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1. RESUMEN

Las Células Estromales/Troncales Mesenquimales (MSCs) tienen propiedades
inmunoreguladoras sobre componentes celulares del sistema inmunolégico, ejerciendo un
efecto sobre la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T, principalmente por la
participacion de moléculas inmunosupresoras y generacion de linfocitos T reguladores
(Treg). Estudios previos han propuesto la presencia de MSCs en dermis de individuos
sanos (IS), asi como en pacientes con psoriasis (Pso). Sin embargo, pocos estudios han
analizado el efecto que ejercen dichas células en un sistema de cocultivo in vitro con
linfocitos T activados. Asi, la determinacion de sus propiedades inmunoreguladoras es
importante para poder comprender su participacién en la psoriasis.

Obijetivo: Evaluar in vitro la capacidad inmunoreguladora de las MSCs provenientes de la
piel de IS y Pso sobre linfocitos T CD3".

Metodologia: Mediante un sistema de migracion celular de fragmentos de piel, se
obtuvieron MSCs de pacientes con psoriasis: a) dermis lesion (Pso-DL) y sin lesion (Pso-
DNL); b) epidermis lesion (Pso-EL) y sin lesion (Pso-ENL). Asi como de dermis (I1S-D),
epidermis (IS-E) y de médula 6sea (IS-MO) de individuos sanos como controles. Las
MSCs fueron caracterizadas por citometria de flujo y se evalu6 su capacidad de
diferenciacion adipogénica, osteogénica y condrogénica. Las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) vy linfocitos T CD3* de individuos sanos, fueron obtenidas a
través de gradiente de densidad y se activaron con fitohemaglutinina (PHA) o perlas
antiCD3/CD28 respectivamente. Los linfocitos T se cocultivaron en ausencia o presencia
de MSCs. Por medio de citometria de flujo se evalu6 su proliferacién en las poblaciones
CD3*, CD4" y CD8", expresion de moléculas involucradas en su activacién (CD25, CD69
y CTLA-4), generacion de linfocitos Treg (CD4*CTLA-4*, CD4*CD25'CTLA-4"" y
CD4*CD25Foxp3*), expresion del ligando 1 de muerte programada (PD-L1) en MSCs,
asi como la concentracion de interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10), factor de
necrosis tumoral alpha (TNF-a) e interferon gamma (IFN-y) en medio condicionadio.
Resultados. Las MSCs de Pso-DL, Pso-DNL, Pso-EL, Pso-ENL, IS-D e IS-E mostraron
capacidad de diferenciacion adipogénica, osteogénica y condrogénica, asi como la
expresion de marcadores de membrana caracteristicos de esta poblacion de celulas

establecidos por la Sociedad Internacional para la Terapia Celular (ISCT). Se observo que
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las MSCs de piel de Pso e IS no tienen capacidad de disminuir la proliferacion sobre
linfocitos T ni de generar linfocitos Treg, en comparacion con aquellas de IS-MO, dichas
células no modificaron la expresiéon de CD25, CD69 6 CTLA-4 en linfocitos T. Se
detectaron concentraciones disminuidas de IL-4, IL-10 y TNF-a en los cocultivos con
MSCs de piel de Pso y de IS comparandolos con IS-MO. Por otro lado, todas las fuentes
evaluadas mostraron incremento en la expresion de PD-L1 en presencia de linfocitos T
activados.

Conclusiones. La capacidad inmunoreguladora disminuida de MSCs provenientes de la

piel de Pso, posiblemente contribuya al microambiente inflamatorio de la patologia.



2. ABSTRACT

Mesenchymal Stromal/Stem Cells (MSCs) have immunoregulatory propierties against
inmune cells. In particular, MSCs affect T cell proliferation and differentiation, primarly
through immunosuppresive molecules and generation of regulatory T cells. Several studies
have proposed the presence of MSCs in dermis of healty donors and patients with psoriasis.
However, few studies have analized their effect against CD3" T cells in a coculture system.
Thus, determination of immunoregulatory propierties is very important to understand the
participation of skin derived MSCs in psoriasis.

Aim: To evaluate in vitro the immunoregulatory capacity of skin derived MSCs from
healty donors and patients with psoriasis against T cells.

Methods: Through cell migration system of skin fragments, MSCs were obtained from: a)
dermis of psoriasis lesion skin (Pso-DL) and nonlesion skin (Pso-DNL); b) epidermis of
psoriasis lesion skin (Pso-EL) and nonlesion skin (Pso-ENL). MSCs of dermis (IS-D),
epidermis (1S-E) and bone marrow (IS-BM) from healthy donors were obtained as controls.
MSCs were characterized by flow cytometry and their capacity for adipogenic, osteogenic
and chondrogenic differentiation was evaluated. Peripheral blood mononuclear cells
(CMSP) and CD3" T cells from healthy donors were obtained through density gradient, and
were activated with phytohemagglutinin or anti-CD3/CD28 beads respectively. T cells
were cocultivated in the absence or presence of MSCs. By flow cytometry were evaluated
CD3", CD4" and CD8" T cell proliferation, expression of CD25, CD69 and CTLA-4 in T
cells, generation of regulatory T cells (CD4*CTLA-4*, CD4*CD25*CTLA-4"9" and
CD4*CD25*Foxp3*), expression of programmed death-ligand 1 (PD-L1) in MSCs and
finally we evaluated concentration of interleukin 4 (IL-4), interleukin 10 (IL-10), tumor

necrosis factor-alpha (TNF-a) and interferon gamma (IFN-y) in conditioned medium.

Results. MSCs of Pso-DL, Pso-DNL, Pso-EL, Pso-ENL, IS-D, IS-E showed adipogenic,
osteogenic and chondrogenic differentiation capacity and expressed membrane markers for
this cellular population established by International Society for Cellular Therapy (ISCT). It
was observed that skin derived MSCs from patients with psoriasis and healthy donors did
not have capacity to decrease T cell proliferation or generation of regulatory T cells, as

compared with bone marrow. Skin derived MSCs from patients with psoriasis and healthy
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donors did not modify the expression of CD25, CD69 or CTLA-4 in T cells and their
coculture system showed a decreased level of IL-4, IL-10 and TNF-a as compared with
bone marrow. MSCs from the skin of patients with psoriasis and healthy donors showed

increased PD-L1 expression in a coculture system.

Conclusions. The decreased immunosuppressive capacity of skin derived MSCs may

possibly contribute to the inflammatory microenvironment of the pathology.



3. INTRODUCCION

3.1. Estructura y componentes de la piel

La piel proporciona el primer encuentro con el ambiente, es el 6rgano mas extenso del
cuerpo humano y cubre en adultos un area de 1.8m2. Al igual que los pulmones y las
mucosas del intestino contiene un versétil y bien coordinado sistema compuesto de células
epiteliales e inmunoldgicas, capaz de ejercer una funcion de defensa contra agentes

provenientes del exterior (Di Meglio et al., 2011; Pasparakis et al., 2014).

La piel ejerce funciones como: barrera fisica contra irritantes (epidermis),
proteccion contra radiacion ultravioleta (melanocitos en epidermis), regulador térmico
(glandulas sudoriparas en dermis), resistencia contra trauma mecanico (dermis), sensor y
discriminador tactil (receptores sensoriales en dermis y epidermis), regulador de pH , asi
como un sistema de inmunovigilancia contra antigenos exdgenos y enddgenos (dermis y

epidermis) (Visscher y Narendran, 2014).

La habilidad de la piel de llevar a cabo sus funciones esta relacionada con su
estructura, la cual esta compuesta por una capa externa llamada epidermis y otra interna

denominada dermis, separadas por una membrana basal (Di Meglio, et al., 2011).

Debido al papel fisioldgico de la piel, es necesario una continua auto-renovacion en
sus capas para reparar tejido dafiado y reemplazar células viejas. Esta proceso es realizado
por las células troncales en el estrato basal de la epidermis, foliculo piloso, glandulas
sebaceas (Forni et al., 2012; Visscher y Narendran, 2014) y MSCs en dermis (Najar y
Lagneaux, 2017).

3.1.1. Epidermis

La epidermis es un epitelio plano estratificado con estrato cérneo derivado del ectodermo
durante la embriogenesis (Visscher y Narendran, 2014), esta formada por los estratos basal,
espinoso, granuloso y cdrneo, en los cuales cada uno de ellos presenta diferentes grados de
diferenciacion término-terminal de queratinocitos (Fuchs, 1990). EI Gltimo estrato consiste
en queratinocitos sin nucleo llamados corneocitos, mismos que se encuentran ligados entre

si mediante desmosomas obteniendo integridad estructural (Di Meglio et al., 2011).
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Principalmente esta conformada por queratinocitos, augnue también alberga otros tipos
celulares como: melanocitos (células encargadas de la pigmentacién de la piel), células de
Merkel (células mecanoreceptoras) y células del sistema inmunoldgico integradas por

células de Langerhans y linfocitos T principalmente (Di Meglio et al., 2011).

3.1.2. Dermis

La dermis es un tejido conjuntivo derivado del mesodermo durante la embriogenesis, esta
compuesta por una capa superior (capa papilar) y una inferior (capa reticular) (Visscher y
Narendran, 2014). Contiene células estromales como fibroblastos y fibrocitos, al igual que
células dendriticas dermales, linfocitos T, células NK, linfocitos B, células cebadas y
macrofagos (Di Meglio et al., 2011). Se encuentra formada por fibras de colagena y
elastina, vasos linfaticos y sanguineos, confiriendo a la dermis una estructura mecanica
capaz de soportar movimientos, traumatismos y un infiltrado de células inmunoldgicas en

caso de inflamacion (Di Meglio et al., 2011).

3.2. La piel como érgano inmunoldgico.

La funcién inmunologica de la piel fue reconocida hasta el afio de 1978, cuando J. Wayne
Streilen adjudicoé el término de 6rgano linfoide asociado a piel (“SALT" por sus siglas en
inglés Skin-Associated Lymphoid Tissue), donde se indicé el trafico continuo de células
inmunoldgicas entre la piel y la circulacion (Di Meglio et al., 2011). A partir de 1987 se
reconoce el sistema inmunologico cutaneo (“SIS” por sus siglas en inglés Skin Immune
System) como un tejido con actividad celular no compartimelizado, que actGa como
proteccion de antigenos enddgenos y exdgenos (Bos et al., 1987). La piel forma un
microambiente con una comunicacién dinamica y estructural entre células epiteliales y
estromales, queratinocitos, microbiota comensal asi como células del sistema inmunolégico
para mantener controlados procesos de inflamacion, cicatrizacion de heridas y angiogenesis
(Bangert et al., 2011; Matejuk, 2017) (Figura 1).

3.2.1. Microbiota comensal de la piel

La piel alberga mas de 10'? bacterias/m? para mantener una homeostasis inflamatoria,
debido a que inhibien la produccion excesiva de citocinas liberadas después de dafio

epidermal, asi como la colonizacion de bacterias patogenas (Di Meglio et al., 2011). Tres
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géneros de bacterias estan bien adaptadas al ambiente acidificado y a los péptidos

antimicrobianos de la piel: Staphylococcus, Propionibacterium y Corynebacterium (Di
Meglio et al., 2011; Pasparakis et al., 2014).
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Figura 1: Estructura y componentes de la piel. La piel esta compuesta por estratos estrtificados en la
epidermis y por 2 capas en la dermis. En la epidermis reciden células de Langerhans y linfocitos T CD8*
principalmente. En la dermis existen poblaciones de macréfagos, células cebadas, linfocitos T y una reducida
poblacidn de células linfocides innatas (modificada de Pasparakis et al., 2014).



3.2.2. Sistema Inmunolégico Innato de la piel

En la piel los queratinocitos, fibroblastos y células inmunoldgicas, secretan factores
solubles que incluyen al escualeno, triglicéridos, monoestéres, péptidos antimicrobianos (B-
defencinas humanas), catelicidinas (en contraste con otros mamiferos solo han sido
encontradas en humanos), psoriasinas y RNAsa 7 (Bangert et al., 2011; Visscher y
Narendran, 2014). Los péptidos antimicrobianos, el sistema del complemento y las especies
reactivas de oxigeno (“ROS” por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species) son
capaces de reconocer membranas hidrofobicas de bacterias, donde forman poros y
provocan una muerte microbiana, seguida de una respuesta inflamatoria (Bangert et al.,
2011).

Los queratinocitos constituyen el principal elemento estructural de la epidermis,
(Matejuk, 2017), al igual que las células epiteliales y neutrofilos tienen la capacidad de
reconocer proteinas microbianas mediante sus receptores de reconocimiento de patrones
(“PRRs” por sus siglas en inglés Pattern Recognition Receptors) (Matejuk, 2017), este
proceso produce citocinas como interleucina 1, (“IL-1" por sus siglas en inglés Interleukin
1), IL-6, TNF-a, y péptidos antimicrobianos, que provocan una respuesta inflamatoria
(Bangert et al., 2011; Di Meglio et al., 2011; Pasparakis et al., 2014).

Las células dendriticas (DCs) ejercen las siguientes funciones bioldgicas: a) la
primera es la induccion de la presentacién de antigeno a los linfocitos T naive y de
memoria al ser estimuladas con sefiales de dafio; b) la segunda es la induccion de tolerancia
del sistema inmunoldgico (Bangert et al., 2011). En condiciones normales se encuentran 2
tipos en la piel: 1) células de Langerhans en la epidermis, estan relacionadas en la
induccion de respuestas tolerdgenicas y de activar a los linfocitos T en los ganglios
linfaticos; y 2) células dentriticas dérmicas las cuales poseen caracteristicas de macréfagos
y de células presentadoras de antigenos (Bangert et al., 2011; Yazdi et al., 2016; Matejuk,
2017).

Las células cebadas se encuentran localizadas en la capa papilar de la dermis,
secretan histamina, tradicionalmente estan presentes en procesos de alergia, aunque poseen

la propiedad de respuesta rapida contra infecciones, alérgenos, sustancias toxicas y estrés



causado por cicatrizacion de heridas (Matejuk, 2017). Los macréfagos y células
polimorfonucleares no se encuentran normalmente en la piel, pero en un proceso
inflamatorio son atraidos y ejercen sus propiedades fagociticas, este proceso puede ser
acompariado con la liberacion de péptidos antimicrobianos y de ROS (Bangert et al., 2011).
Las células asesinas naturales (“NK” por sus siglas en inglés Natural Killer) no se
encuentran de manera constitutiva en la piel, pero son reclutadas en procesos inflamatorios
donde intervienen moléculas como el IFN-y, tienen la capacidad de reconocer y eliminar
células transformadas o infectadas mediante mecanismos de union de los ligandos tipo
complejo principal de histocompatibilidad (“MHC”por sus siglas en inglés Major
Histocompatibility Complex) como NKG2D (Bangert et al., 2011).

3.2.3. Sistema Inmunolégico Adaptativo de la piel

La piel es el 6rgano que alberga la mayor cantidad de linfocitos T de memoria residente en
el cuerpo. Dichas células expresan altos niveles de antigeno asociado a linfocito cutaneo
(“CLA” por sus siglas en inglés Cutaneous Lymphocyte-ssociated Antigen), CCR4 y CCRG6,
moléculas especializadas en el trafico celular, también presentan una diversa variedad del
receptor de célula T (“TCR” por sus siglas en inglés T Cell Receptor). Un adulto sano
contiene en su piel alrededor de 2 billones de linfocitos T, lo cual equivale a el doble de los
que se encuentran en circulacion. Mayoritariamente se encuentran linfocitos Thl de
memoria efectora, aunque también se encuentran en menor cantidad poblaciones Thl de
memoria central, Th2 y Treg (Clark et al., 2006; Di Meglio et al., 2011).

En la epidermis se encuentran linfocitos T CD8" de memoria efectora también
Ilamados linfocitos T citotdxicos (“CTL” por sus siglas en inglés Cytotoxic T Lymphocyte),
al igual que CD4*, que residen por largos periodos. Otros células inmunoldgicas pueden
infiltrarla bajo circunstancias de inflamacién. Los linfocitos T CD8* reconocen un antigeno
especifico presentado por una célula que expresa MHC clase I, para posteriormente
eliminarla. Los linfocitos T CD4" de memoria efectora residen en la dermis y epidermis,
también se les conoce como linfocitos T cooperadoras (“linfocitos Th” por sus siglas en
inglés Helper T Cells), estas céulas proveen un microambiente apropiado mediante la
secresion de citocinas que conducen a una respuesta inmunoldgica (Richmond y Harris,
2014).



Para mantener la tolerancia inmunoldgica mediante la supresién de la actividad
inflamatoria, este 6rgano alberga a linfocitos Treg, que son células especializadas en
mantener mecanismos inmunoreguladores. En la piel existen poblaciones celulares con
fenotipo CD4" Foxp3*, que constituyen del 5% al 10% de los linfocitos T totales que
residen en la piel (Clark, 2010).

La piel también alberga a linfocitos Th17, que producen las citocinas inflamatorias
IL-17A, IL-17F, 1L-21, 1L-22 y TNF-0, dependen de IL-23 para su desarrollo,
supervivencia y proliferacion. Estan implicados en el incremento de una respuesta
inflamatoria y en desordenes autoinmunes. En condiciones sanas se encuentran en la piel en
concentraciones minimas, aumentando su nimero en procesos de inflamacion (Lowes et
al., 2008; Clark, 2010).

