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1. Resumen

Las células mesenquimales amnidticas humanas (hAMSC) son capaces de secretar diversos factores
inmunomoduladores, uno de los cuales podria ser la proteina TSG-6. Las caracteristicas
inmunomoduladoras descritas para las células mesenquimales (MSC) las hacen un buen candidato para su
uso en la terapia antiinflamatoria. Las NET son redes liberadas por los neutrdéfilos compuestas de fibras de
DNA extracelular mezcladas con componentes granulares; la funcion de las NET es delimitar zonas de
inflamacidn y eliminar patégenos. Aunque las NET son un mecanismo de defensa, la liberacion y exposicidn
de sus componentes esta relacionada con el origen de autoinmunidad y la persistencia de procesos
inflamatorios. La proteina TSG-6 es una molécula antiinflamatoria que inhibe la migracién de los neutréfilos
por lo que podria suprimir la liberacién de NET en el neutrdfilo. Por lo anterior, en el presente trabajo se
obtuvieron y caracterizaron las hAMSC y se evalué el efecto in vitro del factor soluble TSG-6 de las hAMSC
sobre la liberacion de NET en neutroéfilos de ratén.

Las hAMSC se obtuvieron del amnios de membranas donadas voluntariamente y se caracterizaron
de acuerdo a los criterios establecidos por la Sociedad Internacional de la Terapia Celular (ISCT). El efecto
del factor soluble TSG-6 de las hAMSC sobre la liberacién de NET en neutrdfilos estimulados con LPS (N-LPS)
se evalud especificamente con la proteina recombinante y utilizando un sistema de silenciamiento de la
proteina con un RNA de interferencia.

Las hAMSC aisladas presentaron una morfologia fibroblastoide, asi como la capacidad de generar
colonias y el potencial de diferenciacion a otros linajes celulares; fueron positivas a los marcadores
embrionarios SSEA-4 y OCT-4; y expresaron el inmunofenotipo CD105", CD73%, CD90", CD29", CD44", CD34 y
CD45'. Los factores solubles del las hAMSC disminuyeron significativamente (250 %; p<0.05) la liberacion de
NET respecto a los N-LPS. Las hAMSC expresaron de manera constitutiva a nivel transcripcional y proteico la
molécula TSG-6. El silenciamiento de TSG-6 en las hAMSC, redujo en un 20% el efecto inhibitorio del medio
condicionado (MC) sobre la liberacién de NET. La proteina recombinante TSG-6 redujo hasta un 50% las NET
liberadas en los neutrdfilos respecto a N-LPS (p<0.05). El mecanismo de inhibicién de TSG-6 sobre las NET
depende de la disminucidn de la generacidn de especies reactivas del oxigeno (ROS) y de la alteracién del
potencial de membrana mitocondrial. Los neutrdfilos estimulados con LPS y cultivados con el MC de las
hAMSC, disminuyeron en un 30% la produccién de anién superoxido, respecto a los N-LPS (p<0.05); la
produccién de anidon superdxido se restaurd en un 20% en los neutréfilos estimulados con LPS y cultivados
con el MC de las hAMSC silenciadas para la expresion de la proteina TSG-6. Se encontrd la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial (Aym) en un 20% y 50%, respectivamente en los neutréfilos
cultivados con el MC de las hAMSC y con la proteina recombinante TSG-6; en comparacién, la pérdida del
APm se redujo un 10 % en los neutroéfilos que se cultivaron con el MC de las hAMSC silenciadas. Las hAMSC
expresan y secretan la proteina inmunomoduladora TSG-6, la cual tiene un efecto inhibitorio sobre la
liberacion de NET en neutréfilos murinos a través de un mecanismo dependiente de la reduccion de ROS y
la pérdida del potencial de membrana mitocondrial.
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2. Abstract

