el

aislamiento del ARNm se empled el kit comercial de Zymo Direct-Zol RNA siguiendo las
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instrucciones del fabricante. Este kit se basa en la capacidad de una membrana para retener
acidos nucleicos y todo el procedimiento se llevd a cabo manteniendo bajas temperaturas
debido a la facilidad de degradaciéon del ARNm.

Finalmente, se midid la concentracién de ARNm de cada muestra con el espectrofotdmetro
NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher). Ademas, se evaludé la pureza mediante los ratios
260/280 y 260/230 de absorbancia. El primero de ellos indica el grado de contaminacién de la
muestra con proteinas (absorbancia a 280 nm) mientras que el segundo indica el grado de
presencia de sales y otros contaminantes que tienen una absorbancia a 230 nm. Las muestras

de ARNm se almacenaron a -80 °C hasta realizar la retrotranscripcion.

4.6.Sintesis de acido desoxirribonucleico complementario (ADNc)
El kit empleado para hacer la retrotranscripcion fue qgScript cDNA Supermix (Quanta
Biosciences). Se retrotranscribieron un total de 100 ng de ARNm por muestra para
posteriormente trabajar a una misma concentraciéon de ADNc al realizar las reacciones de RT-
gPCR. Ademas, es preferible trabajar con ADNc debido a la alta degradabilidad del ARNm. Se
calculé individualmente para cada reaccién de retrotranscripcién el volumen a afiadir de cada
muestra de ARNm y de H,O libre de ARNsas para que junto a los 4 uL de master mix, el volumen
final fuera 20 L, siguiendo las instrucciones del kit. Ademas, se prepard otra muestra con H,0
libre de ARNsas como control negativo de la retrotranscripcion. Las muestras mezcladas con los
componentes del kit se incubaron en un termociclador en primer lugar 5 minutos a 25 °C,
después 30 minutos a 42 °C para que tuviera lugar la reaccién de sintesis del ADNc a partir del
ARNm gracias a la enzima retrotranscriptasa del kit, y a continuacién, 5 minutos mas a 85 °C
para inactivar dicha enzima. EI ADNc se diluyd 1:10 y se almacend a -20 °C hasta la preparacion

de las placas de RT-gPCR.

4.7.Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real

El andlisis de la expresion génica de moléculas relacionadas con la capacidad inmunorreguladora
e inmunogénica de las MSCs en distintas condiciones se llevd a cabo mediante la técnica de RT-
gPCR, técnica de eleccién para el estudio del ARNm (Singh y Roy-Chowdhuri, 2016).

Las moléculas analizadas en este TFG estan relacionadas con la capacidad inmunomoduladora e
inmunogénica de las MSCs. Los cebadores utilizados para su deteccién fueron disefiados
previamente por el grupo (Barrachina et al., 2018a) y se detallan en la Tabla 2.

Para cada una de las muestras se analizaron los 9 genes mencionados en la Tabla 2 y también
se analizaron dos genes normalizadores: B-2-microglobulina (B2M) y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (Tabla 2). Estos ultimos son genes normalizadores porque se expresan

de forma consistente en todos los tejidos y permiten hacer equiparable la expresidén entre
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muestras al igualar las diferencias en la cantidad de partida de acidos nucleicos. Primero se
analizaron estos dos genes para todas las muestras ya que, si en alguna no se hubiera observado
expresion, indicaria que esa muestra debe ser revisada. Para todos los genes analizados se

hicieron tres réplicas de cada muestra.

Tabla 2. Cebadores empleados en la RT-qPCR para analizar la expresidn génica. Los genes se agrupan de acuerdo con
las funciones e implicaciones de las moléculas codificadas.

Gen Numero de acceso Secuencia del cebador (5°-3°) | Tamaiio amplicén (bp)

GENES NORMALIZADORES

F: GGCAAGTTCCATGGCACAGT
GAPDH NM_001163856 R: CACAACATATTCAGCACCAGCAT 128

F: TCGTCCTGCTCGGGCTACT
B2M NM_001082502 R: ATTCTCTGCTGGGTGACGTGA 102

MOLECULAS INMUNOMODULADORAS

Moléculas relacionadas con el mecanismo de contacto celular

F: TCTATGCTACGCTCTGGCTACG
veami NM_001101650 R: TTGATGGTCTCCCCGATGA 127

Moléculas relacionadas con el mecanismo de sefializacion paracrina

F: GTTTGCATTTTTTGCCCAGC
cox2 AB041771 R: ACTTAAATCCACCCCGTGACC 103

F: TCATGACTACGTGGACCCAAAA
IbO1 XM_01736538.2 R: CGCCTTCATAGAGCAGACCTTC 104

, F: CCAACAATGGCAACATCAGGT
INOS2 AY027883 R: TGAGCATTCCAGATCCGGA 85

F: AACAGCAAGGAGGTACTGGCA
ILé EU438770 R: CAGGTCTCCTGATTGAACCCA %

MARCADORES INMUNOGENICOS: moléculas presentadoras de antigenos

F: CGTGAGCATCATTGTTGGC
MHC-1 AB525081 R: TCCCTCTTTTTTCACCTGAGG >

F: AGCGGCGAGTTGAACCTACAGT
MHCII NM_001142816 R: CGGATCAGACCTGTGGAGATGA 172

MOLECULAS RELACIONADAS CON LA PRESENTACION DE ANTIGENOS: moléculas coestimuladoras