Los linfocitos B usualmente no radican en 6rganos como la piel, aunque pueden
participar en procesos inflamatorios de la misma. Su papel en la inmunidad cutanea ain no
esta bien definida (Nihal et al., 2000; Richmond y Harris 2014).

3.3. Psoriasis

Ferdinand Hebra en el siglo XIX, fue el primero en nombrar a la psoriasis, después de que
Robert William en 1808, hiciera una descripcion del color de las placas presentes en la
enfermedad, separandola de otras dermopatias (Menter y Stoff, 2011). Esta enfermedad no
existe de manera espontanea en la piel de otros mamiferos, pero algunas caracteristicas han
sido inducidas en modelos murinos por técnicas genéticas o0 manipulaciones inmunoldgicas
(Lowes et al., 2007).

La psoriasis es una enfermedad cronica inflamatoria recurrente, es la enfermedad
mediada inmunol6gicamente de la piel mas comin en adultos, es de etiologia desconocida
y puede ser susceptible a control mediante tratamiento médico prolongado y adecuado
(Lowes et al., 2007), con pocas reincidencias espontaneas, (Liu et al., 2013; Jiang et al.,
2015). Su curso clinico puede variar con grados diferentes de afectacion, morfologia, y
distribucion. Se caracteriza en la mayoria de las veces por la presencia predominante de
lesiones eritemoescamosas, afecta al 3% de la poblacion en paises industrializados

(McDonald et al., 2012; Villasefior-Park et al., 2012) y al 2% de la poblacion mexicana, es
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decir, poco mas de 2 millones de habitantes. Se presenta con mayor frecuencia entre los 15
y 25 afios de edad, aunque puede desarrollarse a cualquier edad (Asociacion Mexicana
contra la Psoriasis, 2014).

El inicio de la formacion de la lesion ain es desconocido, pero se considera que se
inicia cuando un agente infeccioso (Streptococcus pyogenes, virus de inmnodeficiencia
humana), farmacoldgico (litio, corticoesteroides, agentes B-blogueadores, anti-maléricos) u
otros como el estrés fisico, desencadenan la proliferacién excesiva de queratinocitos (7-8
veces mas rapida de lo normal) debido a la liberacién de citocinas (Lowes et al., 2007;
Menter y Stoff, 2011).

En afios recientes se ha relacionado la contribucion genética al desarrollo de la
psoriasis. Estudios en gemelos homocigéticos indican que los componentes genéticos
juegan un papel para su predisposicion. Se han identificado 19 distintos locus que le
confieren susceptibilidad agrupandolos en 10 genotipos (PSORS I-1X). EI PSOR 1 ubicado
en el locus 6p21, es el mas estudiado, y nos permite establecer una relacion de
polimorfismos en el sistema MHC con su manifestacion. Estos datos han conducido a que
sea denominada como una enfermedad compleja, es decir, que intervienen tanto factores

genéticos como no genéticos para su desarrollo (Pasi¢ et al., 2009; Menter y Stoff, 2011).

3.3.1. Clasificacion de la psoriasis

Datos de la Asociacion Mexicana contra la Psoriasis del 2014 clasifica a la psoriasis

deacuerdo al grado de afeccién:

% La psoriasis de placa, el tipo mas comun, afecta al 80% de los casos de psoriasis
(Villasefor-Park et al., 2012), se caracteriza por lesiones cutaneas con borde rojizo
cubierta de escamas blanquecinas (Figura 2a).

¢+ La psoriasis goteada o guttata se caracteriza por pequefias lesiones en forma de gota
que aparecen en el tronco y en las extremidades, esta variante ocurre en menos del
2% de la poblacion afectada, presentandose principalmente en menores de 30 afios.
Esta variante de la enfermedad se ha asociado a la infeccion del Streptococcus

pyogenes (Villaserior-Park et al., 2012) (Figura 2Db).
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La psoriasis invertida se manifiesta en forma de manchas lisas y rojas que pueden
aparecer en los pliegues de la piel proximos a los genitales, bajo los senos o en las
axilas (Figura 2c).

La psoriasis eritrodérmica, es el tipo menos comun de esta enfermedad. Afecta entre
el 1 al 2.25% de los pacientes. Es una forma severa de caracter inflamatoria. Afecta
a la mayor parte de la superficie corporal (75%) y se manifiesta en forma de
manchas grandes, enrojecidas y muy irritadas. Se asocia con descamacion de la
epidermis, pérdida de cabello, malformacion en las ufias, y sintomas sistémicos
como: comorbilidades cardiacas (Villasefior-Park et al., 2012).

La psoriasis pustulosa se caracteriza por elevaciones de la piel en cuyo interior
existe un contenido de neutrofilos en el estrato corneo, clinicamente se presenta
como postulas estériles. Son lesiones blancas rodeadas de piel enrojecida (Figura
2d).

Figura 2: Imagenes de manifestaciones clinicas en psoriasis. Psoriasis en placa (a); psoriasis tipo gota (b);
psoriasis inversa (c); psoriasis pustulosa (d) (Villasefior-Park et al., 2012).

3.3.2. Comorbilidades de la psoriasis

Se ha reportado que estados severos de la psoriasis puede llevar a comorbilidades, es decir,

gue pueden participar junto con otros factores (como la obesidad) en el desarrollo de otras

enfermedades como el sindrome metabodlico, incremento en el riesgo en enfermedad

cardiovascular, ateroesclerosis, enfermedades autoinmunes, asi como artritis psoriatica.
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Estas enfermedades comparten caracteristicas etiologicas y consecuencias en salud
relacionados con la inflamacion crénica (Kourosh et al., 2008; Jiang et al., 2015). La
artritis psoriatica se presenta entre el 10 al 30% de pacientes que presentan psoriasis
(Asociacion Mexicana contra la Psoriasis, 2014). Debido a la participacion desregulada de
linfocitos Thl, esta enfermedad puede servir como un indicador de desregulacion
metabolico e inmunoldgico hacia un trastorno subyacente mas amplio de inflamacion

sistémica (Kourosh et al., 2008).

3.3.3 Cambios en la piel debidos a la psoriasis

La psoriasis se caracteriza por una proliferacion desregulada de queratinocitos, reduciendo
el ciclo celular de 13 dias a 36 horas en zonas lesionadas (7-8 veces mas de lo normal) (Bai
et al., 2015), se genera una expresion de productos genéticos diferentes a su contraparte
normal. Se ha reportado que la via de sefializacion del factor nuclear — kappa B (“NF-kB”
por sus siglas en inglés Nuclear Factor — kappa B) se encuentra aumentada en
queratinocitos afectados, al igual la transcripcion de micro moléculas de acido ribonucleico
(“RNA” por sus siglas en inglés RiboNucleic Acid) como miR31 que reprime a reguladores
negativos del ciclo celular como ppp6c (Yan et al., 2015). Otra via alterada es la de Wnt
donde la disminucion de la SFRP4 interfiere en el ciclo celular, provocando una

proliferacion descontrolada (Bai et al., 2015).

En la epidermis es donde ocurren las manifestaciones mas notorias de la
enfermedad, ya que la rapida proliferacion de queratinocitos inmaduros forma una
hiperplasia evidente (acantosis) (Liu et al., 2013), con una inadecuada diferenciaciéon de
corneocitos, con retencién del nucleo en los mismos (paragueratocis) (Lowes et al., 2007).
Las células epiteliales presentan edemas intracelulares (espongiosis). Existe una migracion
de neutrdfilos y linfocitos T CD8" hacia el estrato cérneo formando microabcesos de
Munro (Lowes et al., 2007). En la dermis se produce angiogénesis en la capa papilar, lo que
causa el color rojizo caracteristico en las lesiones de esta enfermedad (Lowes et al., 2007),
y una inflamacion perivascular en el estrato papilar (Liu et al., 2013). Los linfocitos T son
los mediadores criticos de la inmunoreactividad asociada a psoriasis, debido a su

participacion de secresion de citocinas como IL-1a, IL-6, IL-17A, IL-22, IFN-y y TNF-a Yy
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a la activacion de los mismos (Lowes et al., 2007; Ayata et al., 2014; Liu et al., 2014; Yan
et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3: Componentes histolégicos de una placa psoriatica madura comparada con piel normal.
Histologia de la piel de individuo sano y de zona lesionada de paciente con psoriasis. La piel esta formada por
2 capas: la primera es la epidermis compuesta principalmente por queratinocitos, y la segunda es la dermis
compuesta por matriz extracelular, donde la coldgena es el principal componente, aunque también contiene
fibroblastos, una red neurovascular y apéndices epidermales extendidos en la dermis (foliculos capilares,
glandulas cebaceas y glandulas sudriparas). En psoriasis el estrato coneo se elonga y el resto de los estratos se
reduce en tamafio. En dermis se produce angiogénesis. En individuos sanos la piel contiene un notable
namero de células inmunoldgicas recidentes y migratorias, en psoriasis este nimero es significativamente
incrementado y muchas de las células son activadas (Modificada de Lowes et al., 2007).

3.3.4. Inmunobiologia de la enfermedad

Lande y colaboradores en el 2007, postularon la participacion de fragmentos del acido
desoxirribonucleico (“DNA” por sus siglas en inglés DesoxyriboNucleic Acid) secretados
por una sobreproduccion de queratinocitos inmaduros, el cual al unirse con el péptido
antimicrobiano “LL-37”, desencadena la respuesta inflamatoria en psoriasis. Se propone
como primeros pasos la participacién de las células dendriticas plasmacitoides (“pDCs” por

sus siglas en inglés Plasmacytoid Denditric Cells) que estan altamente capacitadas en
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reconocer particulas virales y microbianas, debido a que expresan el receptor tipo Toll 7y 9
(“TLR-7” 6 “TLR-9” por sus siglas en inglés Toll - like receptor 7 or 9), estos receptores
normalmente no responden a DNA propio, sino méas bien a uno viral o bacteriano que

contienen secuencias de CpG multiples (Lande et al., 2007).

La proliferacion descontrolada de queratinocitos promueve un ambiente rico en IFN
y TNF-a, que induce la maduracion de células dendriticas mieloides (“mDC”, por sus siglas
en inglés Myeloid Dendritic Cells), la activacion y la infiltracion de pDCs y linfocitos T
autoinmunes hacia la dermis y epidermis. Se facilita la union de e-selectina y la molécula 1
de adhesion intercelular (“ICAM-1" por sus siglas en inglés Intercellular Adhesion
Molecule - 1) por parte de las células endoteliales con las moléculas CLA-1 y el antigeno 1
asociado a funcion leucocitica (“LFA-1" por sus siglas en inglés Leucocyte Funtion-
associated Antigen 1) de los linfocitos T. Una vez que se encuentran en la dermis estos
utimos se activan gracias a las DCs maduras presentes (Menter y Stoff, 2011; Jiang et al.,
2015). La activacion de mDC propicia a que un subconjunto de estas células deja la dermis
y migra hacia los ganglios linfaticos, donde libera IL-23 y activan a los linfocitos T naive
proinflamatorios, se liberen IL-20 al microambiente y se acelera la proliferacion de
queratinocitos (Menter y Stoff, 2011). Los linfocitos Thly Th17 son reclutados en la zona
de lesion y comienzan a producir numerosas citocinas proinflamatorias que incluyen IFN-y,
IL-17 e IL-22. Se aumentan la proliferacion de queratinocitos debido a la activacion de
genes que responden a INF a través de la sefial de transduccién y activacién de la
transcripcion 1y 3 (“STAT-1"y “STAT-3” por sus siglas en inglés Signal Transducer and
Activator of Transcription 1 and 3) (Sano et al., 2005; Liu et al., 2013), se propone la
participacion de 1,300 genes (Lowes et al., 2007). Adicionalmente esta proliferacion
epidermal excesiva, provoca la secrecion de péptidos antimicrobianos y quimiocinas por
parte de los queratinocitos, que estimulan a las DCs y liberacién de mas IL-23, se recluta a
los neutrofilos en la epidermis y se activan fibroblastos dérmicos. Este ciclo de activacion
queratinocitos/DCs, DCs/linfocitos T y nuevamente linfocitos T/queratinocitos parece ser la
razén del mantenimiento de la lesion, asi como el balance entre la activacion de células
inmunoldgicas innatas, adquiridas y factores producidos por los mismos queratinocitos

inmaduros que afecta de manera retroalimentativa el ambiente proinflamatorio, asi como
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una deficiente funcién de linfocitos Treg (Lowes et al., 2007; Villasefior-Park et al., 2012)
(Figura 4).
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Figura 4: Dinamica bidireccional del flujo de informacién y células de una lesidon con psoriasis. Existe
una un balance entre el sistema inmunoldgico innato y adquirido, donde las moléculas producidas por los
gueratinocitos en la epidermis actdan sobre el sistema inmunoldgico, estimulando DCs, neutrofilos, células
NK y linfocitos T. Dentro del microambiente generado se liberan citocinas y factores de crecimiento debido a
una expresion genética alterada por una hiperplasia desregulada, asi como el aumento de la expresion de
moléculas de adhesion para favorecer el trafico celular. La psoriasis es denominada como una enfermedad
compleja debido a la participacion deL medio ambiente y a la predisposicion genética como factores
desencadenantes de la enfermedad (Modificada de Lowes et al, 2007).
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3.4. Células Estromales Mesenguimales

3.4.1. Definicion

Las MSCs son células que se identificaron y aislaron por primera vez de médula 6sea (MO)
(Friedenstein et al., 1974), actualmente su presencia se ha demostrado en una gran cantidad
de tejidos. Son células indiferenciadas que se han identificado como células con
caracteristicas adherentes, clonogénicas, no fagociticas y de tipo fibroblastoide in vitro,
tienen la capacidad de autorenovarse y son capaces de diferenciarse hacia adipocitos,
osteoblastos y condroblastos, con una alta capacidad de expansion (Short et al., 2003;
Montesinos et al., 2009).

La caracterizacion de las MSCs se ha establecido por la presencia de marcadores de
superficie, asi como sus propiedades funcionales (Montesinos et al., 2009). En el afio 2006
la ISCT estableci6 3 criterios para definir la caracterizacion de estas células: la primera es
que deben de ser adherentes en cultivo in vitro con una alta capacidad de proliferacion, la
segunda es que la células deben expresar las moléculas de superficie CD73, CD90 y CD105
(295%), asi como, una baja expresion (<2%) de marcadores hematopoyéticos CD34, CD14,
CD45 y HLA clase Il y/o endoteliales (CD31), y finalmente deben poseer capacidad de
diferenciarse hacia adipocitos, osteoblastos y condrocitos (Dominici et al., 2006).

3.4.2. Ceélulas Estromales Mesenquimales e Inmunoregulacion

Las MSCs en un sistema tanto in vitro como in vivo poseen propiedades bioldgicas que las
vuelven candidatas ideales para emplearlas en terapia celular, las cuales comprenden: un
alto potencial de diferenciacion (plasticidad), capacidad de soporte hematopoyético, baja
inmunogenicidad y propiedades inmunoreguladoras mediante la secrecion de moléculas
solubles, inhibicidn de la proliferacién y activacion de células inmunoldgicas, expresion de
moléculas de membrana relacionadas a la inmunosupresion, participacion en la via
adenosinérgica, asi como con la generacién de linfocitos Treg (Mora-Garcia et al., 2016;
Castro-Manrreza et al., 2017).

Las MSCs ejercen efecto inmunoregulador sobre el sistema inmune innato (células
NK) y el sistema inmune adaptativo (CDs, linfocitos B y linfocitos T) producido por

contacto celular y/o mediante la secrecion de factores solubles (Meisel et al., 2004;
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Aggarwal y Pittenger, 2005; Jiang et al., 2005; Spaggiari et al., 2006; Ryan et al., 2007)
(Figura5).

Secrecion de citocinas
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Figura 5: Efectos inmunoregulatorios de MSCs sobre células inmunoldgicas. Citocinas proinflamatorias
como IFN-y secretados por linfocitos T y células NK activadas, promueven la activacion de la capacidad
inmunoreguladora de las MSCs. IDO, PGE2, TGF-B, IL-10, HLA-G5, PD-L1, CTLA-4, entre otras, modulan
las propiedades inmunoreguladoras de MSCs sobre céulas NK, dendriticas, y linfocitos T (Modificada de
Castro-Manrreza y Montesinos, 2015).
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Las MSCs ya se han empleado en ensayos clinicos debido a sus propiedades
inmunoreguladoras. La enfermedad injerto contra hospedero (“GVHD” por sus siglas en
inglés Graft Versus Host Diseases) es donde se ha utilizado (Castro-Manrreza y
Montesinos, 2015). Sin embargo, ain no se conocen con exactitud los mecanismos
empleados por estas células para ejercer sus propiedades inmunoreguladoras, por lo tanto,
es necesario realizar mas estudios dirigidos a contribuir el conocimiento bioldgico de las
MSCs.