Human amniotic mesenchymal cells (hAMSC) are able to secrete various immunomodulatory
factors, one of which is the TSG-6 protein. The immunoregulatory properties of mesenchymal stem cells
(MSC) make them a good candidate for their use in anti-inflammatory therapies. NETs are networks
released by neutrophils composed of extracellular DNA fibers mixed with granular components; the
function of NETs is to delimit zones of inflammation and eliminate pathogens. Although the NETs are a
mechanism of defense, the release and exposure of its components is related to the origin of autoimmunity
and the persistence of inflammatory processes. In particular, the TSG-6 protein is known to be an anti-
inflammatory molecule that inhibits the neutrophil migration; so it could suppress the release of NETs into
the neutrophils. Therefore in the present work, human amniotic MSC (hAMSC) were obtained and
characterized; in addition the in vitro effect of the soluble factor TSG-6 of hAMSC over the release of NETs in
mouse neutrophils was evaluated.

The hAMSC were obtained from amnions of volunteer donated membranes and were characterized
according to the minimum criteria established by the International Society of Cell Therapy (ISCT). The effect
of the soluble factor TSG-6 on the release of NETs of stimulated neutrophils with LPS (N-LPS) was specifically
assessed, using the conditional medium (MC) from hAMSC and a silencing system for the TSG-6 protein with
an interference RNA together with the effect of the recombinant protein.

Isolated hAMSC showed fibroblastoid morphology, as well as the ability to generate colonies and
the potential for differentiation to other cell lines; were positive to the embryonic markers SSEA-4 and OCT-
4; and expressed the immunophenotype CD105 +, CD73 +, CD90 +, CD29 +, CD44 +, CD34- and CD45-. The
soluble factors of the hAMSC significantly decreased (>50%, p <0.05) the release of NETs respect to the N-
LPS. The hAMSC constitutively expressed the gene and the protein TSG-6. The silencing of TSG-6 in the
hAMSC reduced 20% the inhibitory effect of MC on the release of NETs. The recombinant protein TSG-6
reduced by up to 5% the percentage of NETs released on neutrophils respect to N-LPS (p <0.05). The
neutrophils stimulated with LPS and cultured with the MC of the hAMSC, decreased the production of
superoxide anion by 30%, respect with the N-LPS (p <0.05); superoxide anion production was restored by
20% in neutrophils stimulated with LPS and cultured with the MC of the hAMSC silenced for the expression
of TSG-6. The loss of the mitochondrial membrane potential (Apm) was found in 20% and 50%,
respectively, in the neutrophils cultured with the MC of the hAMSC and with the recombinant protein TSG-
6; in comparison, the loss of Apm was reduced by 10% in the neutrophils that were cultured with the MC of
the silenced hAMSC.

The hAMSC express and secrete the immunomodulatory protein TSG-6, this protein has an
inhibitory effect on the release of NETs in murine neutrophils. The inhibitory effect of TSG-6 is due to a
mechanism dependent on the reduction of ROS and the loss of mitochondrial membrane potential.
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3. Abreviaturas

CD- Conjunto de Diferenciacion

CR- Receptor del Complemento

CXCL- Quimiocina Ligando con motivo (C-X-C)

CXCR- Receptor de la Quimiocina Ligando con motivo (C-X-C)

DAMP’s  Patrones moleculares asociados a dafio

DNA Acido Desoxirribonucleico

ELISA Inmuno-ensayo Absorbente Ligado a Enzima
FACS Separacion de células activada por fluorescencia
FcyR Receptor de la Fraccion cristalizable gamma
Fcy Fraccion cristalizable gamma

fmlp Metil-formil-leucil péptido

GTPase Trifosfatasa de Guanosina
hAMSC  Células Mesenquimales Amnidticas humanas
HLA- Antigeno Leucocitario Humano

HMGB1 Proteina B1 del Grupo de Alta Movilidad

ICAM- Molécula de adhesion intracelular
IDO Dioxigenasa 2,3 indolamina

Ig- Inmunoglobulina

IL- Interleucina

INF- Interferon

INF-R Receptor para Interferdn

LFA-1 Antigeno 1 asociado a la Funcion Leucocitaria
LL-37 Residuos Leucina-Leucina 37 aminodcidos
MAC-1  Antigeno del Macréfago-1