F: ACAAATACTGCGACCCCAACC
cD40 AYS14017 R: TTTCACAGGCATCGCTGGA 114

F: CAGGAAAGTTGGCTCTGACCA
cb8o XM_005601958.3 R: TCTCCATTGTGATCCTGGCTC 135

Para cada muestra se utilizaron 5 pL de Fast SYBER Green Master Mix (Applied Biosystems),
fluorocromo intercalante que emite fluorescencia Unicamente cuando se une a una doble
cadena de ADN, 0,15 pL de cada cebador de la parejay 2,7 uL de H,0 para un volumen final de
8 uL. Se pipetearon los 8 pL del mix en cada pocillo y se afiadieron 2 pL de ADNc de las muestras
correspondientes en cada pocillo. Ademas, para cada gen se incluydé un control negativo (NTC,
no template control) en triplicado, en el que se pipetaron 2 pL de H,0 libre de nucleasas en lugar
de ADNc, para comprobar que no habia amplificacidn inespecifica. Todas las placas se analizaron
en el instrumento QuantStudio3 Real Time PCR System (Applied Biosystems). El programa de
PCR empleado consistid en una activacion inicial a 95 °C durante 20 segundos seguida de 40
ciclos de 3 segundos a 95 °C y 30 segundos a 60 °C y finalmente una curva de disociacion para

comprobar la especificidad de la amplificacion.
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4.8.Analisis de los datos
Para el andlisis de los resultados obtenidos de RT-qPCR se utilizé el programa QuantStudio™
Design & Analysis Software (Applied Biosystems) analizando de forma individual las tres réplicas
de cada muestra.
Se analizaron los valores del ciclo umbral (Ct, de sus siglas en inglés, cycle threshold) que indica
el ciclo a partir del cual la amplificacidn es exponencial, la desviacidon estandar del ciclo umbral
(Ct SD, de sus siglas en inglés, standar deviation cycle threshold) y la temperatura de disociacion
(Tm1, de sus siglas en inglés, melting temperature). El andlisis se hizo en conjunto teniendo en
cuenta los tres pardmetros a la vez.
Para realizar la cuantificacidon de la expresion se utilizd el método 22%, el cual permite calcular
los niveles de expresién génica como un cambio relativo entre dos condiciones diferentes (Livak
y Schmittgen, 2001). En este caso, el implante control de cada donante que se congeld al
principio se utilizdé como muestra de referencia para calcular la expresion relativa en los
implantes experimentales.
El factor de normalizacidn para cada muestra se calculé como la media geométrica de los valores
Ct de los genes normalizadores GAPDH y B2M. Para el analisis de cada gen, este factor se resto
a la media del valor Ct de las tres réplicas de cada muestra para obtener el valor ACt (ACt = Ctgen
interés - Ctnormalizador). A continuacién, se calculd la diferencia entre el ACt basal (muestra de
referencia) y el ACt de cada muestra experimental para obtener el valor AACt, siendo este igual
a cero en el caso de los propios implantes controles.
Con la finalidad de transformar el proceso exponencial en una relacién lineal se empleé la
conversion 222 asumiendo una eficiencia de los cebadores del 100% (Derveaux, Vandesompele
y Hellemans, 2010). Mediante el mismo método, se calculd la desviacién estandar (SD),
representada por las barras de error, utilizando los valores 2225 (limite inferior) y 222D
(limite superior). Mediante el calculo del 222t e| valor de los implantes controles fue 1 (2°=1),
por lo que en las muestras con valores > 1 la expresion del gen aumentd mientras que en las que

tuvieron valores < 1 disminuyé.

4.9.Analisis estadistico
El procesamiento estadistico de las diferentes variables se realizé con el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics versién 26. Se utilizaron pruebas estadisticas analiticas para comprobar las
diferencias en la expresion relativa del ARNm de cada gen (COX2, IL6, iINOS2, IDO1, VCAMI,
MHC-I, MHC-II, CD40 y CD80) en funcién de las distintas variables de estudio. Las variables
fueron "grupo" (dos categorias: MHC-compatible y MHC-incompatible), "tipo de célula" (tres

categorias: MSC-SE, MSC-E y MSC-C) y “tiempo” (6 categorias: T1, T2, T3, T4, T5 y T6). La
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existencia de muestras atipicas se evalud con la prueba de Grubbs (alfa = 0,05). La expresion de
cada gen se analizd individualmente, estableciéndose como variable dependiente, y cada una
de las demas variables como factor para estudiar las diferencias de la siguiente manera (1)
diferencias entre tipos de células en cada tiempo dentro de cada grupo de receptores, (2)
diferencias entre grupos de receptores para cada tipo de células en cada tiempo, (3) diferencias
a lo largo del tiempo dentro de cada grupo de receptores para cada tipo de células.

Para los diferentes andlisis, se utilizaron pruebas no paramétricas tras valorar la normalidad y Ia
homocedasticidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de Levene, respectivamente.
En las variables con mas de tres grupos, se utilizaron las pruebas Kruskal-Wallis o Friedman
seguida de la prueba de Dunn como post hoc, para muestras independientes (1) o relacionadas
(3), respectivamente. Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para las comparaciones entre dos
grupos (2). El nivel de significacion se fijo en p < 0,05 para todos los analisis. Para la

representacién grafica se utilizé GraphPad Prism 9.2.

5. Resultados y discusion

Antes de presentar y discutir los resultados, es necesario considerar las limitaciones del estudio.
En primer lugar, el tamafio muestral es reducido y puede influir en los resultados del analisis
estadistico. Sin embargo, cabe considerar la dificultad de trabajar con un nimero elevado de
animales por el tamafio y necesidades particulares de la especie equina, a lo que se afiade la
dificultad de encontrar individuos compatibles para el MHC teniendo en cuenta la gran
variabilidad de haplotipos (Sadeghi et al., 2018). Ademas, existe gran variabilidad inter-
individual en la expresion génica a pesar de haber seleccionado caballos con caracteristicas
similares. Para tratar de contrarrestar este efecto, los resultados se normalizaron de acuerdo
con la expresion génica de cada donante tras analizarla en los implantes controles. Por todo ello,
en las graficas que se mostraran a continuacion se observan ciertas diferencias que el andlisis
estadistico no ha detectado como significativas, pero que, sin embargo, pueden ser relevantes.
Finalmente, no toda la expresidn génica que se detecta mediante RT-gPCR resulta en una
secrecion de la molécula en cuestion por parte de las MSCs (Cassano et al., 2018).