En las enfermedades mediadas inmunoldgicamente existe un proceso de
inflamacion en el cual participan diversos tipos de células inmunoldgicas, en la psoriasis se
presenta este proceso por la mediacion de linfocitos T, que son activados, lo cual les
permite proliferar y diferenciarse para llevar a cabo su funcion efectora. Se ha demostrado
que las MSCs poseen la capacidad de regular dichas etapas, dependiendo del estimulo al
que se enfrentan. Estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que es posible
obtenerlas de fuentes alternas a la médula 6sea y que cada fuente presenta potenciales
inmunoreguladores diferentes (Castro-Manrreza et al., 2014), por lo tanto, es pertinente
conocer las propiedades funcionales de las MSCs provenientes de distintos sitios
anatomicos que se encuentra constantemente en un estado de reto inmunolégico, asi como

cuando este estado inmunolégico es alterado.

3.4.2.1. Inhibicién de la activacion sobre linfocitos T

Las MSCs provenientes de tejidos neonatales como placenta (PL) o sangre de corddn
umbilical (SCU), asi como de adultos (MO), ejercen propiedades inmunoreguladoras en
modelos in vitro que intervinienen en la expresién de moléculas de activacion temprana en
linfocitos T como CD25, CD69, CD38 y CTLA-4. A la fecha, los reportes existentes del
efecto de las MSCs han sido contradictorios. Estudios previos indican que las MSC-1S-MO
previenen la expresion de marcadores tempranos de activacion (CD25 y CD69) en un
sistema de linfocitos T estimulados con un mitégeno como la fitohemaglutinina (“PHA”
del inglés Phytoheagglutinin) (Le Blanc et al., 2004; Groh et al., 2005), estudios realizados
sobre una poblacion de CMSP activados con PHA en presencia de MSC-IS-MO se ve
disminuida la expresion de marcadores tempranos de activacion CD25, CD69 y CD38 en
poblaciones CD4" y CD8" (Groh et al.), asi como de una poblacion CD3" (Le Blanc et al.,
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2004). Por otra parte otros grupos de investigacion indican que las MSCs no afectan la

expresion de estas moléculas (Krampera et al., 2006; Ramasamy et al., 2008).

3.4.2.2. Inhibicion de la proliferacion sobre linfocitos T

El estudio de las propiedades inhibitorias de las MSCs IS-MO se investigd en células
irradiadas y cultivadas en presencia de linfocitos T activados provenientes de una fraccion
total de CMSP ¢ de una poblacién CD3" enriquecida. En ambos casos se observo que estas
células fueron capaces de inhibir la proliferacion de manera dependiente de la proporcion
(ndimero de linfocitos T:ndmero de MSCs) independientemente del modo de activacion de
los linfocitos T, ya sea a través de estimulacion con aloantigenos (Rasmusson et al., 2003;
Meisel et al., 2004; Krampera et al., 2006; Ryan et al., 2007), por activadores policlonales
inespecificos o mitdogenos como PHA (Aggarwal y Pittenger, 2005) o con activador
policlonal especifico como anti CD3/CD28 (Ramasamy et al., 2008; Kronsteiner et al.,
2011; Castro-Manrreza et al., 2014).

Los mecanismos por los cuales las MSCs inhiben de la proliferacion de linfocitos T
es por contacto célula-célula, y mediante la secrecion de moléculas solubles. Entre las
citocinas secretadas por las MSCs se encuentran el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO),
protaglandina E> (PGE>), IL-10, y el antigeno leucocitario humano G-5 (HLA-G5) (Meisel
et al., 2004; Ryan et al., 2007; Selmani et al., 2008). Dentro de los mecanismos que inhiben
la proliferacion por contacto celular participan PD-L1, PD-L2 y HLA-G1 (Selmani et al.,
2008; Davies et al., 2016). Estudios realizados en nuestro grupo de investigacion han
reportado mayor eficacia de la capacidad inmunoreguladora cuando se presenta la
interaccion célula-célula (Castro-Manrreza et al., 2014), sin embargo, otros autores indican
que las MSCs ejercen sus funciones independientemente del contacto célular (Di Nicola et
al., 2002; Krampera et al., 2006). La inhibicion de la proliferacion es un fenomeno
reversible ya que los linfocitos T que estuvieron en un sistema de cocultivo, se vuelven a

estimular en ausencia de MSCs y en presencia de un activador (Di Nicola et al., 2002).

Se ha observado que la eficacia de las MSCs en disminuir la proliferacion sobre
linfocitos T activados, no tiene relacion con el tipo de estimulo al que se enfrentan ya sea
mitdgenos (PHA) o por la estimulacién directa del TCR con perlas anti-CD3/CD28
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(Castro-Manrreza y Montesinos, 2015). Sin embargo, puede ser distinto el efecto de
acuerdo al origen de la fuente de MSCs y a la presencia o ausencia de contacto celular
(Kronsteiner et al., 2011).

3.4.2.3. Secrecion de moléculas solubles inmunoreguladoras

Otros de los mecanismos reportados mediante los cuales las MSCs ejercen sus propiedades
inmunoreguladoras es mediante la secrecién de moléculas solubles generadas por ellas
mismas, por los linfocitos T activados o ambos, en un sistema de cocultivo. Por otro lado,
en la literatura internacional se han publicado resultados que pueden ser interpretados como

contradictorios ya que varian deacuerdo al sistema utilizado.

Se ha demostrado que las MSCs disminuyen la secrecion de INF-y, una citocina
inflamatoria, por los linfocitos T activados (Aggarwal y Pittenger, 2005; Ramasamy et al.,
2008; Kronsteiner et al., 2011). En nuestro grupo de investigacion se observo lo contrario
ya que se reportd que en un sistema de cocultivo se ve aumentada la concentracion de IFN-
v presente en el medio condicionado en comparacion con una condicién de linfocitos T
CD3* en ausencia de MSCs (Castro-Manrreza et al., 2014).

El TGF-B1, HGF, asi como IL-10, son moléculas que las MSC-1S-MO producen de
manera constitutiva (Ryan et al., 2007) pero al estar en contacto con linfocitos T activados
aumenta su produccién (Groh et al., 2005; Prevosto et al., 2007; Ryan et al., 2007). Se ha
desmostrado que su bloqueo reestablece parcialmente la proliferacion de linfocitos T ain en
presencia de MSC-IS-MO (Di Nicola et al., 2002; Groh et al., 2005). Reportes previos
indican que IL-10 es capaz de estimular la expresiébn de HLA-G5, otra molécula
involucrada en la inmunoregulacion de las MSCs (Selmani et al., 2008), sin ser un factor

determinante para la generacion de linfocitos Treg (Prevosto et al., 2007).

IL-4 es una molécula asociada a la capacidad inmunoreguladora de las MSCs, que
se aumenta cuando los linfocitos T activados se encuentran el presentes en el cocultivo, esta
citocina se ha relacionado a un cambio de un fenotipo pro-inflamatorio o linfocitos Thl a
un fenotipo telorogénico o linfocitos Th2 (Aggarwal y Pittenger, 2005).

PGE2 es un mediador lipidico derivada de la conversion de acido araquidonico a

prostaglandina por accion de las enzimas COX1 y COX2, que favorece la disminucion de
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la proliferacion sobre linfocitos T (Aggarwal y Pittenger, 2005; Ryan et al., 2007). Es
expresada constitutivamente en MSC-1S-MO vy se incrementa en un ambiente inflamatorio
(Ryan et al., 2007).

IDO es una enzima involucrada en el catabolismo del triptfano a quinurenina. Se
ha observado que es un factor de inhibicion de la proliferacion sobre linfocitos T,
posiblemente por agotamiento del aminoacido esencial. Se expresa en MSCs sobre un
estimulo inflamatorio en presencia de IFN-y, y se ha demostrado que la adicion de
triptéfano exdgeno puede restablecer la proliferacion de linfocitos T aln en presencia de
MSC-1S-MO (Meisel et al., 2004).

Dentro de las moléculas a las cuales se les atribuye propiedades inmunoreguladoras
de las MSCs se encuentran las moléculas HLA-G, que pertenecen al grupo de antigenos
leucocitarios humanos (“HLA” por sus siglas en inglés Human Leukocyte Antigen) no
clasicas, caracterizadas por un polimorfismo alélico limitado. Estas moléculas se
encuentran divididas segun su ubicacion, en isoformas unidas a membrana (HLA-G1,
HLA-G2, HLA-G3 y HLA-G5) y solubles (HLA-G5, HLA6 y HLA-G7) (Castro-Manrreza
y Montesinos, 2015). Se ha demostrado la presencia de HLA-G1 y HLA-G5 en las MSC-
IS-MO, asi como un incremento cuando se encuentra la presencia de IL-10 en el medio, y

la necesidad del contacto celular para favorecer su expresion (Selmani et al., 2008).

3.4.2.4. Moléculas de membrana involucradas en la inmunoregulacion de MSCs

En nuestro laboratorio hemos reportado que el contacto celular entre las MCSs y linfocitos
T, en un sistema de cocultivo generan una mayor respuesta inmunoreguladora (Castro-
Manrreza et al., 2014). La participacion de moléculas de membrana mediante las vias PD-
1/PD-L1, PD-1/PD-L2, HLA-G1 y moléculas de adhesion se han reportado en MSCs para
ejercer su funcion inmunoreguladora (Castro-Manrreza y Montesinos, 2015).

La molécula PD-L1 (B7-H1 6 CD274) y su receptor PD-1 (CD279) constituyen una
via de inhibicion de linfocitos T, que participa en el desarrollo de la tolerancia y la
terminacion de la respuesta inmunoldgica para evitar el dafio en tejidos (Tipnis et al.,
2010; Davies et al., 2016). Su presencia de manera constitutiva en las MSCs se ha

demostrado, y es incrementada por el contacto con linfocitos T activados debido al aumento
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de citocinas inflamatorias como el IFN-y (Castro-Manrreza et al., 2014). En reportes
recientes se ha propuesto la participacion de PD-L2 como molécula inmunoreguladora de
membrana expresada constitutivamente en las MSCs, el incremento en la expresion de PD-
L1 y PD-L2, asi como su liberacion al medio inducida por moléculas proinflamatorias
como IFN-y y TNF-a (Davies et al., 2016). La expresion de moléculas de adhesion como
ICAM-1 vy la proteina 1 de adhesién celular-vascular (“VVCAM-1” por sus siglas en inglés
Vascular cell Adhesion Protein 1) en MSCs, se ha observado que es incrementada cuando
las MSCs son expuestas a un ambiente inflamatorio en presencia de IFN-y (Castro-

Manrreza y Montesinos, 2015).

3.4.2.5. Generacion de poblaciones reguladoras

Estudios previos sugieren que las MSCs son capaces de modular la diferenciacion y
funcién de los linfocitos T, dependiendo del microambiente presente. El efecto que tienen
sobre la activacion de linfocitos T CD45RA" bajo condicionas inductoras Thl ¢ Th2,
resulta en la inhibicion de secresion de IFN-y por la poblacion Thl, y el incremento de la
secrecién de IL-4 de la poblacion Th2 (Aggarwal y Pittenger, 2005). Otros estudios indican
que las MSCs tratadas con IL-1p, INF-y y TNF-a, promueven la polarizacion de linfocitos
Th17 hacia una poblacion de linfocitos Treg, debido a que disminuyen la produccion de
citocinas proinflamatorias como: IL-17, IL-22, IFN-y y TNF-a, mientras promueven la
secrecion de IL-10 y la expresion del factor de transcripcion Foxp3, esto sugiere la

generacion de linfocitos Treg (Ghannam et al., 2010).

Estudios previos indican que la presencia de MSC-IS-MO es importante para la
generacion de linfocitos Treg capaces de mantener el estado inmunoregulador (Prevosto et
al., 2007 Ghannam et al., 2010), ya que cuando se cultivan con fracciones CD4* y CD8" de
linfocitos T en presencia de un activador, generan diversas poblaciones de células
reguladoras las cuales pueden ser diferentes entre si, que actuan en conjunto dependiendo
del origen de linfocitos T empleados. Se proponen a viarias moléculas como CTLA-4
(Maccario et al., 2005; Castro-Manrreza et al., 2014), CD25 y Foxp3, como fenotipo
regulador (English et al., 2009).

Se ha reportado que la expresion de Foxp3 es generada solo en la fraccion CD4" de
los linfocitos T, sin embargo en la fraccion CD8" también se presentan poblaciones que
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pueden ejercer propiedades inmunoreguladoras, lo cual nos indica que el grado de actividad
regulatoria puede ser independiente de Foxp3 (Prevosto et al., 2007). Estudios previos han
demostrado que la generacién de células reguladoras se ve aumentada cuando las MSCs
fueron sometidas a un tratamiento con IFN-y dias antes del cocultivo con linfocitos T,
incrementando hasta 3 veces la poblacion CD4*Foxp3* (Tipnis et al., 2010). EI mecanismo
por el cual estas poblaciones reguladoras generadas por la presencia de MSCs ejercen su
funcion aun no es conocida en su totalidad, sin embargo se han involucrado varias
moléculas como IL-10, TGF-p y PGE> para ejercer dicha funcion (Prevosto et al., 2007;
English et al., 2009). La molécula HLA-G5, una isoforma soluble secretada por MSCs
podria también contribuir a la expansion de linfocitos Treg CD4*CD25"9"FoxP3* (Selmani
et al., 2008).

3.4.2.6. Via Adenosinérgica

Debido a la presencia de CD73 en MSCs, asi como los reportes que indican también la
expresion de CD39 de manera constitutiva (Kerkeld et al,. 2016), y el incremento de las
moléculas en respuesta a un ambiente inflamatorio en presencia de linfocitos T activados
(Saldanha-Araujo et al., 2011), se ha reportado un mecanismo novedoso involucrado en la
inmunoregulacién de las MSCs, él cual es mediante la via adenosinérgica, siendo aun un
mecanismo muy poco comprendido. El proceso mediante el cual la 5 -ectonucleotidasa
(CD73), en conjunto con la ectonucleotidasa trifosfato di-fosfohidrolasa 1 (CD39), permite
la generacion de adenosina a partir de adenosina 5°trifosfato (ATP) (Saldanha-Araujo et
al., 2011; Kerkela et al., 2016), es mutuamente cooperativo linfocitos Treg (Kerkela et al.,
2016). La adenosina es altamente inmunosupresora y participa en procesos que permiten la
regulacion de la inflamacion al sensar altas concentraciones de ATP. La generacion de
adenosina se ha propuesto que participa de manera importante en MSCs provenientes de un
ambiente tumoral como en el caso del cancer cérvico uterino, apoyando en el proceso de
inmunosupresion y por lo tanto evasion de la respuesta inmunoldgica por parte del tumor
(Mora-Garcia et al., 2016).
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3.4.3. Regulacion de las propiedades inmunoreguladoras de las MSCs

Se ha observado que para que las MSCs ejerzan sus propiedades inmunoreguladoras deben
de activarse mediante citocinas proinflamatorias como el INF-y, TNF-a, IL-1a e IL-1p
(Ghannam et al., 2010). Se ha reportado un incremento inicial en moléculas
proinflamatorias como IFN-y e IL-2 en cocultivos con CMSP activadas con anti
CD3/CD28, antes de ejercer propiedades inmunoreguladoras (Cuerquis et al., 2014). Esta
exposicion a un ambiente inflamatorio induce la expresion de moléculas anti-inflamatorias
como IDO y PGE2 en el medio condicionado de los cocultivos (Meisel et al., 2004;
Aggarwal y Pittenger, 2005; Ryan et al., 2007). EI ambiente proinflamtorio también
incrementa la expresion de moléculas de membrana como PD-L1 e ICAM-1 (Tipnis et al.,
2010).

La exposicion de IFN-y y TNF-o a MSCSs previa al cocultivo con linfocitos T,
aumenta la propiedad de generacion de linfocitos Treg y de IL-10 (molécula anti-
inflamatoria) (Li et al., 2015). Otro estudio indica que las MSCs cuando se encuentran en
una concentracion adecuada de TNF-a e IFN-y aumentan su capacidad inhibitoria de la

proliferacion sobre linfocitos T (Cuerquis et al., 2014).

Otra molécula capaz de aumentar la funcién inmunoreguladora de las MSCs sin
afectar su inmunogenicidad es la IL-17A. El tratamiento con altas concentraciones de esta
molécula incrementa su capacidad de de inhibir la proliferacion sobre linfocitos T, asi como
su potencial en la generacion de linfocitos Treg CD4*CD25"9"CD127'°"FoxP3* en una

poblacién enriquecida CD3* activados con PHA (Sivanathan et al., 2015).

Las MSCs ejercen sus propiedades inmunoreguladoras después de su activacion
previa con citocinas proinflamatorias. La presencia de estas moléculas en el medio provee
un estimulo para la secrecién de moléculas como IDO, la cual no es secretada cuando no se
encuentra el estimulo adecuado de IFN-y. La pre activacion de las MSCs con moléculas
proinflamatorias como INF-y, TNF-a, e IL-17 es una estrategia que ha sido implementada
por varios grupos de trabajo para incrementar sus propiedades inmunoreguladoras (Ryan et
al., 2007; Tipnis et al., 2010; Sivanathan et al., 2015; Davies et al., 2016).
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Varios grupos de investigacion han reportado distintas maneras de manejar la
activacion de las MSCs de diferentes fuentes, para poder optimizar sus propiedades
inmunoreguladoras, lo que indica que aun faltan estudios para poder determinar el
complejo mecanismo de las mismas (Ryan et al., 2007; Castro-Manrreza y Montesinos,
2015).