MACS Separacion de células activada por imdn
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MHC- Complejo Principal de Histocompatibilidad
MMP- Metaloproteasa

MPO Mieloperoxidasa

MSC Células mesenquimales

NETs Trampas extracelulares del neutrdfilo

Oct-4  Factor de transcripcion 4 unido a octdmero
PAMP’s Patrones moleculares asociados a patégenos
PAS Tincion de dcido peryddico de Shiff

PG Peptidoglicana

PGE, Prostaglandina E2

PGSL-1 Ligandol de la Glicoproteina P-Selectina
PI3K Fosfatidil Inositol 3 cinasa

PKC Cinasa de la proteina C

rhTSG-6 TSG-6 recombinante humana

RNA Acido Ribonucleico

ROS Especies reactivas del oxigeno

RT-PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa Retro-Transcripcion
SiRNA RNA pequefio de interferencia

SoD Superdxido dismutasa

SSEA-4 Antigeno 4 embrionario especifico de etapa
TGF-f3 Factor de Crecimiento Tumoral beta

TLR-  Receptor tipo Toll

TNF-a Factor de Necrosis Tumoral alfa

TNFR Receptor del Factor de Necrosis tumoral
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4. Introduccion

4.1 Las células troncales mesenquimales

Las células troncales mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés) son células multipotentes con
una morfologia fibroblastoide que pueden ser obtenidas de diversos tejidos adultos como médula dsea,
higado, tejido muscular, tejido conectivo y tejido adiposo; asi como de tejidos fetales como cordén umbilical
y placenta *. La sociedad internacional de la terapia celular (ISCT, por sus siglas en inglés), en el 2006
establecié los criterios minimos para la definicion de las MSC que incluyen: la adherencia al plastico de las
cajas de cultivo; la capacidad de generacién de cuerpos embrionarios o unidades formadoras de colonias de
fibroblastos (U-FCF, por sus siglas en inglés), la expresidon de los antigenos del linaje mesenquimal como
CD105, CD90, CD73, CD44, CD29 y la ausencia de expresion de marcadores hematopoyéticos como CD45,

CD19, CD34, CD11d, CD14 y CD79a, ademas del potencial de diferenciacidon hacia uno o mas linajes celulares

2

En la actualidad el empleo de las MSC como agente terapéutico se debe principalmente a su
capacidad de diferenciacion multilinaje y sus caracteristicas inmunorreguladoras y antiinflamatorias.
Algunos trabajos han reportado que las MSC poseen el potencial de reducir el fenédmeno inflamatorio en
diversos modelos experimentales como la diabetes y en procesos autoinmunes como la encefalomielitis

experimental autoinmune (EAE, por sus siglas en inglés) >

Las MSC poseen la capacidad de interactuar con diversas células del sistema inmune efectuando
mecanismos inmunomoduladores *. Existen reportes en los que se menciona que las MSC interfieren con la

activaciéon y funcién presentadora de las células dendriticas °

, inhibiendo la expresién de moléculas
asociadas con la presentacidn de antigenos como CD40, CD83, CD80, CD86 y HLA-A ® De igual manera se ha
reportado que las MSC son capaces de inhibir la proliferacién y funcién efectora de los linfocitos Ty B 7.
Por otro lado, a través de la sintesis de diversos factores solubles como prostaglandina E2 (PGE,) y factor
transformante de crecimiento beta (TGF—) inhiben la produccién de citocinas inflamatorias en macréfagos
y células mononucleadas, tales como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), IL-1, IL-6 e IL-12 y aumentan la

produccién de citocinas antiinflamatorias como IL-10, ademas que inducen apoptosis de linfocitos .
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Otros factores solubles inmunomoduladores reportados que pueden ser secretados por las MSC son IL-10,

TGF-B, PGE,y la proteina del Gen 6- estimulado por el factor de necrosis tumoral-alfa (TSG-6) “***>,

Ademas de la secrecién de factores solubles, las MSC son capaces de realizar mecanismos de
regulacién dependientes del contacto celular. La supresidn de la activacidn y proliferacién e induccion de
apoptosis sobre los linfocitos T por parte de MSC aisladas de médula dsea es dependiente del contacto
celular a través de FAS ligando (FAS-L) * ; de manera similar, a través de la expresion de la proteina PDL-1y
el contacto celular, las MSC obtenidas de médula ésea disminuyen la proliferacion y diferenciacidon de
células B . Por su parte, la interaccion de las MSC a través de CD73 disminuye la activacidn de los linfocitos

T e induce la liberaciéon de TGF-B *°.