Por motivos de extensién, solo se han representado en detalle los genes y las condiciones en las
que se observaron diferencias significativas (o relevantes). Para el resto de los genes y
condiciones, no se observaron cambios relevantes, lo que puede indicar que dichos genes no se
verian influenciados por las condiciones testadas en este estudio. Todos los resultados estan

presentados en la Tabla 3.
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Tabla 3. Resultados de la expresidn de los genes inmunomoduladores e inmunogénicos en los implantes. Media 2-24Ct
+ error estandar de la media (SEM, de sus siglas en inglés standard error of the mean) de los implantes analizados en

los grupos MHC-compatible y MHC-incompatible en los tres tipos celulares (MSC-SE, MSC-E y MSC-C).

Tl

T2

T3

T4

T5

T6

Media 2-AACt + SEM

Media 2-AACt + SEM

Media 2-AACt + SEM

Media 2-AACt + SEM

Media 2-AACt + SEM

Media 2-AACt + SEM

MSCSE | 1,122 £ 1,302 1,035 1,529 | 0,692 % 0,562 1,662 1,370 | 04130274 | 01180053
con'\]’:)':fi'ble MSC-E | 0,021%0,003 | 0,006%0,000 | 0,002%00000 | 0,050%0,007 | 000100000 | 0,005z 0,000
MSCC | 2416£0,253 | 0546£0,747 | 0430£0,472 1,327 £ 1,047 1492£1462 | 0,181+0,051
L6 MSC-SE | 0,768+0,330 | 02610127 | 0647£0,000 | 07320516 | 07150514 | 0,301%0,176
incom:ibm MSC-E | 0,011+0,004 | 0,002£0002 | 0,034:0046 | 0,046:0039 | 0,003:0003 | 0,003z0,005
MSC-C | 153540468 | 01810213 | 09700358 | 3,017+1437 | 0894%0955 | 0,6230,135
e, MSCSE | 0,947£0,756 | 0,142£0,139 | 0,238%0,253 | 0,396£0,278 L,141£0,546 | 0,249 %0,019
compatble | MSCE | 06730376 | 01050,000 | 0,054 %0000 1,066+ 1,143 | 0,012%0,005 | 0,015z 0,000
MSC.C | 32,122+4744 | 19420816 | 3,309%1,393 | 24,132£13349 | 5654%1,823 | 3,964%0,174
cox2 MSC-SE | 0,430+0447 | 0,150£0,062 | 00380014 | 0310£0,176 | 0,107£0,119 | 0,055 0,040
ML MSC-E | 0,089%0,038 | 0,039%0018 | 0,246%0407 | 0352%0,207 | 005120011 | 0,022 0,004
incompatible |0 T 6,100 = 1,849 1,106 £ 0,342 2,694 £ 0,678 4,774 £ 1,549 2,073+ 2,131 4,854 + 1,381
e, MSC-SE | 0,032+0,025 | 0,021+0021 | 00580088 | 0020£0,010 | 0,128%0,174 | 0,008 0,006
compatible | MSCE | 15310747 | 00790000 | 01330000 | 092830586 | 0050:0009 | 0021%0,000
MSC-C | 09230830 | 0,020,117 | 00200006 | 0259%0062 | 0,078%0,016 | 0,032 0,018
Ibot MSC-SE | 0,011+0,009 | 0,004+0,005 | 0002£0,000 | 0010£0,010 | 0004£0,001 | 0,003 0,001
- Wlile MSC-E | 0,035:0,020 | 0,003£0,001 | 0712£1230 | 0450:0,523 | 0,013£0,004 | 0,012 0,007
incompatible |0 e 0,026 0,014 | 0,009 0,001 0,009 £ 0,001 0,054 £ 0,052 0,016 £ 0,004 | 0,004 £ 0,003
e, MSC-SE | 2,685+ 1,973 | 9,122%14,915 | 05900721 | 2,138£2,776 | 23,439£30,090 | 1,501 1,894
compatible | MSCE | 01070003 | 00040000 | 00120000 | 0004:0000 | 00100012 | 0,004+0000
) MSC.C | 1,369£0,809 | 070840577 | 2,090% 1,951 1,997 £ 1,269 1,582£0,583 | 0,132%0,033
iNos2 MSC-SE | 0,152+0,109 | 0366045/ | 0242:0060 | 04540368 | 03100294 | 0,184%0,173
e MSC-E | 0,019:0013 | 0,004%0006 | 0,003£0003 | 002320025 | 0,019:0008 | 0,003z0,001
incompatible =g e 0,101 = 0,000 0,654 £ 0,006 1,169 + 0,441 0,594 £ 0,424 | 0,761+0,413 0,976 £ 0,731
e, MSC-SE | 32,427+ 16,103 | 7,698 7,780 | 5,637 £5847 | 122,589 79,877 | 137,058 £ 100,538| 9,451 £ 6,045
compatble | MSCE | 00710005 | 00050000 | 00040000 | 0033:0006 | 00270006 | 0,007+0,000
veam1 MSC-C | 7,008%6,087 | 27,025%30,812 | 25017 %27,979 | 20,219 4,493 | 14,046 % 14,740 | 3,733 £ 0,663
. MSC-SE | 27,964 £ 25,698 | 10,411£8,416 | 13,884%15,130 | 33,569+ 18,120 | 6,646 £0,166 | 5454 £ 5,046
: i MSC-E | 0,105%0,039 | 003320032 | 0052%0045 | 00360028 | 00170004 | 0,180,019
incompatible | 10,497 £ 7,818 | 6472£5088 | 247491 11,754 | 4,804 £ 2,193 4,238+2,200 | 13,106+ 9,815
MSC-SE | 0,221:0,079 | 0476:0,075 | 0,750£0,691 | 0477£0,115 | 0934£0,370 | 1,160,408
con':/:)iii-ble MSC-E | 0,051:0,037 | 0,033£0,000 | 0065%0000 | 0,160£0,156 | 0,106£0,069 | 0,315 0,000
MSC-.C | 0485+0,140 | 06230373 | 0436%0,192 | 02100086 | 0549%0459 | 0,866 0,225
¢p40 MSCSE | 0,508£0,194 | 120300281 | 0,741%0574 | 0,328:0,069 | 0,747£0,287 | 09730413
incopr;iMe MSC-E | 0,167%0,046 | 0472%0,187 | 0228%0,147 | 0208:0078 | 0470:0044 | 0,269+0,129
MSC-C | 0,628£0323 | 0,396 0,202 1,733£0,652 | 0,650%0451 | 0377%0212 | 0,801+0,228
MSC-SE | 0,384+0,030 | 0377:0,155 | 02860055 | 05370372 | 0690£0,656 | 0,610z 0,400
con’:’::fi’ble MSC-E | 1,390:0,087 | 0,982£0,000 | 1059%0000 | 0417%0360 | 0,158£0,046 | 0,133 % 0,000
g0 MSC.C | 3,762,685 | 2,831,189 | 4,766 3,191 1,804 % 0,133 1,777£1,762 | 0,848 % 0,069
. MSC-SE | 0,421 £ 0,140 1,281£0,363 | 0470£0,226 | 0,263%0,186 | 0,797£0,305 | 0,767 £0,598
incompatible | MSCE | 17300761 | 32170357 1,118+0844 | 1,671%1371 1,302£0595 | 2,233+1,728
MSC-C | 8249:2,518 | 2,828t2,649 | 4485%0935 | 2,236+1,904 | 1,201%0305 | 54461796
MSC-SE | 1,994+ 1051 | 06240123 | 0592£0379 | 0729£0,165 | 0557£0,306 | 0,332%0,156
con':’:)'lfi'ble MSC-E | 049120172 | 033620000 | 0,522 0,000 1,394%0,789 | 0,562%0,094 | 0,508 0,000
e MSC.C | 0,104£0,067 | 0303£0459 | 0,197£0271 | 04840498 | 0,328%0,407 1,078 £ 0,849
MSC-SE | 0,978+ 1,027 | 0420:0,170 | 0,107 0,131 1,668%0518 | 0858%1,197 | 0,130%0,117
incom;ibm MSC-E | 061120821 | 04520578 1,395+2394 | 2,093+2843 | 0797:1073 | 09631632
MSC-C | 165,267 + 212,489 84,321 £ 119,210 | 68,219 * 96,457 | 139,500 * 229,111| 45,957 £ 72,329 | 60,337 + 90,328
MSC-SE | 3,781+0408 | 29102078 | 6965+1054 | 2596+1725 | 3935+1576 | 11,894 0,889
con':’:)':fi'ble MSC-E | 77,052%27,883 | 41,573£0,000 | 16,148£0,000 | 5256+2,807 | 12,437£2,252 | 24,742 0,000
— MSC.C | 12,773%4309 | 60,233%7,368 | 17,571%12,554 | 6,897 4,837 | 10,443+0,889 | 70,327 £ 11,260
MSC-SE | 3,918+2,865 | 8213+2029 | 7,470£589 | 2,006%0,728 | 17,650+ 12,723 | 12,837 2,215
inco'\n’::;ble MSC-E | 243073342 | 353668239 | 13,606+ 10,416 | 81695594 | 349796251 | 34,919 6,857
MSC.C | 8118+5415 | 19,879+ 10,781 | 11,355%2,135 | 4,09%2,486 | 85863224 | 38131203811