3.4.4. MSCs derivadas de piel

La piel consiste en 2 capas: la epidermis y la dermis, las cuales para mantener el proceso
constante de regeneracion albergan un gran nimero de células diferentes. En ambas capas
de la piel se ha reportado la presencia de células de tipo progenitor, pero solo en la dermis
se ha propuesto la presencia de MSCs, estas células han sido localizadas en distintas
estructuras de la piel como foliculo capilar, vaso sanguineo y receptores sensatorios.
Expresan los marcadores establecidos por la ISCT, es decir, positivos a CD90, CD105 y
CD73 y negativos a marcadores hematopoyéticos como: CD34, CD31, CD45 y HLA-DR
(Bartsch et al., 2005; Toma et al., 2005; Klimczak y Kozlowska, 2016) proponiendo a la

dermis como una fuente de obtencion de MSCs (Orciani et al., 2017).

Analisis in situ han revelado la presencia de células con marcadores CD73, CD90,
CD105, CD274 y SSEA-4 en diferentes tipos de células dermales, mostrando diferencias en
el potencial de diferenciacion y de proliferacion de acuerdo a los distitos marcadores
presentados (Vaculik et al., 2012).

Las MSCs provenientes de dermis al igual que de otras fuentes se han reportado que
poseen propiedades inmunoreguladoras cuando se encuentran en exposicion de un ambiente
inflamatorio, obteniendo la capacidad de inhibir la proliferacion sobre linfocitos T en una
manera proporciéon dependiente (MSCs:linfocitos T), y promueven la expresion de HGF,
IDO, IL-10, TGF-B, asi como de TNF-a (Najar et al., 2016).

La epidermis es la capa expuesta de la piel, la cual se encuentra en regeneracion
constante para ejercer su funcion protectora contra el ambiente. Estd conformada por
estratos bien organizados y con funciones particulares, donde en el estrato basal se presenta
una poblacion de células mitéticamente activas, que son las responsables de la generacion

de queratinocitos, esta poblacion basal alberga una poblacion celular que al cutivarse in
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vitro presentan marcadores de superficie tipo MSCs (Zhang et al., 2012; Klimczak y
Kozlowska, 2016) con alto potencial de proliferacion (Huang et al., 2013), aunque es aun
incompleta su caracterizacion, por lo tanto son convenientes mas estudios para llegar a un
resultado que nos indique que la epidermis alberga una poblacion de MSCs, asi como su

localizacion y sus propiedades bioldgicas.

3.4.5. MSCs derivadas de piel en zonas afectadas por psoriasis

La presencia de MSCs en una zona afectada por psoriasis fue reportado por primera vez por
Orciani y colaboradores en el 2011, en este trabajo se reportod que dichas células presentan
caracteristicas similares a las MSC-IS-MO en cuanto a morfologia, marcadores de
superficie y capacidad de diferenciacion. En este estudio donde se compar6 las MSC-Pso-
DL, MSCs provenientes de dermis de dermatitis atopica y MSC-IS-D, se observo que la
expresion de VEGF fué encontrada en mayor expresion en las MSCs de la periferia de la
lesion psoridtica y en Pso-DL, asi como MSCs provenientes de Pso-DNL en comparacion
con MSC-IS-D (Orciani et al., 2011).

Orciani y colaboradores, reportaron que la sintetasa de oOxido nitrico inducible
(“INOS” por sus siglas en inglés inducible Nitric Oxide Synthase) se encuentra
incrementada en las MSC-Pso-DL en comparacién con MSC-IS-D, proponiendo que la
expresion de estos mediadores, reducen la capacidad antioxidante y aumenta el potencial de
angiogeénesis de estas células provenientes de un paciente con psoriasis contribuyendo al

desarrollo de la patologia (Orciani et al., 2011).

Estudios previos indican que las MSC-Pso-DL presentan una secrecion de IL-11
aumentada y de HGF disminuida, comparadas con MSC-IS-D en ausencia de un estimulo
proinflamatorio, no mostrando diferencias en las concentraciones de TNF-o ni de IL-10
(Liu et al., 2013). Estas condiciones se mantienen en presencia de linfocitos T activados,
sin encontrarse diferencias en la secrecion de TGF-f. Se ha reportado que MSC-1S-D y
MSC- Pso-DL inhiben la proliferacion sobre linfocitos T, de una manera no significativa en
comparacion con una condicion en ausencia de MSCs, observandose mas evidente este

efecto en aquellas derivadas de IS-D (Liu et al., 2014).
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Otros estudios demuestran que las MSC-Pso-DL presentan una expresion mayor de
genes involucrados en una respuesta Thl y Thl7 como lo son: IFN-y, CCR5, CXCLD9,
CXCL10, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-23A, CCL2, CCL20, CXCL2, CXXL5, IL-17C, IL-17F,
IL-17RA, IL-21, y TLR2 cuando fueron comprados con MSC-IS-D (Campanati et al.,
2014). Otro estudio indico que estas Ultimas expresan de manera constitutiva el transcrito
para IL-4 una citocina anti-inflamatoria (Orciani et al., 2017). Por lo tanto, el conocimiento
de las propiedades inmunoreguladoras de MSCs provenientes de piel en procesos de
alteracion inflamatoria se debe profundizar, para entender la participacion de estas células

en patologias de este 6rgano.
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4. ANTECEDENTES

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica en la piel. Ademas de las células del
sistema inmunoldgico que participan en la patogénesis de la misma, se ha identificado la
presencia de MSCs en las zonas afectadas de dichos pacientes particularmente en dermis,
sin embargo, a la fecha no se sabe si también en la epidermis hay presencia de ellas, asi

como su participacion en el desarrollo de dicha patologia.

En nuestro laboratorio hemos evaluado la capacidad de inmunoregulacion de MSCs
provenientes de diferentes fuentes como MO, sangre de cordon umbilical (SCU) y placenta
(PL) sobre linfocitos T CD3" (Castro-Manrreza et al., 2014). Ademas, hemos obtenido
poblaciones de células adherentes en cultivos in vitro de epidermis y dermis de la piel de
pacientes con psoriasis (Hernandez-Cristino, tesis de pregrado 2016) para ser caracterizadas
de acuerdo con los criterios establecidos por la ISCT para determinar si pueden ser
consideradas como MSCs. De igual manera, a la fecha no se sabe si al determinar la
presencia de estas células en la piel lesionada de los pacientes con psoriasis, presentan
propiedades inmunoreguladoras disminuidas que pudieran contribuir al desarrollo de la
enfermedad.

Con base en estos antecedentes en este estudio pretendemos evaluar la capacidad de
inmunoregulacién de las MSCs de pacientes con psoriasis sobre linfocitos T en términos de
su potencial de inhibicion de la proliferacion, efecto sobre marcadores de iniciacion de la
activacion, expresion de moléculas inmunosupresoras (membranales y secretadas) y

generacion de linfocitos T reg.
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5. HIPOTESIS

Se espera que las MSCs de la zona lesionada de piel de pacientes con psoriasis a diferencia
de las MSCs provenientes de zonas no lesionadas o de individuos sanos, tendrén reducida
la capacidad de inhibir la proliferacion y activacion de linfocitos T y no favoreceran la
produccién de moléculas de membrana, citocinas inmunoreguladoras ni generacion de

linfocitos Treg.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

e Evaluar la capacidad inmunoreguladora sobre linfocitos T de MSCs provenientes de

la piel de pacientes con psoriasis.

6.2. Objetivos Particulares

e Realizar la caracterizacion morfolégica, inmunofenotipica y capacidad de

diferenciacion de las MSCs provenientes de piel pacientes con psoriasis.

e Evaluar el efecto de las MSCs sobre la proliferacion de linfocitos T CD3" obtenidos

de CMSP y de una poblacién enriquecida.

e Determinar el efecto de las MSCs sobre la expresion de moléculas de iniciacién de
la activacion: CD25, CD69 y CTLA-4 en linfocitos T CD3* activados.

e Determinar el efecto de los linfocitos T activados sobre la expresion de la molécula

inmunosupresora PD-L1 en MSCs.

e Determinar el efecto de las MSCs sobre la secrecion de IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-10

en presencia de linfocitos T activados.

e Determinar el efecto de las MSCs sobre la generacion de linfocitos Treg.
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7. METODOLOGIA

Las biopsias fueron obtenidas de pacientes con psoriasis que acudieron al servicio
dermatolégico del hospital “Adolfo Lopez Mateos” perteneciente al Instituto de Seguridad
y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE), valorados con el sistema de
medicion del indice de severidad y area de la psoriasis (“PASI” por sus siglas en inglés
Psoriasis Area and Severity Index). Las biopsias fueron tomadas con sacabocados de 5mm
de didmetro. Se tomé piel de una region lesionada y de piel no lesionada cercana a la
lesion. Se pidio que 15 dias antes de la toma de la biopsia se suspendiera el tratamiento, en
aquellos pacientes que lo tengan. La piel sana fue obtenida a partir de individuos sometidos
a cirugias gastrointestinales practicadas en el hospital de Especialidades del Centro Médico

Nacional Siglo XXI, perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).

7.1. Separacion de capas de la piel y cultivo de MSCs

Las biopsias de piel se colocaron en un tubo que contuvo dispasa Il 1mg/mL (Proteasa
grado 1l, Roche) y 2mL de RPMI 1640 (GIBCO, Invotrogen) suplementado con Suero
Fetal Bovino (SFB) (Invitrogen, Gibco) al 10%, durante toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente se separ0 la epidermis de la dermis y ambas se colocaron por separado en placas
de cultivo (35mm X 10mm, Corning) con medio RPMI 1640 suplementado, durante 72

horas a 37°C y 5% COx, para facilitar la separacion de las células del tejido.

Después de 17- 20 dias de cultivo, las células adheridas a la placa se despegaron y
se sembraron en cajas Petri de 200mm (Cell Culture Dish, Corning) con medio de cultivo
DMEM bajo en glucosa (Ig-Dulbecco’s Modified Eagle Media) (Gibco) suplementado con
10% de SFB, 10ulL/ml de penicilina-estreptomicina, 10uL/ml de gentamicina y 10ul./ml de
L-glutamina. Cuando llegaron a una confluencia del 80% las células se despegaron para su

caracterizacion morfol6gica, inmunofenotipo y capacidad de diferenciacion.

7.2. Analisis Morfoldgico

Para determinar su morfologia se sembraron 5x10* células en una caja petri de 35mm vy
cuando las células llegaron a una confluencia del 60-70% se desecho el medio, se adicion6
agua destilada y se le realizaron 2 lavados. Posteriormente la caja se tifié con azul de

Toluidina (Sigma-Aldrich) previamente filtrada durante 20 minutos. La caja se lavo con
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agua destilada en 2 ocasiones y se dejé secar. Finalmente se observo bajo el microscopio
con 1mL de agua destilada, se distinguié una morfologia fibroblastoide como se ha

establecido previamente en nuestro laboratorio.

7.3. Inmunofenotipo

Para determinar el inmunofenotipo de las MSCs, se sembrarén 1-3x10° células en una caja
petri de 100mm y, cuando las células llegaron a una confluencia del 80-85% se procedi6 a
realizar la optencion de las mismas mediante separacion enzimatica (Trypsin-EDTA
(0.05%), phenol red) (Gibco). Se realizé un primer lavado de células con solucién salina,
un segundo lavado con buffer PBS- EDTA 1mM, y un tercer lavado con buffer PBS-EDTA
1mM-3%SFB, marcandolos con anticuerpos de acuerdo con sugerencias del proveedor
(1pL por 1x10°8 células) 20 minutos a 4°C. Para determinar el inmunofenotipo de las MSCs
obtenidas, se analizd la expresion de antigenos de superficie: CD105, CD90, CD73, CD13,
HLA-ABC, HLA-DR, CD45, CD34, CD31 y CD14 mediante citometria de flujo en un
equipo FACS Canto 11 (BD).

7.4. Capacidad de diferenciacion.

Induccidn osteogénica con técnica fosfatasa alcalina. Las MSCs se cultivaron en medio
para diferenciacion osteogénico Stem Cells Kits™ (STEMCELL Technologies), durante 21
dias (con cambios de medio 2 veces por semana). Al terminar el periodo de induccién, se
enjuag6 con agua destilada y se se adiciond metanol (-20°C) durante 5 minutos, seguido de
un lavado de 1 min. con agua desionizada. Consecuentemente se agrego el sustrato SIGMA
FAST BCIP/NBT (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/Nitro blue tetrazolium)
(10mg/350uL) (Sigma-Aldrich) durante 10 minutos. Finalmente se realizaron 3 enjuagues

con agua desionizada.

Induccidn adipogenica con técnica de rojo oleoso. Las MSCs se cultivaron en medio para
diferenciacion adipogénica Stem Cells Kits TM (STEMCELLS technologies) durante 21
dias, realizando cambios de medio 2 veces por semana. Al terminar el periodo de
induccion, se retird el medio de la caja y se enjuagd con agua destilada. Posteriormente, se
adiciond formol buffer al 10% por 5 min., al término de este tiempo, el formol buffer se

desechd y se agregd propilenglicol absoluto por 5min., después se tifié con rojo oleoso
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durante 1 hora a una temperatura de 60°C. Al término de la hora se lavo con propilenglicol

al 85% durante 2 min. Finalmente, se contratifid con hematoxilina de Harris.

Induccion condrogénica con técnica de azul Alciano. 3x10° MSCs fueron centrifugadas a
1509 durante 5 min. para formar un boton celular en el fondo del tubo (micromasa). Se
cultivo en 500 uL de medio diferenciacion condrogénico (Cambrex Bio Science)
suplementado con 10ng de TGF-B3 (Peprotech) por 28 dias y se realizaron cambios de
medio 2 veces a la semana. Al terminar los 28 dias de cultivo con medio de diferenciacion
condrogeénico, se desechd el medio, se fijé la micromasa con formaldehido y se deshidrato
con diluciones de etanol (al 70%, 80%, 90% Yy absoluto) y xilol grado histolégico durante
30 minutos con dos repeticiones cada una. La micromasa se embebié en parafina y se
realizaron cortes histoldgicos con ayuda de un micrétomo. La deteccion de la
diferenciacion condrogénica se realiz6 con las tinciones de azul Alciano para observar la

positividad a proteoglicanos sulfatados (matriz extracelular condrogénica).

7.5. Evaluacion de capacidad inmunoreguladora

Obtencion de CMSP. Se obtuvieron CMSP de individuos sanos mediante gradiente de
densidad (Lymphopred, Axis-Shield). Las CMSP se sembraron en medio RPMI (RPMI
1640, 10% SFB, 2 mM L-glu, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 100 pg/ml
gentamicina) por 24 horas.

Obtencion de linfocitos T CD3*. A partir de muestras de sangre periférica de individuos
sanos se obtuvieron CMSP mediante gradiente de densidad (Lymphopred, Axis-Shield).
Los linfocitos T CD3" se enriquecieron empleando CD3 MicroBeads human con columnas
MS MACS (Miltenyi Biotec) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. La pureza
celular se determind mediante citometria de flujo. En los experimentos se emplearon
suspensiones con pureza mayor al 80%. Los linfocitos T CD3* se sembraron en medio
RPMI (RPMI 1640, 10% SFB, 2 mM L-glu, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina
y 100 pg/ml gentamicina) por 24 horas.

Proliferacion sobre linfocitos T. Para determinar la actividad inhibitoria de las MSCs
provenientes de la piel de pacientes con psoriasis sobre la proliferacion de linfocitos T, se

realizaron cocultivos de MSCs/CMSP en contacto celular (en una proporcion 1:2), y de
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MSCsl/linfocitos T enriquecidos CD3* (en una proporcién 1:1) en placas de 24 pozos. Se
marcd a los linfocitos T con 5uM de succinimidil éster de carboxifluoresceina (“CFSE” por
sus siglas en inglés CarboxyFluorescein Succinimidyl Ester), previo a la estimulacion con
PHA (5ug/mL) (Sigma-Aldrich) 6 perlas anti-CD3/CD28 (12.5uL de perlas: 1x10°
linfocitos T CD3*) (Invitrogen). Como control positivo se sembraron linfocitos T
estimulados en ausencia de MSCs considerandolos como el 100% de la respuesta a la
proliferacion. Al séptimo dia para cocultivos con CMSP 6 al tercer dia para aquellos con
linfocitos T CD3* enriquecidos. Se colectaron las células no adherentes y mediante
citometria de flujo, se detectaron las poblaciones de linfocitos T CD3", CD4" y CD8". Se
evalu6 el porcentaje de proliferacion de acuerdo con los niveles de CFSE en las células

estimuladas.