4.1.2 Las células mesenquimales de membrana amnidtica (hRAMSC

La membrana amniética (MA) o amnios es la membrana de origen extraembrionario mds interna de la
placenta. El amnios es una membrana delgada, traslicida, semipermeable y elastica que protege al feto in
utero y metabdlicamente esta involucrada en el mantenimiento de la homeostasis de solutos y agua. La
membrana amnidtica se compone de cinco capas, mencionadas a continuacidn: un epitelio simple cuibico
pseudociliado, una lamina basal, una capa estromal compacta de tejido conectivo, una capa celular de

17,18

fibroblastos y finalmente una capa esponjosa que la separa del corion (Figura 1) . Ademas de las

funciones fisioldgicas de la membrana amnidtica durante el embarazo, se ha reportado que esta membrana
tiene diversas aplicaciones clinicas, en la regeneracién de quemaduras y ulceras de la superficie ocular %,

asi como en la supresion de la actividad de algunas células inmunes inflamatorias .

Algunas de las propiedades inmunoldgicas de la MA han sido atribuidas a sus componentes
celulares como las células troncales mesenquimales estromales 2. Es posible el asilamiento de células
mesenquimales derivadas de la membrana amnidtica que presentan los criterios minimos de
caracterizacién de manera similar a otros tipos de MSC descritos, como la expresién de marcadores del
linaje mesenquimal y el potencial de diferenciacién a otros tipos celulares 2*. Las MSC aisladas de MA

ademas presentan caracteristicas que impiden su rechazo inmunolégico, como la no expresiéon de moléculas
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el complejo principal de histocompatibilidad Il (MHC-II) tras la activacién con IFN-y 2 y la expresion de

antigenos leucocitarios humanos no clasicos como HLA-G y HLA-E .
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Figura 1. Anatomia de la membrana amniética humana. Microfotografia del tejido placentario
tefido con hematoxilina-eosina para la visualizacion de las capas celulares y membranales (panel
izquierdo). Esquema representativo de las capas de la placenta (amnios y corion). Se observan las
capas del amnios donde se localizan las células epiteliales y fibroblastos estromales (derecha).
Tomado y modificado de Dobreva, M.y cols. Int J of Dev. Biol.2010 ™.

Se ha reportado el uso de las hAMSC como terapia antiinflamatoria en algunos modelos animales de
colitis, fibrosis pulmonar y pancreatitis; en estos trabajos se ha encontrado la disminucion del proceso
inflamatorio a través de la inhibicidn de citocinas inflamatorias como TNF-a, CXCL1 y CCL2 y la disminucién

272 En un modelo de hemorragia

del infiltrado inflamatorio de neutrdfilos y macréfagos /monocitos
intracerebral la aplicacién de las hAMSC permitié la disminucién del dafio neuronal ** y en un modelo de
artritis disminuyé el desarrollo del proceso inflamatorio a través de la reduccidon de los niveles de INF-y ,

TNF-a y del niimero de células T hiperreactivas *'.