5.1.Influencia del tipo de MSCs

Al analizar el efecto del tipo de MSCs recibidas (MSC-SE, MSC-E y MSC-C) se

diferencias significativas para todos los genes estudiados excepto para MHC-I.

observaron

Respecto a COX2, en el grupo MHC-compatible se observd una mayor expresion en las MSC-C

respecto a las MSC-SE (p < 0,05) en T1, T3 y T4. De forma similar, en el grupo MHC-incompatible

también se observd una mayor expresion de COX2 en las MSC-C respecto tanto a las MSC-SE

como a las MSC-E en T1, T4y T6 (p < 0,05 en todos los casos). También se observé un aumento
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de la expresidon de COX2 en las MSC-SE respecto tanto a las MSC-E en el primer (T1) y dltimo
tiempo (T6) (p < 0,05) (Grafica 1).

En definitiva, es notable el aumento de la expresidon de este gen en el caso de las MSC
diferenciadas a condrocito, tanto en el grupo MHC-compatible como en el MHC-incompatible y,
sobre todo, justo tras cada una de las dos administraciones. En otros estudios in vitro este
aumento lo han observado tras estimular las MSCs con citoquinas proinflamatorias (Cassano
et al., 2018; Caffi et al., 2020). Cassano et al., 2018 emplearon IFN-y mientras que Caffi et al.,
2020 emplearon TNF-a, IFN-y y ambos. En este ultimo estudio, concluyeron que con el uso
combinado de ambas citoquinas se conseguia una mayor expresion de COX2. Sin embargo, en
este estudio hemos observado in vivo que la expresion de COX2 en las MSC-E ha sido similar a
la de las MSC-SE. Esto puede deberse a que el efecto del tratamiento con citoquinas

proinflamatorias se pierda a lo largo del tiempo una vez las MSC-E son administradas.
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Grafica 1. Expresion relativa de COX2 entre MSCs en los grupos MHC-compatible y MHC-incompatible.