Expresion de moléculas de iniciacion de la activacion en linfocitos T: Para determinar el
efecto de las MSCs sobre la expresion de marcadores de activacion temprana en linfocitos
T, se realizaron cocultivos de MSCs/CMSP en placas de 24 pozos (en una proporcion 1:2).
Se adiciond 5ug/mL de PHA como activador. La expresion de estas moléculas en linfocitos
T estimulados en ausencia de MSCs fué considerada como el control positivo y su
expresion basal en linfocitos T sin estimulacion y sin MSCs, como control negativo. Al
segundo dia de cocultivo se colectaron las células no adherentes y mediante citometria de
flujo se detectaron los marcadores CD25, CD69 y CTLA-4 en la poblacion de linfocitos T
CD3*, CD4" y CD8" estimulados.

Expresion de moléculas de membrana inmunosupresoras en MSCs y linfocitos T: Para
determinar la respuesta de las MSCs sobre la expresién de moléculas de membrana
inmunosupresoras, se realizaron cocultivos de MSCs/CMSP (en una proporcion 1:2). Los
cocultivos se realizaron en placas de 24 pozos y se estimularon con PHA (5ug/mL). Se
considero el porcentaje de la expresion basal de PD-L1 en MSCs sin estimulo y sin CMSP
como control. Mediante citometria de flujo se analizo la expresion de PD-L1 en MSCs al
séptimo dia de cocultivo. La expresion de CTLA-4 en linfocitos T CD4" estimulados en
ausencia de MSCs fue considerada como el control positivo y su expresion basal en
linfocitos T sin estimulacion y sin MSCs, como control negativo. Mediante citometria de

flujo se analiz6 la expresién de CTLA-4 en linfocitos T al sexto dia de cocultivo.
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Generacion de linfocitos Treg. Para determinar el efecto de las MSCs sobre la generacion
de poblaciones de linfocitos Treg, se realizaron cocultivos de MSCs/CMSP en placas de 48
pozos y en contacto celular (en una proporciéon 1:2). Se adicion6 PHA (5ug/mL) como
activador. La generacion de linfocitos Treg estimulados en ausencia de MSCs fue
considerada como el control positivo y su generacién basal en linfocitos T sin estimulacion
y sin MSCs, como control negativo. En el sexto dia de cocultivo se colectaron las células
no adherentes y mediante citometria de flujo se evalu6 la generacion de linfocitos Treg con
fenotipo CD4*CD25*CTLA-4"" y CD4*CD25*Foxp3*.

Cuantificacion de moléculas solubles. Para determinar la concentracion de moléculas
solubles secretadas, se obtuvieron los sobrenadantes de varias condiciones de cultivo:
linfocitos T CD3" en ausencia de MSCs y en ausencia de estimulo (control negativo);
linfocitos T CD3"* en ausencia de MSCs y en presencia de estimulo (control positivo);
linfocitos T CD3" en presencia de estimulo y en presencia de MSCs (proporcion 1:1). Los
sobrenadantes se almacenaron a -70°C hasta su uso. La determinacion de citocinas se
realizd por perlas CBAs (BD, Bioscience) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
Se mezclaron 10puL de perlas de captura que reconocen a las citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10
e IL-4; esta mezcla se dej6 incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente protegidos
de la luz. Durante ese tiempo, mediante diluciones seriales se prepard la curva estandar de
cada una de las citocinas (0-5000 pg/mL). Posteriormente, 50uL de cada sobrenadante o de
cada una de las concentraciones de la curva estandar, se mezclaron con 50uL de las perlas
de captura y los tubos se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente protegidos de la
luz. Después se realizé un lavado y el boton fue resuspendido en 200uL del buffer. Las
muestras se analizaron inmediatamente en el citometro con una baja velocidad de

adquisicion.

7.6. Analisis Estadisticos

Los datos son expresados como la media/mediana + error estandar de la media (SEM),
calculada de 2-6 experimentos independientes. El analisis estadistico fue realizado con el
programa IBM SPSS statistics 21. La comparacion entre los grupos se realizo con la prueba
de Kruskal-Wallis seguido por Mann-Whitney U test. Valores de p <0.05 se consideraron

significativos.
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8. RESULTADOS

8.1. Las MSCs provenientes de piel de pacientes con psoriasis, presentaron morfologia,
inmunofenotipo vy capacidad de diferenciacion similares.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion de las MSC obtenidas de 1S-MO (n=9), IS-D
(n=5), Pso-DNL (n=5), Pso-DL (n=5), IS-E (n=5), Pso-ENL (n=2) y Pso-EL (n=5)
demostraron que nuestras poblaciones celulares presentaron morfologia, inmunofenotipo y
capacidad de diferenciacion similares a los reportados previamente en nuestro grupo de
trabajo (Montesinos et al., 2009). Se observo un alto porcentaje de los marcadores de
superficie caracteristicos para MSCs (CD105, CD90 y CD73) en las fuentes evaluadas. La
expresion de la molécula CD13 permanece constantemente alto en todas las fuentes
evaluadas (>98%). Se presentd una diferencia en HLA-ABC entre todas las muestras
evaluadas, siendo menores todas las fuentes de piel en comparacién con IS-MO. Se
encontré menor porcentaje en las fuentes provenientes de individuos sanos. Se encontré un
porcentaje negativo de HLA-DR en todas las fuentes evaluadas, asi como de marcadores
hematopoyéticos CD45, CD34 y CD14, y endotelial CD31 (Tabla 1).

Las MSCs de todas las fuentes evaluadas presentaron morfologia fibroblastoide
caracteristica de este tipo de células (Figura 6A), similares a IS-MO. Asi mismo las MSCs
de piel evaluadas tuvieron la capacidad de diferenciacién adipogénica, osteogénica y
condrogeénica (Figura 6 B-D), de manera similar entre si. Sin embargo, la diferenciacién
adipogénica y osteogénica de todas las fuentes de piel se observa disminuida en

comparacion con IS-MO.
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Tabla 1: Andlisis de Inmunofenotipo de MSCs provenientes de piel de individuos sanos y de pacientes
con pasoriasis. Resultados de expresion de marcadores de superficie representados en media y desviacion

estandar correspondiente al porcentaje de células positivas para cada marcador.

Marcador

CD105
CD90
CD73
CD13

HLA-ABC
HLA-DR
CD45
CD34
CD31
CD14

(n=9)
90+13
85415
9743
98+1
9419
313
1#1
0
1#1
242

1+1
1+1
1+1
1+1
1+1

(n=5)
99+1
991
98+2
99

86120

2+2
1+1
915
1+1
6+6

37

(n=5)
99+ 1
99+1
9941
9941
908
1£1
1% 1
4+ 4
1#1
2+1

(n=5)

9843

991
6930
98+2

18+18

1+1
1+1
2+2
1+1
0

(n=2)
97+4
9911
47+64
99+1
43160

1
1+1
2+1

1
2+2

(150 | 150 [psoDNL| Pso0L | I5E |ProihL] peoc |

(n=5)
964
98+2
89+17
9814
26+26

(n=5)
99+2

99

79%28

99

3741

1
1
1+1

1
1+1



Figura 6: Morfologia y capacidad de diferenciacion de MSCs de piel de individuos sanos y pacientes
con psoriasis. (A) Apariencia bajo microscopio de la morfologia de los distintos tipos celulares, se observo
morfologia de tipo fibroblastoide. (B) Diferenciacion adipogénica indicada por la acumulacion de vacuolas
lipidicas neutrales, tefiidas con rojo oleoso. (C) Diferenciacion osteogénica indicada por la reaccién con

Pso-EL
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fosfatasa alcalina. (D) Diferenciacién condrogénica indicada por la coloracion de matriz extracelular con azul
alciano en criosecciones de micromasas. Barra de escala 300uM.

8.2. Las MSCs provenientes de la piel de pacientes con psoriasis no inhiben la
proliferacion de linfocitos T CD3*, CD4* ni de CD8*.

En nuestro laboratorio hemos demostrado que las MSCs obtenidas a partir de diferentes
fuentes como IS-MO, SCU y PL inhiben la proliferacion de linfocitos T CD3*
enriquecidos, activados con perlas anti CD3/CD28 (Castro-Manrreza et al., 2014). En otro
estudio, nuestro grupo de investigacion demostré que se puede evaluar dicho mecanismo
sobre una poblacién de CMSP y también se encontr6 que las MSC-IS-MO son capaces de
inhibir la proliferacion sobre linfocitos T, (Hernandez-Estévez, tesis de maestria 2016). Es
importante sefialar que en ambos modelos experimentales el contacto celular fué necesario
para llevar a cabo esta funcién. Con base en los estudios antes mencionados, decidimos
analizar el efecto directo que tienen las MSCs sobre una poblacion de CMSP, asi como en
una poblacién enriquecida en linfocitos T CD3*. Obtuvimos una pureza del 88% después
del enriquecimiento. La proliferacion de linfocitos T en ausencia de MSCs se considero
como el 100% de la proliferacién. En la figura 7A-C, se observa que las MSCs de IS-MO
disminuyen significativamente la proliferacion de linfocitos T CD3" (47.07 % +7.8, p<0.5)
(Figura 7A), CD4" (53.30 % +19.6, p<0.5) (Figura 7B) y CD8" (46.94 % +11.8, p<0.5)
(Figura 7C) en una poblacion CD3* enriquecida, sin embargo, las MSCs provenientes de
IS-D, Pso-DNL, Pso-DL, IS-E, Pso-ENL o Pso-EL no disminuyen la proliferacién sobre
linfocitos T CD3" (99.81% +16.2, 97.02%+17.6, 96.62%+22.6, 93.39%+18.1,
89.94%+13.2 y 92.46%+17.92 respectivamente) (Figura 7A), de linfocitos T CD4*
(99.99%+13.8, 95.47%+16.4, 96.16%+21.2, 90.30%+16.9, 89.48%+21.4 y 94.49%+21.0
respectivamente) (Figura 7B) 6 de linfocitos T CD8" (111.97%+18.0, 103.77%=19.2,
107.42%+21.6, 103.15%+20.4, 101.06%=15.7 y 98.86%=15.3 respectivamente) (Figura
7C). Debido a que las MSCs provenientes de piel no tienen la capacidad de inhibir la
proliferacion sobre linfocitos T de una poblacion CD3* enriquecida, evaluamos si la
presencia de otras células inmunes como linfocitos B, monocitos o células dendriticas
podrian influir en este efecto como lo preiamente reportado (Kronsteiner et al., 2011). En

nuestros resultados encontramos que las MSCs provenientes de 1S-MO mantienen el efecto
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inhibitorio de la proliferacion sobre linfocitos T provenientes de una poblacion de CMSP,
sobre poblaciones de linfocitos T CD3* (50.35 % +20.6, p<0.5) (Figura 7D), CD4" (42.68
% +21.4, p<0.5) (Figura 7E) y CD8" (58.66 % +21.8, p<0.5) (Figura 7F). Contrariamente,
las MSCs provenientes de IS-D, Pso-DNL, Pso-DL, IS-E, Pso-ENL y Pso-EL contintdan
manteniendo su deficiente capacidad de inhibicion sobre la proliferacion de linfocitos T
CD3" (87.92% 9.5, 84.86%+11.4, 82.80%+15.5, 76.34%+13.2, 69.47%+33.3 y
81.71%=+25.7 respectivamente) (Figura 7D), linfocitos T CD4" (81.08%zx26.5,
80.02%=24.1, 72.96%+25.5, 69.20%+16.0, 69.05%+41.2 y 78.06%+27.7 respectivamente)
(Figura 7E) 6 sobre linfocitos T CD8" (89.76%+11.9, 89.08%18.0, 98.66%36.3,
90.16%=40.8, 99.15%+47.5 y 94.74%=+45.8 respectivamente) (Figura 7F). Estos resultados
nos indican que las MSCs provenientes de piel de individuos sanos y de pacientes con
psoriasis no poseen la propiedad de inhibicion de la proliferacion sobre linfocitos T ya sea a
partir de una poblacion CD3" enriquecida o de CMSP, manteniendo esta deficiente
capacidad inhibitoria sin diferencias significativas entre cada una de las fuentes evaluadas.
Es importante mencionar que las MSC-1S-MO, mantuvieron el efecto inhibitorio de
proliferacion sobre linfocitos T en ambas condiciones de obtencién de linfocitos T (Figura
7G).
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Figura 7: Las MSCs provenientes de la piel de individuos sanos y de pacientes con psoriasis, no inhiben
la proliferacion de linfocitos T. Linfocitos T CD3* enriquecidos y activados con anti CD3/CD28 o bien
CMSP activadas con PHA, se cultivaron en presencia de MSCs de IS-MO (n=6) (barra azul), 1S-D (n=6)
(barra verde), Pso-DNL (n=6) (barra verde cuadriculada), Pso-DL (n=6) (barra verde rayada), I1S-E (n=6)
(barra naranja), Pso-ENL (n=4) (barra naranja cuadriculada) y Pso-EL (n=6) (barra naranja rayada)
permitiendo el contacto celular. La proliferacion de linfocitos T activados en ausencia de MSCs se considerd
como el control positivo (n=8) (100%) (barra blanca). Se muestra la media + SEM de proliferacion de
linfocitos T enriquecidos CD3* en relacion 1:1 (MSCs:linfocitos T) al tercer dia de co-cultivo (A) sobre
linfocitos T CD3*, (B) CD4*, (C) CD8", y a partir de CMSP en relacion 1:2 (MSCs:CMSP) al séptimo dia de
cocultivo (D) sobre linfocitos T CD3*, (E) CD4* y (F) CD8*. (G) Representacion de histogramas de la
proliferacion sobre linfocitos T mediante su concentracion de CFSE cultivadas en presencia de MSCs. *Indica
diferencia estadisticamente significativa con p<0.05.
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8.3. Las MSCs derivadas de pacientes con psoriasis no afectan la expresion de moléculas
de respuesta de activacion temprana CD25, CD69 y CTLA-4.

Debido a que las MSCs provenientes de la piel de individuos sanos y de pacientes con
psoriasis no presentan inhibicion de la proliferacion sobre linfocitos T, decidimos evaluar si
las MSCs estudiadas presentan deficiencias en otras propiedades inmunoreguladoras
reportadas para esta poblacion celular. Se han reportado estudios contradictorios sobre el
efecto que tienen las MSCs en la expresion de CD25, CD69 y CTLA-4 moléculas
involucradas en la respuesta de inicio de la activacion de los linfocitos T (Castro-Manrreza
y Montesinos, 2015). La expresion de las moléculas antes mencionadas en ausencia de
MSCs se considerd como el control positivo. Observamos que la expresién de CD25 en
linfocitos T CD3" no se ve afectada por la presencia de MSCs de 1S-MO, IS-D, Pso-DNL,
Pso-DL, IS-E, Pso-ENL 6 de Pso-EL (17.4%z+8.1, 17.7%+6.4, 18.6%=*7.1, 19.3%=7.5,
17.9%+5.4, 24.8%+1.7 y 19.2%=7.3 respectivamente) (Figura 8A); de igual que en CD4"
(23.8%6.5, 21.4%+7.7, 20.4%+5.6, 22.6%+6.1, 22.4%+7.6, 26.3%+4.0 y 22.5%6.2
respectivamente) (Figura 8B) 6 CD8" (18.6%+7.9, 18.0%+4.6, 18.8%+8.1, 20.7%+10.1,
17.7%=+7.3, 27.3%+11.2 y 20.5%+8.5 respectivamente) (Figura 8C). También observamos
que la expresion de CD69 en linfocitos T CD3" no se ve afectada por la presencia de MSCs
de 1S-MO, IS-D, Pso-DNL, Pso-DL, IS-E, Pso-ENL 6 de Pso-EL (19.2%+10.3,
21.4%+11.3, 18.9%+10.4, 18.1%+8.2, 23.4%+11.3, 20.2%%9.2 y 19.6%+10.2
respectivamente) (Figura 8D). Comportamiento similar lo observamos en la fraccion CD4"
(24.4%+12.2, 19.2%+11.3, 18.2%+10.4, 18.7%=8.8, 20.4%+9.1, 23.0%=7.1 y 20.4%+9.2
respectivamente) (Figura 8E), ni en CD8* (24.1%+15.7, 27.9%+12.9, 23.9%+10.2,
27.5%+13.5, 30.6%+15.6, 21.0%+5.4 y 28.0%=11.5 respectivamente) (Figura 8F).