Se conoce poco respecto a las caracteristicas inmunoreguladoras de las hAMSC sin embargo, se ha
reportado que a través de la secrecidon de factores solubles las hAMSC son capaces de modular la activacion
de linfocitos inflamatorios Th1 y Th17 induciendo una polarizacién hacia linfocitos T reguladores *. Otros
trabajos han reportado que de manera similar a las MSC aisladas de médula ésea (BM-MSC, por sus siglas

en inglés), las hAMSC son capaces de inducir inmunosupresion a través de la enzima indolamina 2,3
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dioxigenasa (IDO) *. También se ha reportado que las hAMSC son capaces de modular la polarizacion
M1/M2 de macrofagos hacia el subtipo anti-inflamatorio M2, a través de factores secretados en su medio
condicionado **. Otros reportes indican que las hAMSC pueden inhibir la diferenciacién de las células
dendriticas y la proliferacion de los linfocitos T **, asi como inhibir la proliferaciéon de células cancerosas
arrestandolas en la fase GO del ciclo celular por medio de un mecanismo dependiente del contacto celular
%% Debido a las propiedades inmunoldgicas e inmunoreguladoras descritas anteriormente, las hAMSC

podrian ser una alternativa util en el desarrollo de nuevas terapias celulares antiinflamatorias.

4.2. La proteina del gen 6 estimulado por el factor de necrosis tumoral-alfa (TSG-6)

TSG-6 es una proteina con un peso molecular aproximado de 35 kDa. Esta proteina es miembro de

¥ TSG-6 se relaciona con procesos como la artritis

la familia de proteinas de unién a hialuronato
reumatoide, la ovulacién y principalmente el remodelamiento de la matriz extracelular ***°. TSG-6 fue
descubierta como una proteina inducida en fibroblastos debido al estimulo de TNF-a. e IL-1[3. Sin embargo,
la induccién de TSG-6 debido al estimulo de IL-1B, TNF-a. y LPS se ha reportado en otras células humanas
como fibroblastos de piel, mononucleares de sangre periférica, células dendriticas mieloides, condrocitos y

40,41

células del musculo liso del cérvix . La expresion de TSG-6 en el tejido amnidtico se ha reportado

principalmente en células epiteliales y estromales de la membrana amnidtica **.

La molécula TSG-6 es capaz de formar complejos con el 4cido hialurdnico de la matriz extracelular y
la proteina CD44, lo que le permite participar en el remodelamiento de tejido *. Estructuralmente TSG-6
presenta dos dominios: un dominio de unién Link expresado en la familia de proteinas de unién a
hialuronato; este dominio le permite a TSG-6 la interaccién con diversos glicosaminoglicanos como el
hialuronato, condroitin 4-sulfato, dermatan sulfato, heparina y heparan sulfato **. El segundo dominio de
TSG-6 es un dominio CUB carboxilo terminal expresado y conservado en varias proteinas pero del que aun
no se conoce su funcion. TSG-6 es capaz de generar un complejo a través de su dominio Link con la proteina
plasmatica inhibidora de proteasas de serina llamada inhibidor lal. Se ha reportado que el complejo TSG-6 /
lal estd involucrado en la inhibicién de la actividad de la enzima plasmina, una proteasa relacionada con la

activacion de metaloproteasas de matriz extracelular **. Respecto a lo anterior, se ha reportado que TSG-
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6 inhibe la actividad de la metaloproteasas MMP-1 y MMP-3, evitando la activacién de vias proteoliticas y

dafio tisular .

Se ha descrito la participacién de TSG-6 en la modulacién de la respuesta inmune y como
tratamiento anti-inflamatorio en diversos modelos experimentales. Entre algunas de las funciones
moduladoras de la respuesta inmune reportadas para TSG-6, se conoce que es capaz de inhibir la migracién
de los neutréfilos por un mecanismo independiente del inhibidor lal y dependiente de la interaccién con la
quimiocina CXCL8 **.. Asi mismo, se ha visto la participacion de TSG-6 en la inhibicién de la respuesta
inflamatoria de linfocitos Th1 en diabetes experimental *°. Por otro lado, existen reportes que han descrito
la inhibicion de la produccién de citocinas inflamatorias por parte de TSG-6 en células dendriticas
plasmacitoides a través de un mecanismo dependiente de la interaccion con el receptor de matriz

extracelular CD44 via la reduccidn de la fosforilacién del factor IRF-7 *°.