La expresion del gen IDO1 también fue significativamente mayor en las MSC-C respecto a las
MSC-SE en el grupo MHC-compatible a T1 y T4 (p < 0,05). Ademas, en T4 se observdé mayor
expresion en las MSC-E respecto a las MSC-SE tanto en el grupo MHC-compatible como en el
MHC-incompatible (p < 0,05). Por otra parte, en el grupo MHC-incompatible las MSC-E
mostraron mayor expresion de IDO1 que los otros dos tipos de células tanto en T4 y como en T6
(p < 0,05). Sin embargo, en T6 los niveles de expresidn de /DO fueron inferiores respectoa Tly
T4, indicando que el efecto inmunomodulador se reduciria a lo largo del tiempo (Grafica 2).
Otros estudios sefialan un aumento de la expresion de /IDO1 en las MSCs tras su estimulacion

con citoquinas proinflamatorias in vitro (Cassano et al., 2018; Caffi et al., 2020; Lee, Jung y Kim,
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2021). En este estudio in vivo no hay un aumento respecto a los valores basales (todos los valores
de expresién relativa son similares o inferiores a 1), pero si se observa que las MSC-E son capaces
de mantener una mayor expresion de /D01, seguidas por las MSC-C, aunque la expresién de este
gen tiende a reducirse a lo largo del tiempo. La ausencia de un marcado aumento en la expresion
de este gen, que se caracteriza por ser inducido por la inflamacién, podria reflejar que las MSCs
no generan una respuesta inmune relevante y por tanto no se ven expuestas a un ambiente lo

bastante inflamatorio.
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Grafica 2. Expresion relativa de IDO1 entre MSCs en los grupos MHC-compatible y MHC-incompatible.
Tanto para IL-6 como para iNOS2 solo se observaron diferencias significativas en el grupo MHC-
incompatible. La expresion de IL6 en las MSC-C fue significativamente mayor respecto a las MSC-
Ey MSC-SE en T1 y T4 (p < 0,05). En el caso de iNOS2 se observd mayor expresion también en
las MSC-C respecto a las MSC-E (p < 0,05), que en general mostraron valores muy bajos. De
hecho, en T1, T4 y T6, la expresiéon de iNOS2 en MSC-E fue significativamente menor que en las
MSC-SE (p < 0,05). En T5 y T6, tanto en /L6 como en jNOS2, se observd mayor expresién en las
MSC-C respecto a las MSC-E (p < 0,05) (Grafica 3). Por tanto, la estimulacidn con citoquinas pro-
inflamatorias parece no aumentar la expresidén de ninguno de estos dos genes tras administrar
las MSC-E in vivo, lo que resulta contradictorio con trabajos in vitro que obtuvieron una mayor
expresion de /L6 (Connard et al., 2021) e iNOS2 (Lee, Jung y Kim, 2021) tras su estimulacién con
citoquinas proinflamatorias. Caffi et al., 2020 también detectaron un aumento de ambos genes
tras dicha estimulacion. Sin embargo, de forma similar a lo observado para IDO1, parece que

estos efectos no se mantendrian en el tiempo una vez las MSCs son administradas in vivo.
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Grafica 3. Expresion relativa de /L6 e iNOS2 entre MSCs en el grupo MHC-compatible.

Respecto a VCAM1, en T1y T4 se observé un aumento de su expresion en las MSC-SE respecto
a las MSC-C y MSC-E en el grupo MHC-compatible (p < 0,05). En el grupo MHC-incompatible, el
incremento de la expresién de VCAM1 en las MSC-SE en comparacion con las MSC-C solo se
observo tras la reexposicion (T4). Sin embargo, en T1, T4, T5 y T6 se observé una disminucion
significativa de la expresidon de VCAM1 en las MSC-E en comparacion con las MSC-C y las MSC-
SE en el grupo MHC-incompatible (Grafica 4). Por tanto, la expresion de VCAM1 en las MSC-E
fue muy baja e inferior en comparacién con su respectivo implante control, mientras que su
expresion estuvo incrementada tanto en las MSC-SE como en las MCS-C observandose valores
ligeramente mayores en todos los tiempos en las MSC-SE. En otro estudio, y en consonancia con
nuestros resultados, han observado que la expresién de este gen, aunque aumenta en MSC-E
tras la estimulacion, disminuye tras 7 dias in vitro resultando en valores incluso mas bajos que

los de las MSC-SE (Barrachina et al., 2017).
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Grafica 4. Expresion relativa de VCAM1 entre MSCs en los grupos MHC-compatible y MHC-incompatible.
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De acuerdo con los resultados de las moléculas inmunogénicas, en el grupo MHC-compatible se
observd que la expresién de CD40 fue significativamente mayor en las MSC-C respecto a las
MSC-E y las MSC-SE en T1, y solo respecto a MSC-SE en T4 (p < 0,05 en todos los casos). En el
grupo MHC-incompatible, se observd tanto en el primer implante (T1) como en el dltimo (T6)
que la expresién de CD40 era menor en las MSC-E en comparacion con las MSC-Cy MSC-SE (p <
0,05) (Grafica 5, A). Lee, Jung y Kim, 2021 observaron que tras la estimulacion de las MSCs con
TNF-a e INF-y los niveles de ARNm de CD40 aumentaban, al contrario que en nuestro estudio,
en el que la expresidon de este marcador fue mayor tanto en las MSC-SE como en las MSC-C en
comparaciéon con las MSC-E. Como se ha comentado anteriormente, esto podria deberse a que
el efecto de la estimulacién se perdiera a lo largo del tiempo in vivo, al no encontrar las MSC-E
un ambiente lo suficientemente inflamatorio como podria ocurrir tras una lesién como han
descrito otros autores (Barrachina et al., 2018a). Segun los resultados de nuestro estudio, la
estimulacién de las MSCs con citoquinas proinflamatorias les permitiria evadir el sistema inmune
(Ankrum, Ong y Karp, 2014; Berglund et al., 2017) al encontrarse los niveles de expresién de
CDA40 inferiores a los respectivos implantes controles. Sin embargo, la sobreexpresién de los
genes inmunomoduladores en las MSC-E solo fue destacable en el caso de IDO1 y la
compensacién podria no ser suficiente para lograr esa evasion.