La expresion de CTLA-4 un regulador negativo en la activacion de linfocitos T no
se ve afectada por la presencia de MSCs IS-D, Pso-DNL, Pso-DL, IS-E, Pso-ENL 6 de Pso-
EL sobre linfocitos T CD3" (12.8%z4.6, 14.4%+2.9, 13.0%+3.6, 14.6%+5.6, 17.0%+4.3, y
16.9%+5.9 respectivamente) (Figura 8G), CD4" (16.2%+6.6, 17.5%+3.8, 17.0%=1.6,
18.1%+6.3, 18.8%=*1.3 y 21.7%=+4.7 respectivamente) (Figura 8H), o CD8" (11.7%=4.9,
13.6%+4.4, 15.1%+3.7, 14.8%+5.7, 21.4%+10.2 y 17.6%+5.3 respectivamente) (Figura
81). Sin embargo, se observa una tendencia de incremento en la expresion de CTLA-4 en

presencia de MSCs derivadas de 1S-MO, aungue no es significativa, en linfocitos T CD3",
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CD4* y CD8" (25.8%z1.6, 23.2%+5.4 y 23.4%=7.9 respectivamente) (Figura 8 G-I). Estos
datos nos sugieren que las MSCs derivadas de piel de individuos sanos y de pacientes con
psoriasis mantienen su comportamiento similar entre todas las fuentes evaluadas, sin
mostrar efecto alguno sobre la expresion de moléculas involucradas en el inicio de de la
activacion de los linfocitos T.
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Figura 8: Efecto de las MSCs sobre la expresion de CD25, CD69 y CTLA-4 en linfocitos T. CMSP
activadas con PHA se cultivaron en presencia de MSCs provenientes de IS-MO (n=6) (barra azul), 1S-D
(n=6) (barra verde), Pso-DNL (n=6) (barra verde cuadriculada), Pso-DL (n=6) (barra verde rayada), I1S-E
(n=6) (barra naranja), Pso-ENL (n=4) (barra naranja cuadriculada) y Pso-EL (n=6) (barra naranja rayada)
permitiendo el contacto celular en relacién 1:2 (MSCs: CMSP) durante 2 dias de cultivo. La expresion de las
moléculas en linfocitos T activados en ausencia de MSCs se consider6 como el control positivo (n=6) (barra
blanca). Media del porcentaje de expresion + SEM de CD25 (A) en linfocitos T CD3*, (B) CD4'y (C) CD8*;
expresién de CD69 (D) en linfocitos T CD3*, (E) CD4*y (F) CD8" y expresion de CTLA-4 (G) en linfocitos
T CD3", (H) CD4*y (I) CD8*.
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8.4. Efecto de MSCs derivadas de piel de individuos sanos y de pacientes con psoriasis
sobre la expresidon de CTLA-4 en linfocitos T CD4*.

En nuestro laboratorio hemos reportado que la expresion intracelular de CTLA-4, un
regulador negativo de la inflamacién se incrementa en la poblacién de linfocitos T CD4*
activados durante 3 dias, en una poblacion CD3" enriquecida 6 6 dias de una poblacién de
CMSP, cuando se cultivan en presencia de MSCs derivadas de IS-MO y SCU en contacto
celular. Lo anterior sugiere que la poblacién de linfocitos T CD4*CTLA-4" puede participar

como una poblacion reguladora (Castro-Manrreza et al., 2014).

Para evaluar la expresion de CTLA-4 en linfocitos T CD4", se realizaron cocultivos
de CMSP activadas y MSCs en contacto celular y se analizd la intensidad media de
fluorescencia (“MFI” por sus siglas en inglés Median Fluorescence Intensity) de la
molécula CTLA-4 en una poblacion de linfocitos T CD4" (Figura 9). La MFI de la
expresion de CTLA-4 en linfocitos T CD4" activados en ausencia de MSCs se considerd
como control positivo. Observamos que Unicamente MSCs derivadas de IS-MO y Pso-ENL
son capaces de incrementar significativamente el valor de MFI de CTLA-4 en una
poblacién de linfocitos T CD4", (1.76 y 2.01 veces respectivamente p<0.05). Sin embargo,
en cocultivos de MSCs provenientes de 1S-D, Pso-DL, IS-E y Pso-EL se observo tendencia
al incremento en los valores de MFI de CTLA-4, pero sin diferencias significativas (1.57,
1.56, 1.10 y 1.11 veces respectivamente). Por otra parte, las MSCs provenientes de Pso-
DNL no incrementaron el valor de MFI de la expresion de CTLA-4 en la poblacion de
linfocitos T CD4" (0.82 veces).
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Figura 9: Expresion de CTLA-4 en linfocitos T CD4* en cocultivo con MSCs. CMSP activadas con PHA
se cultivaron en presencia de MSCs de IS-MO (n=5) (barra azul), IS-D (n=6) (barra verde), Pso-DNL (n=6)
(barra verde cuadriculada), Pso-DL (n=6) (barra verde rayada), IS-E (n=6) (barra naranja), Pso-ENL (n=4)
(barra naranja cuadriculada) y Pso-EL (n=6) (barra naranja rayada) permitiendo el contacto celular, en una
relacion 1:2 (MSCs: CMSP), durante 6 dias de cultivo. La expresién de las moléculas en linfocitos T
activados en ausencia de MSCs se consider6 como el control (n=5) (barra blanca). Se muestra la media £
SEM del incremento en veces de la MFI de la molécula CTLA-4 en una poblacién de LT CD4*. *Indica
diferencia estadisticamente significativa con p<0.05.

8.5. La expresion de PD-L1 es incrementada en MSCs provenientes de la piel de
pacientes con psoriasis en presencia de linfocitos T activados

Otro mecanismo por el que las MSCs ejercen sus propiedades inmunoreguladoras es a
través de moléculas de membrana. En nuestro grupo de trabajo se ha reportado la
importancia del contacto celular para que las MSCs ejerzan sus propiedades
inmunoreguladoras (Castro-Manrreza et al., 2014), por tal motivo decidimos evaluar el
efecto que tienen los linfocitos T activados sobre la expresion de la molécula PD-L1 en
MSCs. Para evaluar su expresion, se realizaron cocultivos con CMSP activadas,
permitiendo el contacto celular. La expresion de esta molécula en las MSCs cultivadas en
ausencia de linfocitos T, se considerd como la expresion constitutiva de la misma (control).
Los resultados muestran que las MSCs provenientes de IS-D, Pso-DNL, Pso-DL, IS-E,
Pso-ENL y de Pso-EL presentan un porcentaje bajo de la expresion de PD-L1 de manera
constitutiva (3.8%+1.7, 3.3%z+1.5, 3.2%+1.5, 2.7%%0.8, 12.8%x0.1 y 2.5%%0.7
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respectivamente), al igual que las MSCs derivadas de IS-MO (6.2%+2.5). De manera
interesante, la presencia de linfocitos T activados incrementd la presencia de PD-L1 en
MSCs derivadas de IS-D (24.4%=+3.8 p>0.05), Pso-DNL (20.8%z%2.3 p>0.05), Pso-DL
(23.2%=1.4 p>0.05), 1S- E (18.6%+4.5 p>0.05) y Pso-EL (21.3+5.2 p>0.05), al igual que
IS-MO (23.6%=4.4 p>0.05). No se observo diferencia significativa en MSCs provenientes
de Pso-ENL (25.7%+0.16), (Figura 10A). Debido a que en los valores de las MSCs
evaluadas no se encontrd diferencias entre si, se muestra un representativo de individuos
sanos (IS) y de la poblacion de pacientes con psoriasis (Pso) respecto a la expresion de PD-

L1 de manera constitutiva (Figura 10B) 6 en presencia de CMSP activadas (Figura 10C).
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Figura 10: La expresion de PD-L1 es incrementada en las MSCs derivadas de individuos sanos y de
pacientes con psoriasis en presencia de linfocitos T activados. CMSP activadas con PHA se cultivaron en
presencia de MSCs de 1S-MO (n=6) (barra azul), 1S-D (n=6) (barra verde), Pso-DNL (n=6) (barra verde
cuadriculada), Pso-DL (n=6) (barra verde rayada), IS-E (n=6) (barra naranja), Pso-ENL (n=2) (barra naranja
cuadriculada) y Pso-EL (n=6) (barra naranja rayada) permitiendo el contacto celular, en una relaciéon 1:2
(MSCs: CMSP), durante 7 dias de cultivo. La expresién de PD-L1 en MSCs cultivadas en ausencia de
linfocitos T activados se consideré como la expresién constitutiva de la molécula (control). (A) MediatSEM
del porcentaje de MSCs CD3'CD90*PD-L1*. (B) Graficos de contorno representativos de un experimento de
MSCs de IS-MO, de IS y Pso en ausencia de linfocitos T activados. (C) Gréaficos de contorno representativos
de un experimento de MSCs de IS-MO, IS y de Pso en presencia de linfocitos T activados. *Indica diferencia
estadisticamente significativa con p<0.05.
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8.6. Evaluacion de la produccion de citocinas en presencia de MSCs derivadas de piel de
individuos sanos y de pacientes con psoriasis.

Debido a que encontramos un incremento en la expresion de PD-L1 en las MSCs derivadas
de piel de individuos sanos y de pacientes con psoriasis, evaluamos si las moléculas
solubles presentes en el medio de cocultivo presentan un perfil inmunoregulador. Estudios
previos indican la importancia de IFN-y para incrementar la expresion de PD-L1 (Tipnis et
al., 2010) en MSCs, otros reportes sugieren la presencia de otras moléculas inflamatorias
como TNF-a (Davies et al., 2016). En nuestro laboratorio hemos comprobado que su
incremento, se debe a la interaccion con linfocitos T activados y a la presencia de
moléculas como IFN-y. Ademas, también se ha detectado como resultado de dicha
interaccion, un aumento de moléculas inmunoreguladoras tipo Th2 como 1L-4 e 1L-10 en el
cocucultivo (Aggarwal y Pittenger 2005; Krampera et al., 2006), por lo tanto, la deficiencia
de inhibicidn de la proliferacion sobre linfocitos T, puede estar relacionada con la presencia
0 ausencia de dichas moléculas. Con base en lo anterior decidimos evaluar la concentracion
de citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10), asi como proinflamatorias (IFN-y y TNF-a),
en cocultivos. La concentracion de citocinas detectadas en el medio de linfocitos T
activados en ausencia de MSCs se consider6 como el control. En nuestros resultados
detectamos un incremento significativo de IFN-y en todas las condiciones en presencia de
MSCs con respecto al control (Figura 11A), 1IS-MO (1763.67+449.8 pg/mL, p>0.05), IS-D
(1884.55+£842.9 pg/mL, p>0.05), Pso-DNL (1524.07+901.3 pg/mL, p>0.05) , Pso-DL
(1423.63£964.8 pg/mL, p>0.05), IS-E (1148.02+441.3 pg/mL, p>0.05), Pso-ENL
(2335.00+886.9 pg/mL, p>0.05) y Pso-EL (1354.80+860.1 pg/mL, p>0.05). Otra molécula
involucrada en la activacion de las MSCs para que ejerzan sus propiedades
inmunoreguladoras es TNF-a. En nuestro sistema se observd una tendencia a ser
incrementada solo en MSCs derivadas de 1S-MO (663.78+236.78 pg/mL) (Figura 11B) con
respecto al control. No se observo este comportamiento en los cultivos con MSCs de IS-D
(301.63+270.7 pg/mL), Pso-DNL (273.50+166.2 pg/mL) , Pso-DL (214.54+204.1 pg/mL),
IS-E (275.22+118.4 pg/mL), Pso-ENL (307.59+362.8 pg/mL) 6 de Pso-EL (235.98+180.2
pg/mL). Nuestro grupo de investigacion ha reportado aumento en la cantidad de IL-10 en
cocultivos con MSCs-1S-MO, molécula clave en la inmunoregulacién de las mismas

(Castro-Manrreza et al., 2014). En este estudio encontramos que el medio condicionado
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obtenido de cocultivos con MSCs IS-D (85.84+£79.5 pg/mL), Pso-DNL (113.55+111.5
pg/mL) , Pso-DL (88.37+93.9 pg/mL), IS-E (118.99£106.2 pg/mL), Pso-ENL
(121.36+120.5 pg/mL) 6 de Pso-EL (67.53+£58.0 pg/mL), tiene una menor concentracion de
esta citocina, con respecto al medio condicionado obtenido de 1S-MO (169.16+62.7 pg/mL,
p>0.05) (Figura 11C). Finalmente IL-4, una molécula secretada por linfocitos T, se
incrementa en presencia de MSCs IS-MO, como lo reportado anteriormente (Castro-
Manrreza et al., 2014), ya que observamos que en cocultivos de dicha fuente fué aumenta la
concentracion de esta citocina (23.29+5.7 pg/mL, p>0.05) (Figura 11D), en comparacion
con IS-D (10.86+5.7 pg/mL), Pso-DNL (10.03+£3.9 pg/mL), Pso-DL (9.91+6.0 pg/mL), IS-
E (7.95£2.6 pg/mL), Pso-ENL (14.86+0.4 pg/mL) y Pso-EL (8.57+2.5 pg/mL). Estos
resultados sugieren que las MSCs de piel de individuos sanos, asi como de pacientes con

psoriasis no presentan diferencias entre ellas en el perfil de inmunoregulacion por citocinas.
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Figura 11: Evaluacion del perfil de concentracién de citocinas en cocultivos de MSCs provenientes de
piel de individuos sanos y pacientes con psoriasis con linfocitos T. Linfocitos T CD3" activadas con perlas
anti-CD3/CD28 se cultivaron en presencia de MSCs de 1S-MO (n=5) (barra azul), IS-D (n=6) (barra verde),
Pso-DNL (n=6) (barra verde cuadriculada), Pso-DL (n=6) (barra verde rayada), IS-E (n=6) (barra naranja),
Pso-ENL (n=4) (barra naranja cuadriculada) y Pso-EL (n=6) (barra naranja rayada) permitiendo el contacto
celular, en una relacién 1:1 (MSCs: linfocitos T CD3*) durante 6 dias de cultivo. La concentracion de las
citocinas en el sobrenadante de linfocitos T activados en ausencia de MSCs se consideré como control
positivo (n=6) (barra blanca). (A) Concentracion de INF-y, (B) concentracion de TNF-a, (C) concentracion de
IL-10 y (D) concentracion de IL-4. * Indica diferencia estadisticamente significativa con p<0.05.

8.7. MSCs provenientes de piel de individuos sanos, asi como de pacientes con psoriasis
presentan disminuida su capacidad de generacién de linfocitos Treg

Debido a que las MSCs derivadas de piel de pacientes sanos, asi como de pacientes con
psoriasis promueven un aumento de CTLA-4 en linfocitos T CD4*, una molécula
constitutiva en los linfocitos Treg (Valk et al., 2008), pero presentan deficiente perfil de
secrecion de IL-10 e IL-4, moléculas que participan en la generacion de estas células
(Selmani et al., 2008; Kwon et al., 2014; Miyagawa et al., 2017), evaluamos si esta baja
concentracion de citocinas, asi como el aumento de CTLA-4, afecta la capacidad de las
MSCs de generar esta poblacion celular. En nuestro laboratorio, hemos reportado que

MSCs provenientes de IS-MO y SCU promueven la generacion de linfocitos Treg a partir
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de una poblacién CD3" enriquecida (Castro-Manrreza et al., 2014). Por lo tanto, decidimos
analizar el porcentaje de generacion de poblaciones con fenotipo CD4*CD25*CTLA-4"9 y
CD4"CD25"Foxp3*. Se consider6 a la poblacion basal de los linfocitos T activados en

ausencia de MSCs como control.

En nuestros resultados no encontramos diferencias significativas en la generacién de
linfocitos tipo Treg con fenotipo CD4*CD25'CTLA-4"9 en presencia de MSCs
provenientes de IS-MO, IS-D, Pso-DNL, Pso-DL, IS-E 6 de Pso-EL (24.67%=4.1,
19.14%+16.0, 12.93%+4.7, 20.49%+16.3, 22.90%+11.6 y 15.48%+16.9 respectivamente),
aunque en Pso-ENL fue baja su generacién comparada con el control (5.99%z+0.02, p>0.05)
(Figura 12A). En contraste las MSCs provenientes de 1S-MO son capaces de generar una
poblacion de linfocitos Treg CD4'CD25'Foxp3* estadisticamente significativo
(3.51%=0.4, p>0.05) a partir de CMSP, en comparacion MSCs provenientes de I1S-D, Pso-
DNL, Pso-DL, IS-E, Pso-ENL 6 de Pso-EL (2.03%%0.5, 1.37%+0.8, 1.70%z1.0,
1.18%+0.6, 1.19%=+0.4, y 1.42%+0.9 respectivamente) (Figura 12B). Los resultados
observados en la capacidad de generacion de poblaciones reguladoras, nos indican que las
MSCs evaluadas no presentan diferencias significativas entre si, debido a ello, se muestran
gréficos de puntos de solo una representacion de IS y de Pso para el potencial de
generacion de poblaciones de linfocitos Treg con fenotipo CD4*CD25*CTLA-4"9" (Figura
12C) y de linfocitos Treg con fenotipo CD4'CD25'FoxP3* en presencia de CMSP
activadas (Figura 12D).
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Figura 12: Las MSCs provenientes de piel de individuos sanos y de pacientes con psoriasis poseen
deficiente potencial para generar poblaciones reguladoras de linfocitos T. CMSP activadas con PHA se
cultivaron en presencia de MSCs de I1S-MO (n=6) (barra azul), IS-D (n=6) (barra verde), Pso-DNL (n=6)
(barra verde cuadriculada), Pso-DL (n=6) (barra verde rayada), 1S-E (n=6) (barra naranja), Pso-ENL (n=2)
(barra naranja cuadriculada) y Pso-EL (n=6) (barra naranja rayada) permitiendo el contacto celular, en una
relacion 1:2 (MSCs:CMSP) durante 6 dias de cocultivo. MediatSEM del (A) porcentaje de linfocitos T
CD4*CD25*CTLA-4"e" (B) porcentaje de linfocitos T CD4*CD25*Foxp3*. Graficos de contorno
representativos de un experimento de MSCs de IS-MO, DS y Pso en presencia de linfocitos T activados (C)
para la generacion de linfocitos T CD4*CD25*CTLA-4"9" y (D) linfocitos T CD4*CD25*Foxp3*. * Indica
diferencia estadisticamente significativa con p<0.05.
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9. DISCUSION

Las MSCs fueron identificadas por primera vez en 1S-MO (Friedenstein et al., 1974), desde
entonces son motivo de estudio debido a que esta poblacidn celular heterogénea presenta
potenciales idoneos que pueden ser aplicables a la terapia celular. La médula 6sea ha sido
reconocida por ser la principal fuente de MSCs y de la cual se tiene mayor conocimiento
sobre sus propiedades. Se ha reportado la presencia de estas células en diferentes fuentes ya
sea neonatales o adultos asi como, provenientes de tejidos en condiciones sanas o con
alteraciones fisioldgicas, indicandonos que este tipo de poblacion celular se puede obtener
de diversos tejidos, y por eso es necesario evaluar las propiedades fisiologicas de cada una
de ellas para establecer las capacidades que pueden tener para su posible uso terapéutico o

para conocer su participacion dentro de un tejido ya sea en condiciones sanas o alteradas.