La funcién antiinflamatoria de TSG-6 se ha evaluado en diversos modelos animales; en un modelo
de dafio corneal, la inyeccidn de la proteina recombinante TSG-6 reduce el dafio inflamatorio y promueve la
regeneracién de la superficie corneal **; de igual forma el uso de TSG-6 inhibe la formacién de cicatriz y
promueve la reparacion tisular en un modelo de dafio en orejas de conejo y reduce el proceso inflamatorio

agudo en un modelo de dafio pulmonar ***3.

Debido a las multiples funciones antiinflamatorias de TSG-6, ha surgido el interés de estudiar la
participacién de TSG-6 como factor soluble en los mecanismos inmunorreguladores de las MSC. Existen
reportes que mencionan que las MSC son capaces de sobre-expresar el factor TSG-6 y a través de su
secrecion impedir el dafio tisular ***°. Algunos trabajos han descrito que la reduccién de la inflamacién en
modelos experimentales de dafio pulmonar y peritoneal se debe a la secrecidn del factor TGS-6 por parte de

56,57

las MSC usadas como tratamiento . Lo anterior indica la importancia del factor TSG-6 en el mecanismo

anti-inflamatorio de las MSC.

Aunque el mecanismo completo de inhibicidn empleado por TSG-6 como factor soluble de las MSC
aun continua en estudio, algunos trabajos han reportado que parte del mecanismo de inhibicién de la
molécula TSG-6 sobre de la respuesta inflamatoria depende de su efecto sobre la activacién de algunas
células inflamatorias. En macréfagos peritoneales se ha reportado la reduccidn de la sefializacion de la via

TLR2/NF-kB por TSG-6 secretado por las MSC obtenidas de medula dsea en un modelo de peritonitis
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inducida por zimozan °%; de manera similar en un modelo de inflamacién inducido con lipopolisacérido el
TSG-6 secretado por las MSC disminuye la respuesta inflamatoria de células de la microglia *°. Estos reportes
permiten sugerir una funcién inmunorreguladora del factor TSG-6 de las MSC sobre la activacion de diversas

células del sistema inmune.

4.3 Los neutrofilos

Los neutrdfilos son células fagociticas en la circulacidon sanguinea que forman parte del sistema
inmune innato. Son producidas en la médula ésea a partir de un precursor hematopoyético CD34+ con una
frecuencia de produccién de 1-2 x 10™ células por dia en un adulto. Junto con los eosindfilos y basdfilos

conforman a la poblacién granular que se deriva de médula ésea *°.

Los neutrdfilos pasan por diferentes estadios de maduracién para ser liberados en el torrente
sanguineo, hasta llegar a su estado completamente maduro. Los estadios de maduracion del neutréfilo son
promielocito, mielocito, metamielocito, célula en banda y célula multilobulada. A través de los estadios de
maduracién del neutroéfilo se ha descrito que se forman tres tipos de granulos citoplasmaticos: primarios,
secundarios y terciarios. Los granulos primarios (azuroéfilos) o peroxidasa positivos se forman en la etapa de
promielocito y presentan en su interior elastasa, captesina G, proteinasa 3, defensinas, mieloperoxidasa,
lisozima y sialidasa; mientras que los granulos especificos o secundarios junto con los terciarios se forman
en las etapas de mielocito y metamielocito ®. Los granulos secundarios o especificos contienen proteinas
membranales como CD11b/CD18, CD66, CD67, TNFR ademas de las subunidades del complejo NADPH
oxidasa Gp91 phox y p22phox; ademds de enzimas como la colagenasa y gelatinasa. Finalmente, los
granulos terciarios al igual que los granulos secundarios contienen los componentes membranales como
CD11b/CD18, Gp91 phox y p22 phox, ademdas de metaloproteinasas, gelatinasa, lisozima y [32-
microglobulina ®%. Junto a los tres granulos anteriores, los neutréfilos presentan un cuarto tipo de granulo,

que corresponde a vesiculas secretoras.