La expresion de CD80 estuvo aumentada en las MSC-C del grupo MHC-incompatible en todos
los tiempos. En el grupo MHC-compatible, se observd un aumento de su expresién en las MSC-
C respecto a las MSC-SE en T1, T3 y T4. Ademas, la expresion de CD80 en las MSC-SE también
fue significativamente menor que en MSC-C y MSC-E en el grupo MHC-incompatiblea T1y T4 (p
< 0,05). En el grupo MHC-incompatible, se observé un aumento en la expresion de CD80 en las
MSC-C respecto a las MSC-E en T1 y a las MSC-SE en T6 (p < 0,05) (Grafica 5, B). En consonancia
con nuestros resultados, estudios realizados en MSCs humanas han mostrado que, tras la
estimulacién con citoquinas proinflamatorias, las MSCs no aumentan la expresiéon de CD80 e
incluso puede verse reducida (Van Megen et al., 2019; Ozdemir et al., 2021). Por lo tanto, la
evasion del sistema inmune seria mas eficaz por parte de las MSC-SE y las MSC-E aplicadas en

individuos MHC-compatibles.
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Grafica 5. Expresion relativa de CD40 (A) y CD80 (B) entre MSCs en los grupos MHC-compatible y MHC-incompatible.

En el caso de MHC-II, se puede observar como tiende a una mayor expresién en las MSC-E. En el
grupo MHC-compatible, se observd un aumento significativo de MHC-II en las MSC-E y MSC-C
en comparacién a las MSC-SE en T1 (p < 0,05 en ambos casos) y T2 (p < 0,05 en las MSC-C). En el
grupo MHC-incompatible, se observo lo mismo a T6 (p < 0,05). Ademas, las MSC-E MHC-
incompatibles mostraron los mayores niveles de expresion de MHC-/l en comparacidn a las MSC-
Cy las MSC-SE en T1 (p < 0,05 en ambos casos) y T5 (p < 0,05 en las MSC-C) (Grafica 6). Otros
autores revelan que la expresion de MHC-II tras la estimulaciéon de las MSCs con citoquinas
proinflamatorias es mayor (Schnabel et al., 2014; Barrachina et al., 2017; Cassano et al., 2018),
de acuerdo a lo observado en nuestro estudio in vivo, que también ha revelado que los niveles

de expresion de este marcador son incluso mayores en las MSC-C.
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Grafica 6. Expresion relativa de MHC-II entre MSCs en los grupos MHC-compatible y MHC-incompatible.
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Los resultados presentados sobre el efecto del tipo de MSCs muestran que los genes
inmunomoduladores tendieron a expresarse mas en las MSCs diferenciadas a condrocito,
seguidas por las MSC-SE, que también mostraron en general valores mayores a los de las MSC-
E. El Unico gen que tras la estimulacién con citoquinas proinflamatorias tuvo una mayor
expresion en comparacion a los otros dos tipos celulares fue IDO1, aunque sus niveles de
expresion en las MSC-C también fueron similares. Estos resultados podrian sugerir que la
maxima eficacia terapéutica se conseguiria con el uso de MSC-C o MSC-SE. Sin embargo, ambos
tipos celulares también mostraron los mayores niveles de expresion de los genes
inmunogénicos: en CD40 se observé mayor expresiéon en las MSC-C y MSC-SE y en CD80 en las
MSC-C. Pero debido a la menor expresion de CD80 y MHC-II en las MSC-SE, podrian considerarse
mds inmunoevasivas que las MSC-C. Por otro lado, en el caso de MHC-I/, las MSC-E mostraron
los valores mas elevados, al igual que sucedia con IDO1. Sin embargo, cabe considerar que la
expresion de diferentes genes en los tres tipos celulares y a lo largo del tiempo de exposicidn se
encontré disminuida en comparacion a los respectivos implantes basales, lo que sugiere que el

ambiente in vivo no induciria cambios relevantes en el perfil inmune de las MSCs.

5.2.Influencia de la compatibilidad

Respecto a la influencia de la compatibilidad para el MHC, se observaron diferencias
significativas en la expresidn génica de las MSC-C y MSC-SE segln se administraran a receptores
MHC-compatibles o MHC-incompatibles. En las MSC-C se observé un aumento de la expresion
de COX2, IDO1 e IL6 en el grupo MHC-compatible respecto al MHC-incompatible a T1 (p < 0,05)
(Grafica 7, A). Asimismo, en el primer tiempo tras la reexposicién (T4), se observd este mismo
incremento en COX2, IDO1 y también VCAM1 en las MSC-C administradas al grupo MHC-
compatible (p < 0,05) (Grafica 7, A). Por consiguiente, para las MSC-C solo se observaron
diferencias significativas en los genes inmunomoduladores, aumentando su expresion en el
grupo MHC-compatible.

En cuanto a las MSC-SE, se observé un aumento significativo de la expresién génica de las
moléculas inmunomoduladoras iNOS2 en T1y COX2 en T6 en el grupo MHC-compatible respecto
al MHC-incompatible (p < 0,05) (Grafica 7, B). Cabe destacar que en ninguno de los tres tipos
celulares (MSC-SE, MSC-E y MSC-C) se observé un aumento significativo de las moléculas
inmunomoduladoras en el grupo MHC-incompatible en comparacion al grupo MHC-compatible
(Tabla 3). Sin embargo, tras analizar las moléculas inmunogénicas en los grupos en los que se
administraron MSC-SE, se observé en el grupo MHC-incompatible un aumento significativo de
la expresion de CD40, CD80y MIHC-1l en T2, MHC-/ en T4 y MIHC-Il en T5 respecto al grupo MHC-

compatible (p < 0,05 en todos los tiempos) (Grafica 7, B). En definitiva, la expresion génica de
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las moléculas inmunogénicas aumenté en los animales MHC-incompatibles respecto a los MHC-
compatibles, mientras que en estos Ultimos se observd un aumento de las moléculas

inmunomoduladoras.
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Grafica 7. Expresion relativa de MSC-C (A) y MSC-SE (B) entre grupos.

Aungue no hubo diferencias significativas en la expresion génica de MSC-E dependiendo del tipo
de receptor, para MSC-SE y MSC-C se puede observar un aumento de las moléculas
inmunomoduladoras al administrarlas en el grupo MHC-compatible y, por el contrario, un
aumento de la inmunogenicidad en las MSC-SE aplicadas a animales MHC-incompatibles.