En nuestro grupo de trabajo se ha evaluado la presencia de MSCs en diversos
tejidos como: PL, SCU (Montesinos et al., 2009), tejidos dentales (Matamoros-de Maria y
Campos, tesis de maestria 2016) asi como, parte del microambiente tumoral en cancer
cérvico uterino (Montesinos et al., 2013). Las células antes mencionadas presentaron los
criterios establecidos por la ISCT, es decir, morfologia fibroblastoide, alta capacidad de
proliferacion en cultivos in vitro, expresion de las moléculas de superficie CD90, CD105 y
CD73 caracteristicos de MSC-IS-MO, y ser negativos a marcadores hematopoyéticos
CD34, CD45, CD14, HLA-DR y/o endotelial CD31, al igual que una capacidad de
diferenciacion hacia osteoblastos, condrocitos y adipocitos (Dominici et al., 2006). Hemos
reportado que las MSCs provenientes de fuentes alternativas a la MO, cuentan con
propiedades funcionales distintas entre cada una de ellas, que involucran potenciales de
diferenciacion (Montesinos et al., 2009), inmunoregulacién (Castro-Manrreza et al., 2014)

asi como de soporte hematopoyético (Fajardo-Ordufia et al., 2015).

Estudios previos han sugerido la presencia de MSCs en la dermis de diferentes
zonas anatomicas de la piel como prepucio (Bartsch et al., 2005; Toma et al., 2005; Najar
et al., 2016), foliculo capilar (Zhang et al., 2013), punciones de biopsias de la espalda de
pacientes con paraplejia (Zong et al., 2012), punciones de biopsia de seno (Niu et al.,
2016), biopsias de cuero cabelludo en zonas afectadas por la calvicie (Potdar y Kumar,
2013), asi como de zonas no lesionadas de pacientes con vitiligo (Mahabal et al., 2016).
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Otros estudios indican que bajo un crecimiento en presencia de factor de crecimiento de
fibroblastos (“FGF” por sus siglas en inglés Fibroblast Growth Factor) y factor de
crecimiento epidermal (“EGF” por sus siglas en inglés Epidermal Growth Factor), se
obtienen células con caracteristicas de MSCs similares a las provenientes de 1S-MO con

alta capacidad de expansion (Riekstina et al., 2008).

Similar a otros grupos de investigacion (Vaculik et al., 2012; Park et al., 2015;
Reinisch et al., 2015), hemos obtenido mediante un sistema de migracion celular, células
adherentes provenientes de la dermis de piel sana de abdomen y con capacidad
proliferativa, potencial de diferenciacion adipogénico, osteogénico y condrogénico, y con
una alta expresion de marcadores CD90, CD73 y CD105, asi como, una baja expresion para
CD34, CD45 y HLA-DR. No encontramos diferencias en las caracteristicas previamente
mencionadas de las MSCs de todas las fuentes evaluadas e incluso al comapararlas con
aquellas provenientes de 1S-MO. En nuestros resultados se obtuvieron MSCs en ausencia
de factores de crecimiento como FGF y EGF exdgenos, similar a otro reporte (Zong et al.,
2012), aunque se ha indicado que la caracterizacion de MSCs provenientes de 1S-D no se

ve afectada por la presencia de estos factores de crecimiento (Zhang et al., 2013).

Estudios previos han reportado que poblaciones celulares provenientes de 1S-D,
poseen potencial de diferenciacion hacia adipocitos, osteocitos, condrocitos, células de
endotelio, melanocitos, células productoras de insulina, pericitos, neuronas, células glia,
celulas de Schwann, hepatocitos y células del musculo liso (Vishnubalaji et al., 2012).
Nuestros resultados sefialan que las MSCs provenientes de todas las fuentes evaluadas
poseen capacidad de diferenciacidon adipogénica, osteogénica y condrogénica, aunque se
observa disminuida en comparacién con MSCs de IS-MO, lo cual nos indica una diferencia
en esta propiedad. Resultados similares fueron publicados por otro grupo de investigacion
quee indican un perfil diferente de expresidén génico entre esta poblacion celular derivada
de IS-MO y de 1S-D (Al-Nbaheen et al., 2013), posiblemente debido a una diferencia en la

regulacién epigenética entre cada fuente (Reinisch et al., 2015; Lazzarini et al., 2016).

En relacion con el inmunofenotipo, observamos diferentes porcentajes de expresion
de CD73 y un alto porcentaje de CD90 entre cada una de las fuentes evaluadas de piel.

CD73 es una molécula que ha sido relacionada con una mayor capacidad de diferenciacion
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adipogenica en poblaciones dermales cultivadas in vitro, al igual que CD271. Asimismo se
ha publicado que células CD90" provenientes de dermis sana, poseen un menor potencial
de diferenciacion adipogénica (Vaculik et al., 2012). Estos resultados podrian estar
relacionados con la capacidad de diferenciacion disminuida de las MSCs evaluadas que

hemos descrito en este estudio.

La expresion de CD13 fue alta y homogénea en las 6 fuentes de piel evaluadas
como previamente reportamos en MSCs derivadas de 1S-MO, SCU y PL (Montesinos et
al., 2009) y MSCs provenientes de cancer cervicouterino (Montesinos et al., 2013); por lo

tanto se propone como un marcador que define a esta poblacion celular en diversos tejidos.

Nuestros resultados indican que no se presentan diferencias morfoldgicas, de
marcadores de superficie o de capacidad de diferenciacion entre las MSCs provenientes de
cada una de las fuentes evaluadas. Estos resultados son similares a lo que se han publicado
en estudios en donde se comparan las MSCs provenientes de Pso-DNL y de IS-D (Liu et
al., 2013; Liu et al., 2014). Pokdar y Kumar, indicaron que las MSC-IS-D pueden mantener
un fenotipo epitelial con caracteristicas diferentes a MSCs de otras fuentes y con expresion
de queratina 18, en este mismo estudio sugirié que esta diferencia puede ser inducida por
las condiciones de cultivo, sefialando a la concentracion de suero como un factor de este

suceso (Potdar y Kumar, 2013).

Se ha establecido que uno de los mecanismos mediante el cual las MSCs ejercen sus
propiedades inmunoreguladoras sobre linfocitos T, es mediante la inhibicion de la
proliferacion de una manera proporcion dependiente (MSCs: linfocitos T) (Ramasamy et
al., 2008). En nuestros resultados las MSCs provenientes de piel no disminuyeron la
proliferacion sobre linfocitos T en un sistema con contacto celular y no mostraron
diferencias entre las fuentes evaluadas; estos resultados son opuestos a aquellos reportes
gue indican una inhibicion de MSCs derivadas de IS-D y de Pso-DL sobre linfocitos T a
partir de CMSP activadas con anti CD3/CD28 e IL-2 en proporcion 10:1 (MSCs:CMSP),
en ausencia de contacto celular durante 3 dias de cultivo (Liu et al., 2014) o de MSCs
derivadas de 1S-D sobre una poblacién de linfocitos T CD8" en proporcion 1:1 (MSCs:
linfocitos T) y activadas con anti CD3/CD28 durante 3 dias de cultivo (Zhou et al., 2013);

esta contradiccion probablemente se debe al aumento en el tiempo de cultivo (7 dias) o a la
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cantidad de células utilizadas, asi como el protocolo de cultivo (tipo de linfocitos T y modo

de activacion).

Se ha reportado que la inhibicion de la proliferacion sobre linfocitos T por MSCs
dependen de la presencia de un ambiente inflamatorio, compuesto por IFN-y, TNF-a e IL-
17, para que puedan ser “activadas” Yy ejerzan sus propiedades inmunoreguladoras
(Krampera et al., 2006; Ryan et al., 2007; Ramasamy et al., 2008; Sivanathan et al., 2015;
Davies et al., 2016). Para evaluar este efecto, se han establecido protocolos en donde se
activan a las MSCs con IFN-y previo al cocultivo con linfocitos T y se ha observado una
mejor respuesta en la funcion inhibitoria de las MSCs sobre la proliferacion de linfocitos T
(Kronsteiner et al., 2011). Najar y colaboradores reportan que MSCs derivadas de IS-D
preactivadas con IL-1B, TNF-a, IFN-a e IFN-y, ejercen un efecto inhibitorio de la
proliferacion sobre linfocitos T CD3* activados con PHA e IL-2 durante 5 dias, de manera
proporcion (MSCs: linfocitos T) dependiente (Najar et al., 2016). En nuestros resultados
obtuvimos que las MSCs derivadas de 1S-D, Pso-DNL. Pso-DL, IS-E, Pso-ENL o Pso-EL,
no inhiben la proliferacion sobre linfocitos T y esto podria ser debido, entre otros aspectos,
a las concentraciones disminuidas de activadores de las MSCs; sin embargo la activacion
exogena de las MSCs previo al cocultivo puede no ser necesaria para ejercer esta
propiedad, dado que se ha demostrado que las MSCs derivadas de 1S-MO poseen este
potencial sobre poblaciones CD3*, CD4* y CD8* cuando son activados con perlas
antiCD3/CD28 (Castro-Manrreza et al., 2014) o con PHA (Hernandez-Estévez, tesis de
maestria 2016).

No observamos cambios en la expresion de marcadores involucrados en la
activacion temprana CD25, CD69 y CTLA-4 en los linfocitos T cocultivados en presencia
de MSCs. Resultados similares se han demostrado en linfocitos T CD4" o CD8" en
presencia de MSC-1S-MO (Krampera et al., 2006; Ramasamy et al., 2008). Sin embargo
también se ha publicado que la presencia de MSCs disminuye la expresion de estas
moléculas utilizando un sistema de CMSP activadas con PHA (Le Blanc et al., 2004; Groh
et al., 2005), este disminucién que se acentlia particularmente en la expresion de CD25" en
presencia de IL-17A (Sivanathan et al., 2015). Asimismo similar a nuestros resultados, se

ha observado que la expresion de CD69 no se ve afectada por la presencia de MSC-1S-MO
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aun con la presencia de IL-17A (Sivanathan et al., 2015). Estos resultados indican que las
MSCs a los 2 dias de cocultivo, ain no presentan propiedades inmunosupresoras sobre 10s
linfocitos T, probablemente porque no hay activacion efectiva a este tiempo para ejercer
dicha propiedad (Krampera et al., 2006).

Otro de los mecanismos de las MSCs para inmunoregular la inflamacién, es a través
de la molécula de membrana PD-L1 (CD274), la cual, al igual que su isoforma PD-L2, se
incrementa en presencia de IFN-y y TNF-a y favorece la inhibicion de la proliferacion
sobre linfocitos T (Davies et al., 2016). No obstante, también se ha demostrado, mediante
el uso de anticuerpos para bloquear PD-L1, que dicho efecto puede ser independiente de
esta molécula, dado que se ha observado el reestablecimiento de la proliferacion de
linfocitos T mediante su inactivacion (Sivanathan et al., 2015). En nuestro estudio
encontramos que las MSCs de las diferentes fuentes evaluadas de piel, al igual que las
MSC-1S-MO, expresan en la membrana PD-L1 (CD274) de manera constitutiva.
Resultados similares se han publicado en MSCs de membrana amnidtica, tejido adiposo,
cordon umbilical (Tipnis et al., 2010; Kronsteiner et al., 2011) y cérvix (Hernandez-
Estévez, tesis de mestria 2016). En contraste, otros grupos no han encuentrado la expresion
de manera constitutiva de PD-L1 en MSCs provenientes de 1S-D (Najar et al., 2016); estas
diferencias pueden ser explicadas mediante el método de obtencion de MSS-IS-D entre los
estudios. De manera interesante observamos un incremento significativo de los niveles de
expresion de PD-L1 en las MSCs derivadas de piel de individuos sanos y de pacientes con
psoriasis, ello en presencia de un ambiente inflamatorio establecido por las CMSP
activadas con PHA. Resultados similares se han encontrado en MSC-1S-D en presencia de
IFN-y (Najar et al., 2016), de cancer cervicouterino en cultivo con CMSP activadas con
PHA (Hernandez-Estévez, tesis de maestria 2016), con fuentes neonatales al cultivarse en
presencia de linfocitos T CD3" activados con perlas antiCD3/CD28 (Castro-Manrreza et
al., 2014) y con MSC-IS-MO activadas con IFN-y y TNF-a (Davies et al., 2016). El
incremento en la expresion de PD-L1 se ha asociado a un aumento en la concentracion de
IFN-y en el medio de cultivo (Tipnis et al., 2010; Kronsteiner et al., 2011; Najar et al.,
2016). Al respecto, también en nuestros cocultivos encontramos un aumento de IFN-y en el
medio de todas las fuentes evaluadas, lo cual puede relacionarse con el incremento de PD-

L1 observado.
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Las MSCs son una poblacion celular que puede regular la inflamacién mediante la
secrecion de moléculas solubles favoreciendo un ambiente inmunosupresor (Castro-
Manrreza y Montesinos, 2015). En nuestro estudio no encontramos que las células
evaluadas presenten diferencias entre IL-4, IL-10, TNF-o o IFN-y. Otros grupos de
investigacion indican que otras moléculas como oOxido nitrico, VEGF, EGF. SCF, IL-11,
IL-17A, se encuentran en mayor cocentracion en presencia de MSC-Pso-DL en
comprarcion con MSC-1S-D (Orciani et al., 2011; Liu et al., 2013; Campanati et al., 2014),
al igual que en su regulacion genética (Hou et al., 2014). Asimismo no se observo
diferencias significativas en las concentraciones de IL-10 y TNF-a entre las fuentes de piel
evaluadas, lo cual concuerda con estudios previos que indican que no hay diferencias entre
en los niveles de secrecion de IL-10 y TNF-a entre MSCs derivadas de IS-D y Pso-DL
(Liu et al., 2013).

En nuestros resultados observamos que la concentracién de IL-10 en medio con
presencia de MSCs de piel no presentaron diferencias con respecto a los linfocitos T
cultivados en ausencia de las mismas, por otro lado se observo el incremento de la
concentracion de esta citocina cuando IS-MO estuvo presente, similar a estudios previos
(Prevosto et al., 2007), este incremento de esta citocina también se presenta en cocultivos
de MSCs derivados de SCU (Castro-Manrreza et al., 2014). Un estudio realizado por Najar
y colaboradores indican que las MSC-IS-D activadas con moléculas inflamatorias y en
presencia de linfocitos T aumenta la concentracion de IL-10 en el medio (Najar et al.,
2016), sin embargo aunque observamos un aumento de INF-y en los cocultivos con MSCs
de piel, no encontramos aumento de dicha molécula, lo cual concuerda con resultados
previos que indican que la presencia en cultivo de INF-y no afecta su concentracion en el
medio (Ryan et al., 2007).

La IL-4 es una molécula secretada por linfocitos Th2 y esta involucrada en las
propiedades inmunoreguladoras de las MSCs (Aggarwal y Pittenger, 2005). Al respecto
detectamos una disminucion de la concentracion de esta molécula en los cocultivos de
MSCs provenientes de piel de individuos sanos y de pacientes con psoriasis, en
comparacion con aquellos en presencia de MSC-1S-MO, sin encontrar diferencias entre las

fuentes evaluadas. Se ha repotado que las MSCs de IS-D y Pso-DL no presentan diferencias
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en la expresion de esta citocina (Campanati et al., 2014), lo cual nos sugiere que la baja
concentracion de IL-4 pudiera ser una de las respuestas a la disminucién de la capacidad
Inmunosupresora observada en nuestro estudio. De manera similar a lo que observamos con
MSC-IS-MO, otros grupos han reportado que la expresion de 1L-4, al igual que IL-10, es
incrementada en cocultivos con CMSP o linfocitos T CD4* (Kwon et al., 2014; Miyagawa
et al.,, 2017). En nuestro laboratorio también hemos asociado esta disminucion en la
concentracion de IL-4 e IL-10 con una deficiencia inmunoreguladora en MSCs derivadas

de cérvix (Garcia-Rocha et al., 2015; Hernandez-Estévez, tesis de maestria 2016).