Dentro de las vesiculas secretoras se internalizan componentes del sistema enzimatico NADPH
oxidasa como Gp91 phox y p22phox ®. Las vesiculas también sirven para transportar receptores del citosol

hacia la membrana como el receptor del complemento CD35, el receptor de FcyRIll (CD16), el receptor de la

10
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proteina Clq, receptores para interferones alfa y gamma (INF-alR e INF-a2R; INF-yR1 e INF-yR2),
receptores del factor de necrosis tumoral alfa (TNFR1, TNFR2) y el receptor del factor de crecimiento
tumoral beta (TGF-BR2); asi mismo se pueden encontrar dentro de las vesiculas receptores de quimiocinas

(CXCR-1,-2) y receptores de patrones moleculares (TLR-1, -2, -4, -6- y -8).

En condiciones homeostaticas y como un mecanismo de proteccion, los neutréfilos en circulacion
sanguinea se encuentran en forma inactiva. El proceso de activacidn del neutréfilo comienza cuando ocurre

el reconocimiento de estimulos dafiinos y/o inflamatorios.

El reconocimiento de los estimulos microbianos y sefiales de dafio tisular es realizado por los
neutrdéfilos a través de receptores de reconocimiento de patrones que encuentran en su membrana. Los
neutrdéfilos expresan sobre su superficie receptores tipo Toll (TLR-2, -4, -5 y -6), receptores de la fraccién
cristalizable gamma (FcyR) y receptores del complemento CR3 y CR4 que reconocen particulas opsonizadas
por C3bi y al receptor CR1 (CD35) que reconoce el complejo C3b/C4b ®, Dectina-1 y el receptor
citoplasmatico NOD2 ®. A través de todos estos receptores, los neutréfilos son capaces de reconocer una
gran variedad de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP’s) y patrones moleculares asociados a
dafio (DAMP’s) que llevan a su activacidn. Entre algunos de los estimulos que pueden ser sensados por los
neutréfilos se encuentran componentes bacterianos como el lipopolisacarido (LPS) ® reconocido a través de
TLR-4, la peptidoglicana (PG) y zimozadn reconocidos por TLR-2 y el receptor NOD. Ademas de los
componentes bacterianos, los neutréfilos son capaces de reconocer moléculas liberadas en dafo tisular

como HMGB1 y cristales de urato ®’; asi mismo existe la activacion de neutréfilos dependiente de plaquetas

68

Después del reconocimiento de los diversos estimulos inflamatorios, el siguiente paso de activacién
del neutrdfilo es la migracion hacia el sitio de dafio. La migracion de los neutrdfilos hacia los tejidos ocurre
debido a la presencia de estimulos inflamatorios y quimioatrayentes como la quimiocina IL-8 o CXCLS,

° Los

mediadores lipidicos como leucotrienos y prostaglandinas ® y la proteina del complemento C5a
estimulos inflamatorios y quimioatrayentes promueven la sintesis y expresién de las moléculas de adhesion
L-selectina, el ligando 1 de la glicoproteina P-selectina (PGSL-1), el antigeno 1 de activacion tardia (VLA-1), el
antigeno 1 asociado a la funcidn leucocitaria (LFA-1) y CD44 *; todas estas moléculas le permiten al

neutrdéfilo la adhesidn al endotelio para comenzar su activacion y transmigracidn hacia tejidos. El proceso de

11
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transmigracién inicia con la adhesiéon de los neutréfilos al endotelio vascular donde participan las
interacciones de las selectinas Ly E, ademas de la unién de las moléculas P-selectina, PSGL-1 y CD44 con sus
ligandos expresados en el endotelio; estas interacciones moleculares provocan la disminucion de la
velocidad de migracion del neutrdfilo seguido del rodamiento de los neutréfilos sobre el endotelio vascular

lo que permite el frenado de los polimorfonucleares sobre el endotelio 7%

Después del detenimiento del neutréfilo, finalmente ocurre la adhesién firme del neutrdfilo hacia el
endotelio mediada por la expresién y activacién de una familia de moléculas de adhesién llamadas
integrinas. Las integrinas consisten en una familia de moléculas heterodiméricas con unién no covalente
formadas por dos subunidades, una subunidad comun beta  (CD18) y una subunidad alfa o (CD11a,
CD11b, CD11c) . La adhesién firme de los leucocitos hacia el endotelio vascular se debe a la expresién y
activacion de las integrinas LFA-1(CD11a/ CD18) y MAC-1 (CD11b/CD18) en la superficie celular, que se unen