Estos resultados indicarian que las MSC-C son inmunomoduladoras, al contrario de lo descrito
en estudios anteriores en la especie equina (Van Hecke et al., 2021) y en roedores (Ryan et al.,
2014). Por tanto, en las condiciones de nuestro estudio, la compatibilidad para el MHC parece
no influir sobre la inmunogenicidad de las MSC-C, ya que no se observaron diferencias
significativas entre el grupo MHC-compatible y MHC-incompatible, y ademas aumento su perfil
inmunomodulador al administrarlas a receptores MHC-compatibles.

Sin embargo, en las MSC-SE, en el grupo MHC-incompatible si que se observé un aumento de la
expresion de los marcadores inmunogénicos y una disminucion de los inmunomoduladores, lo
que las haria menos inmunoevasivas. Rowland et al., 2021 administraron a nivel intraarticular
MSC-SE en caballos MHC-compatibles e MHC-incompatibles y observaron un aumento de la
respuesta inmune humoral a nivel sistémico y de la reaccién inflamatoria a nivel local en el
ultimo caso, lo que refuerza la importancia de la compatibilidad para el MHC en el momento de

instaurar una terapia con dicho tipo de MSCs.
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5.3.Cambios en las MSCs equinas a lo largo del tiempo de exposicién in vivo
En la valoracién de los cambios en la expresidn génica a lo largo de los diferentes tiempos, se
observaron diferencias significativas en los genes VCAM1, MHC-I y MHC-II en el grupo de
animales MHC-compatibles que recibieron MSC-SE. En VCAM1 se observd un aumento de su
expresion en T1, T4 y T5 respecto a T3 (p < 0,05) y también en los tiempos T4 y T5 respecto a T2
(p < 0,01) (Grafica 8, A). Estos resultados podrian sugerir que tras una segunda administracion
(T4 y T5) de MSC-SE en animales MHC-compatibles, las interacciones entre ellas y los linfocitos
aumentan mediante moléculas de adhesién como VCAM1, y como consecuencia en estas
condiciones ejercerian un mayor efecto inmunomodulador (Pourgholaminejad et al., 2016; Foo
etal., 2021).
En el caso de MHC-I, se observd un aumento de su expresion en T1 aunque en los siguientes
tiempos volvié a reducirse, siendo significativo respectoa T3 (p <0,05) y T6 (p < 0,001). Ademas,
la expresion de MHC-I tras la segunda administracién (T4) también se observé aumentada
respecto a T6 (p < 0,05) (Grafica 8, B). Por lo tanto, la mayor expresién de MHC-I se observé tras
cada administracion, tanto en el primer tiempo del estudio (T1) como en el primer tiempo de la
reexposicion (T4), pero siendo mucho mayor en T1 aunque la diferencia no fue significativa
respecto a T4. De hecho, a excepcién de T1, en el resto de tiempos la expresién de MHC-I fue
inferior a la del implante control (Tabla 3). Sin embargo, para MHC-II, el mayor aumento se
observé en el Ultimo tiempo tras cada exposicion. Esta sobreexpresiéon fue significativa en T3
respecto a T2 (p < 0,05) (primera administracion), y en T6 respecto a los tiempos T1, T2, T4y T5
(p < 0,05) (segunda administracion) (Grafica 8, C). De esta forma, tras cada administracion, la
expresion de MHC-I aumentdé temprano (especialmente tras la primera administracién) pero
volvié a disminuir, mientras que la expresion génica de MHC-II incrementd de forma mas
progresiva y se encontré mas elevada al final de la reexposicion.
Tras el analisis de la expresion del MHC-I, cabe destacar su aumento brusco tras la primera
administracién aun siendo MHC-compatibles mientras que lo esperable seria que el organismo
no las reconociera como extrafias. Este aumento podria explicarse a que tras la cirugia se
produjera un ambiente inflamatorio a nivel local que activara la expresidn de este marcador. Sin
embargo, en T4 el aumento no fue tan marcado y podria asociarse a cierta tolerancia inmune
(Schnabel et al., 2014).
Respecto al MHC-II, tras la primera administracion también se detecté un aumento de su
expresion, y ademas fue creciente durante el tiempo de interaccion entre las MSCs vy el
organismo. Este aumento inicial podria explicarse por el ambiente inflamatorio desencadenado

por la cirugia, de igual forma que para MHC-I. Sin embargo, el incremento de expresion del MHC-
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Il detectado a lo largo del tiempo podria explicarse debido a que éste tiene mayor poder
inmunogénico que el MHC-Iy, por lo tanto, una menor tolerancia inmune (Berglund et al., 2017).
La expresion de MHC-II ha sido analizada in vitro en MSCs equinas por (Schnabel et al., 2014),
concluyendo que su nivel de expresién depende fundamentalmente del donante, pero también
de su estado inmune, de su genética y de la calidad del aspirado de médula. Debido a que las
MSCs de los caballos que expresan MHC-II estimulan la produccién de una respuesta inmune in
vitro, recomiendan que los animales que vayan a ser donantes alogénicos sean
inmunofenotipados para seleccionar aquellos que posean una baja expresion del MHC-II. Sin
embargo, la expresion del MHC en las MSCs puede diferir tras su administracién in vivo. Broeckx
et al., 2019 realizaron un estudio similar con 12 caballos sanos a los que indujeron osteoartritis
en la articulacion metacarpofaldngica. En dicho estudio se administraron intraarticularmente
MSCs alogénicas diferenciadas a condrocito con baja expresidon para el MHC-I y MHC-Il y la
respuesta inflamatoria local fue muy ligera, similar a lainoculacion de suero salino. Sin embargo,
en este estudio no se valoraron los haplotipos de los donantes y receptores, lo que podria haber

aportado mas informacion.
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Grafica 8. Expresion relativa de VCAM1 (A), MHC-I (B) y MHC-II (C) a lo largo del tiempo en las MSC-SE en el grupo
MHC-compatible.
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6. Conclusiones
En las condiciones de nuestro estudio, las conclusiones a las que hemos llegado son las
siguientes:

- Respecto al tipo de MSCs (MSC-SE, MSC-E, MSC-C), las MSC-C podrian ser mas
inmunorreguladoras que las MSC-E in vivo, presentando estas ultimas el menor perfil
inmunomodulador y el mas inmunogénico de los tres tipos celulares estudiados.