Observamos que en todos nuestros cocultivos se incrementd la concentracion de
IFN-y, lo cual se contrapone con reportes que sefialan que la presencia de MSCs disminuye
su concentracion en presencia de linfocitos T activados (Aggarwal y Pittenger, 2005;
Ramasamy et al., 2008) o que no se modifica en el medio condicionado (Miyagawa et al.,
2017). Sin embargo los resultados de este estudio, coinciden con publicaciones previas de
nuestro grupo en donde hemos reportado que la presencia de MSC-IS-MO, SCU y PL
aumenta la concentracion de IFN-y (Castro-Manrreza et al., 2014). Campanati y
colaboradores reportaron que estas células derivadas de Pso-DL presentan mayor expresion
de esta molécula en comparacién con IS-D (Campanati et al., 2014). La controvesia entre
estos estudios puede radicar en la poblacion de linfocitos T utilizados (CMSP o CD3"), asi

como en la fuente de donde provienen las MSCs (Kronsteiner et al., 2011).

No se encontr6 diferencia en la concentracion de TNF-o en nuestro sistema, sin
embargo, se observd una tendencia a una mayor concentracion en aquellos cocultivos con
presencia de MSC-IS-MO en comparacion con aquellas derivadas de individuos sanos y
pacientes con psoriasis. Estudios previos sefialan que no exsite disimilitud en la secrecion
de TNF-a entre MSCs provenientes de IS-Der y aquellas provenientes de piel con
dermatitis aguda (Orciani et al., 2017), aunque se ha reportado una disminucion de la
expresion de esta molécula en dicha poblacién derivada de Pso-DL en comparacién de 1IS-
D (Campanati et al., 2014). Se ha indicado la importancia de esta molécula para activar a
las MSCs de 1S-MO (Davies et al., 2016) y de 1S-D (Najar et al., 2016) para ejercer sus

propiedades inmunosupresoras.
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Estudios previos indican que las MSCs son capaces de generar linfocitos Treg, ya
sea a partir de una poblacién CD3" enriquecida o de CMSP y ello es dependiente de la
proporcion celular utilizada (MSCs: linfocitos T) (Prevosto et al., 2007). Nuestros
resultados indican el aumento de CTLA-4 en linfocitos T CD4" en nuestras condiciones de
cocultivo; esta molécula se encuentra de manera de manera constitutiva en linfocitos Treg y
tiene un papel inhibitorio de la activacion al ser un receptor competitivo de CD28, una
molécula coestimuladora de la activacion de los linfocitos T al unirse con CD80 y CD86
(Valk et al.,, 2008). Similares a nuestros resultados, pero en una poblacion CD3*
enriquecida y en diferente tiempo de cultivo, esta molécula se incrementa en la fraccion
CD4" en presencia de MSCs derivadas de IS-MO, SCU y PL (Castro-Manrreza et al.,
2014). Sin embargo, este aumento encontrado de CTLA-4 parece no estar relacionado con
la generacion de una poblacion reguladora funcional, ya que no se encontrd un incremento
de la generacion de linfocitos Treg CD4*CD25*CTLA-4"9" en presencia de las fuentes de
piel evaluadas, asi como de IS-MO, lo cual se contrapone a resultados previos realizados en
una poblacidn enriquecida de linfocitos T CD3" (Castro-Manrreza et al., 2014).

Otros estudios indican que linfocitos T CD4" en presencia de otras células
inmunoldgicas cultivadas en presencia de MSC-1S-MO no expresan CTLA-4 (Prevosto et
al., 2007). Por otro lado se ha encontrado que CTLA-4 se incrementa en una poblacion de
linfocitos T CD4"CD25" en presencia de IS-MO y se describe que las poblaciones
CD4*CD25"9" coexpresan CTLA-4, lo cual se asocia a una propiedad inmunosupresora
(Maccario et al., 2005). Similar a otro grupo de investigacion reportamos la presencia de
una poblacion tipo reguladora CD4*CTLA-4" (Sivanathan et al., 2015), aunque al parecer
esta poblacion no es suficiente para ejercer un ambiente anti-inflamatorio (Laranjeira et al.,
2015), ello posiblemente debido a la concentracion disminuida de moléculas solubles anti-
inflamatorias, ya que se ha reportado que sus propiedades reguladoras se favorecen por el
incremento de IL-4 e IL-10 en el medio de cocultivo con MSC-1S-MO (Miyagawa et al.,
2017). Nuestros resultados sugieren que la presencia de otras células inmunoldgicas como
monocitos, células dendriticas y linfocitos B, asi como la concentracion de IL-4 e 1L-10
pueden modificar la capacidad de generacion de linfocitos tipo regulador
CD4*CD25'CTLA-4"9" por las MSCs, sin ser afectadas por la presencia de IFN-y
(Kronsteiner et al., 2011).
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Previamente se ha descrito que las MSCs son capaces de generar poblaciones de
linfocitos Treg en las fracciones CD4" y CD8" de linfocitos T, estimulados con PHA o
perlas anti-CD3, demostrando que la expresién de Foxp3 se presenta Unicamente en la
primera (Prevosto et al., 2007). Encontramos un incremento de este factor de transcripcion
en linfocitos T CD4" en presencia de MSC-IS-MO, lo cual es similar a lo anteriormente
reportado (Prevosto et al., 2007). Asi, detectamos que la generacion de linfocitos Tregs
CD4*CD25"Foxp3* a partir de una poblacién de CMSP, solamente se presenta en presencia
de MSC-IS-MO, siendo comparable a los resultados donde se utiliz6 una poblacion
enriquecida de linfocitos T CD4" (English et al., 2009). Similar a nuestras observaciones se
ha indicado que las MSCs derivadas de 1S-MO favorecen la generacion de linfocitos Treg
CD4*CD25"I"CD127"""Foxp3* sobre una poblacion CD3* activadas con PHA en contacto
celular, incrementando esta generacién por la presencia de IFN-y o IL-17A (moléculas
inflamatorias) y mostrando que el aumento en la concentracion de TGF-B, PGE2 e IDO, se
asocia a la generacion de esta poblacion celular. De igual modo se ha mostrado que la
concentracion de IDO es tiempo dependiente y es favorecida por la presencia de IFN-y
(Sivanathan et al., 2015), lo cual se asocia con resultados en donde el incremento del
porcentaje de la generacion de linfocitos Treg se aumenta con la duracion del cocultivo
(Miyagawa et al., 2017).

Asimismo encontramos que la concentracion de IL-10 tiende a incrementase en el
medio de los cocultivos de MSCs derivadas de IS-MO, aunque se ha sugerido que esta
citocina no es la Unica involucrada en el proceso de inmunoregulacion (Prevosto et al.,
2007). También se ha reportado que su aumento, inhibe la polarizacion de linfocitos T
hacia un fenotipo Thl y favorece una respuesta Th2 (Ghannam et al., 2010). IL-4 es otra
molécula asociada a la generacion de linfocitos Treg y al respecto observamos que esta
molécula solo es incrementada en presencia de MSC-1S-MO similar a resultados anteriores
(Kwon et al., 2014; Laranjeira et al., 2015; Miyagawa et al., 2017).

Asi, en este estudio reportamos por primera vez que MSCs derivadas de piel de
individuos sanos y de pacientes con psoriasis no presenta potencial de generacion de
linfocitos Treg. Pfisterer y colaboradores indican que células dermales adherentes a plastico

CD90" provenientes de 1S-D, son capaces de generar un incremento en la expresion de
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Foxp3 sobre linfocitos T CD4"CD25'CD45RA" enriquecidos y estimulados con anti-
CD3/CD28, en comparacion con su fraccion negativa, sin observar diferencias en celulas
que presentan o no CD73 (Pfisterer et al., 2015).

Se han involucrado a las moléculas IL-10, IL-4, TGF-B, PGE> (Prevosto et al.,
2007; English et al., 2009; Kwon et al., 2014; Laranjeira et al., 2015; Miyagawa et al.,
2017), IDO (Sivanathan et al., 2015) y HLA-G5 (Selmani et al., 2008) en la generacion de
linfocitos Treg en presencia de MSCs. En nuestros resultados no se observo la generacion
de linfocitos T CD4*CD25Foxp3* en los sistemas de cocultivo, estos datos coinciden con
la capacidad de secrecion de moléculas solubles reportadas anteriormente, las cuales no
muestran diferencias de IL-4 y TGF-$ entre IS-D y Pso-DL (Campanati et al., 2014; Hou et
al., 2014; Liu et al., 2014) y asi como la nula expresion de HLA-G en presencia de una
ambiente inflamatorio (Najar et al., 2016). Estudios comparativos en donde se evalla su
efecto en presencia de un ambiente inflamatorio con ausencia de linfocitos T, se ha
reportado que las MSCs derivadas de 1S-D tienen un mayor nivel de expresion de IDO,
galanina y semaforina 4A en comparacion con I1S-MO (Fayyad-kazan et al., 2017), estas
ultimas 2 aun no se conoce su relacion con el efecto inmunosupresor. Por lo tanto,
sugerimos que las inadecuada concentracion de moléculas solubles presentes en el medio
de cultivo se relacionan con el déficit de generacion de linfocitos Treg por las MSCs

derivadas de piel de individuos sanos y de pacientes con psoriasis.

En nuestros resultados encontramos que existe una variacion en la expresion de
CD73 en las MSCs de piel de individuos sanos y de pacientes con psoriasis, esta molécula
se asocia junto con CD39 a la participacién de la via adenosinérgica como otro mecanismo
involucrado en la inmunoregulacion de las mismas (Saldanha-Araujo et al., 2011). Se ha
reportado la ausencia de la expresion de CD39 en MSCs derivadas de 1S-D de manera
constitutiva y se mantiene este comportamiento frente a un ambiente inflamatorio (Najar et
al., 2016), contrario a aquellas células derivadas de IS-MO que aumentan su expresion en
un ambiente inflamatorio (Kerkel& et al,. 2016). Otros autores han demostrado que las
MSCs derivadas de 1S-D presentan una tasa baja de degradacion de ATP e incluso se
incrementa su concentracion, debido probablemente a la liberacion de esta molécula

intracelular por las mismas, lo cual implica que este aumento podria apoyar a la respuesta
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inflamatoria de las MSCs de piel (Naasani et al., 2017). El proceso de generacion de
adenosina (molécula anti-inflamtoria) es un proceso cooperativo entre MSCs y linfocitos
Treg (Kerkeld et al., 2016). En nuestros resultados indicamos la incapacidad de generacion
de poblaciones reguladoras de las MSCs de piel de donador sano y de pacientes con
psoriasis, por lo tanto sugerimos, similar a otros autores (Najar et al., 2016), que la
generacion disminuida de la adenosina por parte de las MSCs derivadas de 1S-D, puede
afectar sus propiedades inmunoreguladoras.

Estudios previos indican que las MSCs derivadas de 1S-D y Pso-DL aumentan la
proliferacion y apoptosis de queratinocitos en un modelo in vitro (Liu et al., 2015). Ademas
estas células pueden interactuar con el endotelio mediante mecanismos paracrinos
aumentando la concentracion de VEGF (Salvolini et al., 2010). También se ha reportado
un incremento de la expresion de esta molécula en MSCs provenientes de Pso-DL y la
disminucion en la expresion de genes inhibidores de la angiogénesis IGFBP5 y GATA6
(Hou et al., 2014), lo cual esta relacionado con el incremento de la angiogénesis en la
psoriasis (Simonetti et al., 2006). El estudio de la participacion de estos mecanismos en las

MSCs de las fuentes estudiadas esta en proceso.

De acuerdo a nuestros resultados podemos decir que las MSCs de piel no tienen
capacidad inmunoreguladora y una de las razones podria ser el estado de polarizacion
proinflamatorio, que depende de la expresion de receptores tipo Toll (“TLR” por sus siglas
en inglés Toll Like Receptor) (Waterman et al., 2010). Se ha reportado la expresion de
TLR-4 en MSCs derivadas de IS-D de manera constitutiva, polarizandolas hacia un
comportamiento inflamtorio (Najar et al., 2016). Las MSCs son capaces de censar el
microambiente y adoptar un fenotipo de acuerdo a las sefiales recibidas, adoptando tanto
una polarizacién pro o anti-inflamatoria, por lo tanto ejercen diferencias en su propiedades
inmunoreguladoras (Liotta et al., 2008; Bernardo y Fibbe, 2013). En nuestro trabajo es

necesario realizar estudios con mayor profundidad al respecto.

Se ha demostrado que MSCs derivadas de fuentes alternas a 1IS-MO, son capaces de
ejercer potenciales inmunoreguladores especificos y diferentes entre ellas (Kronsteiner et
al., 2011; Castro-Manrreza et al., 2014). En este estudio encontramos que la presencia de

INF-y no fue suficiente para que las MSCs de piel ejerzan un papel inmunosupresor
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contrario a lo que se ha reportado previamente (Tipnis et al.,, 2010). Sin embargo,
encontramos la tendencia a la disminucion de la concentracion de TNF-a lo cual resulta
interesante debido a que esta molécula activa a las MSCs para inmunosuprimir (Cuerquis et

al., 2014), capacidad que encontramos carente en las MSCs de piel.
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10. CONCLUSIONES

e Detectamos la presencia de MSCs en IS-E, Pso-ENL, Pso-EL, 1S-D, Pso-DNL y
Pso-DL, dado a que presentaron morfologia fibroblastoide, capacidad de
diferenciaciacion adipogénica, osteogénica y condrogenica, asi como de los
marcadores de inmunofenotipo que caracterizan a estas células. Las MSCs de piel
detectadas, no muestran diferencias respecto a dichas caracteristicas entre cada una
de las fuentes evaluadas.

« Las MSCs de piel no presentan capacidad inhibidora de la proliferacion de

linfocitos T.

 Las MSCs de piel no afectan la expresion de moléculas de iniciacién de la
activacion CD25, CD69 y CTLA-4 en linfocitos T.

» Las MSCs de piel presentan de manera constitutiva la expresién de la molécula PD-
L1, la cual se incrementa en presencia de linfocitos T activados. El incremento en la
expresion de PD-L1, no es suficiente para favorecer la inhibicion de la proliferacion

de linfocitos T.

» Se evidenci6 que la falta de capacidad inmunosupresora de linfocitos T por parte de
las MSCs de piel, parece estar relacionada con una disminucion de la concentracion
de citocinas inmunosupresoras como IL-4 e IL-10 en el sistema de cocultivo
evaluado, las cuales podrian ser producidas de manera ineficiente por las MSCs y
linfocitos T.

* La concentracion disminuida de TNF-a en nuestro sistema de cocultivo en presencia
de MSCs de piel, pudiera dar por resultado la inadecuada activacion de las mismas

y por consiguiente disminuir su capacidad inmunosupresora.

* Las MSCs de piel poseen una deficiente capacidad de generar linfocitos Treg
CD4*CD25Foxp3*, en comparacion con MSCs derivadas de 1S-MO.
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11. PERSPECTIVAS

Debido a que encontramos MSCs en piel de individuos sanos y de pacientes con psoriasis,
considero interesante estudiar si a nivel transcritbmico y pretedmico presentan diferencias
entre cada una de las fuentes evaluadas y con ello poder encontrar una caracterizacion mas

profunda.

Las MSCs derivadas de piel de individuos sanos y de pacientes con psoriasis no
presentaron inhibicion de la proliferacion sobre linfocitos T, asi como como generacion de
linfocitos T reguladores, estudios previos indican la participacion de citocinas
proinflamatoias para su activacion y con ello puedan ejercer sus propiedades
inmunoreguladoras. Seria interesante determinar si la exposicion de moléculas como IFN-y,
TNF-a e IL-17 exdgeno modula el comportamiento de las MSCs de piel de individuos
sanos y de pacientes con psoriasis sobre la proliferacion de linfocitos T y generacién de

linfocitos T reguladores.

En nuestro trabajo encontramos que en el sistema de cocultivo de MSCs de piel de
indidividuos sanos y de donadores con pasoriasis con linfocitos T se ve aumentada la
concentracion de INF-y por lo tanto se podria evaluar con el uso de anticuerpos si se ven
afectadas otras moléculas relacionadas con la inmunoregulacion de las MSCs como 1DO,
prostaglandina, HLA-G5, TGF-B. También seria interesante analizar si dichas células
pueden inmunoregulr otros componentes celulares del sistema inmunolégico como células

dendriticas 6 células NK.

Con nuestro trabajo establecimos que las MSCs derivadas de IS-MO vy de piel de
individuos sanos y de pacientes con psoriasis presentan diferencias en sus propiedades
inmunoreguladoras. Nuestros datos contribuyen al conociemiento biol6gico de la poblacion
celular de las fuentes evaluadas, esto es importante debido a que el uso de MSCs de piel de
IS en protocolos de investigacion se ha aumentado en los Ultimos afios. Determinar

diferencias en sus propiedades funcionales, puede favorecer una mejor desicion para su uso.
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