- En caso de instaurar un tratamiento con MSC-C, la compatibilidad para el MHC parece
que no influye en la seguridad del tratamiento e incluso podrian ser mas eficaces al
presentar mayor perfil inmunomodulador. Por el contrario, en el caso de las MSC-SE, la
compatibilidad para el MHC podria afectar a la seguridad y eficacia de dichos
tratamientos debido al aumento de su perfil inmunogénico y disminucién del
inmunomodulador.

- El perfil inmunomodulador e inmunogénico de las MSC-C y MSC-E en los diferentes
grupos no se ve influenciado a lo largo del tiempo de exposicién in vivo de las mismas.
Por otro lado, las MSC-SE MHC-compatibles presentan cambios en su perfil
inmunogénico en distintos momentos tras la primera administracion, sin observarse
cambios relevantes en su inmunogenicidad tras la segunda aplicacion.

- Como conclusiéon final, los resultados obtenidos en este estudio in vivo sobre el
equilibrio inmunomodulaciéon-inmunogenicidad de las MSCs difieren de la mayor parte
de los estudios in vitro publicados en la especie equina. Por ello, es necesario realizar
mas estudios in vivo para esclarecer la respuesta inmune tras la administracién de MSCs

alogénicas equinas y asi lograr terapias mas eficaces y seguras.
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6. Conclusions

Under the conditions of our study, the following conclusions can be drawn:

- Regarding the type of MSCs (MSC-SE, MSC-E, MSC-C), MSC-C may be more
immunoregulatory than MSC-E in vivo, the latter having the lowest immunomodulatory
profile and the most immunogenic one among the three types of cells studied.

- If a treatment is done with MSC-C, MHC-matching between donor and recipient does
not seem to influence the safety of the therapy and it may even be more effective as
MSC-C have a higher immunomodulatory profile. In contrast, MHC-mismatching could
affect the safety and efficacy of MSC-SE administration because of their increased
immunogenic profile and decreased immunomodulatory one.

- The immunomodulatory and immunogenic profiles of MSC-C and MSC-E in the different
groups is not influenced by the duration of their exposure to the in vivo environment.
On the other hand, MHC-matched MSC-SE show changes in their immunogenic profile
at different times after the first administration. Nevertheless, no relevant changes in
their immunogenic profile were found after the second application.

- As a final conclusion, the results obtained in this in vivo study on the equine MSC
immunomodulatory-immunogenicity balance differ from most of the published in vitro
studies in the equine species, highlighting the need of further in vivo experiments to
understand and manage the immune response after the administration of allogeneic

equine MSCs, which will result in more effective and safer therapies.
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7. Valoracion personal

Realizar este trabajo en primer lugar me ha abierto las puertas de un mundo dentro de nuestra
profesion: la investigacion. En primero de carrera era de las salidas profesionales que menos
conocia ya que estaba la clinica, la produccidn, las oposiciones e incluso los alimentos, pero la
investigacion, no. Descubrir la cantidad de trabajo que hay detrds de cada avance en las terapias
disponibles me ha hecho valorar mucho mds las opciones que tenemos a nuestro alcance. Y me
he dado cuenta de que para demostrar que algo sucede si haces un cambio, primero tienes que
demostrar lo que sucede sin ese cambio, en resumen, la importancia de los controles. Un gran
porcentaje de las muestras que analizamos en el laboratorio fueron controles. También he
podido reconocer la importancia de la planificacién. Gracias a Alina y a sus fantdsticos disefios
de placas conseguimos avanzar muy rapido en la preparacion de las placas de RT-gPCR
empleando pipetas multicanales y multidispensadoras.

A parte de todo ello, este TFG me ha ensefado a buscar bibliografia, a seleccionar las fuentes
de informacién fiables, a mejorar mi inglés y a redactar adecuadamente. Ademds de poder
conocer a fondo la inmunomodulacidon e inmunogenicidad de las MSCs, he aprendido a trabajar
en un laboratorio y realizar técnicas como la retrotranscripcién y la RT-gPCR, a pipetear, a
optimizar el tiempo vy, finalmente, a planificarme y organizarme para poder terminarlo en la
fecha adecuada.

Finalizada mi valoracién personal me gustaria empezar con los agradecimientos.

Primero de todo me gustaria agradecer a mis tutores, Alina y Antonio, por toda su ayuda, por
todo el tiempo que han invertido en miy por hacer que la realizacién de este trabajo no me haya
resultado dificil, sino todo lo contrario, porque siempre que dudaba en algo estaban ahi para
responderme. Me gustaria destacar los audios de 2-3 minutos de Alina con sus explicaciones y
las correcciones de Antonio: “pon lesiones en lugar de lesidon”. Gracias, de corazon.

También me gustaria agradecer a todo el equipo de caballos del Hospital Veterinario de la
Universidad de Zaragoza (HVUZ), tanto a los profesores como a los internos de este afio y del
anterior. No solo por participar en este estudio en lo que respecta a los pasos que se realizaron
con los caballos, que doy fe de ello, sino por hacer del HVUZ mi segunda casa en estos dos
ultimos afios. Tampoco me gustaria olvidarme de Laura y Elvira, siempre dispuestas a ayudarme.
Quiero agradecer a mi familia por estar siempre conmigo, por apoyarme y por darme animos
para no rendirme y continuar el camino.

Y, por ultimo, me gustaria agradecer a mis nifios, a los que quiero con locura, por ser lo mas

bonito que tengo y la mejor razén para seguir adelante.
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