respectivamente a sus ligandos expresados en el endotelio ICAM-1 e ICAM-2 ",

Después de la adhesioén firme, el neutrdfilo debe pasar entre o a través de las células endoteliales,
proceso conocido como diapédesis o transmigracion endotelial. Para el proceso de transmigracion
endotelial es necesaria la adhesion dada por las integrinas, asi como la actividad de las metaloproteasas de
matriz extracelular 6 y 9 (MMP-6 y MMP-9, respectivamente) en los sitios de contacto entre el neutréfilo y
el endotelio, para inducir una retraccion de la unién endotelial y permitir el trafico de los neutréfilos

infiltrantes’”.

Una vez en el sitio de inflamacidon, los neutréfilos son capaces de realizar diversas funciones
efectoras como fagocitosis, la liberacidon de su contenido granular, la produccidn y secrecion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y la liberacién de trampas extracelulares (NET, por sus

siglas en inglés) .

4.3.1 Fagocitosis del neutrdfilo.

La fagocitosis es un proceso que realizan los neutrdfilos, que consiste en el reconocimiento, captura

y degradacion de microorganismos y células muertas. Los pasos implicados en la fagocitosis consisten en:

12
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a) el reconocimiento de microorganismos opsonizados; b) la endocitosis de estos microorganismos vy

finalmente c) la formacién del complejo fago-lisosoma "*7”.

Para un mejor reconocimiento y captura de microorganismos, se requiere del proceso de
opsonizacion, que consiste en el recubrimiento de los microorganismos con proteinas del hospedero.
Dentro de las proteinas denominadas opsoninas se encuentran proteinas de la cascada del complemento
como C3b, C4b y Clq ademas de anticuerpos de la clase 1gG ’®. Estas opsoninas son reconocidas por los

receptores CR1 (CD35), CR3, CR4 y FcRylll (CD16) presentes en la superficie de los neutréfilos 7.

Después de que el patdgeno opsonizado ha sido reconocido, es endocitado por la formacién de
proyecciones de la membrana citoplasmdtica del neutréfilo, llevando a la formacién de una vesicula
endocitica que posteriormente se fusiona con granulos citoplasmaticos especificos o lisosomas. Esto lleva a
la formacion del complejo fago-lisosomal, en donde ocurre el vaciado de los componentes degradantes del

lisosoma para la eliminacion del patégeno % .

4.3.2 Degranulacion y produccion de especies reactivas del oxigeno

Por su parte la formacidn de especies reactivas del oxigeno o también llamado estallido respiratorio
es un mecanismo que depende de la activacion del complejo enzimatico llamado NADPH oxidasa que
corresponde a un complejo formado por las subunidades asociadas a la membrana mitocondrial gp91phoxy
gp22phox, ademas de la GTPasa Rac2 v las tres subunidades citosélicas p47phox, p67phox, y p40phox .
Este complejo se activa debido a sefiales como IL-8, TNF-a., LPS, acido araquiddnico y zimozan se promueve
la activacion de mediadores como fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y proteina cinasa C (PKC) que participan
en la fosforilacién de los componentes citosdlicos de este complejo ' . La activacion de la NADPH oxidasa
lleva a un aumento en el consumo de oxigeno y a la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS). A
partir del complejo NADPH oxidasa se genera ion superdxido (O,) que es el sustrato de la enzima
superdéxido dismutasa (SOD) para la formacidn de peréxido de hidrégeno (H,0,). El H,0, es empleado como
sustrato por la mieloperoxidasa (MPQO) para la formacion de otras especies reactivas como el hipoclorito

(HCIO). Todas estas moléculas poseen una alta capacidad oxidante que permite la degradacion de

13



Efecto inmunosupresor de las hAMSC y TSG-6 sobre la formacion de NET

88 sin embargo, la liberacion excesiva de estos agentes oxidantes pueden

microorganismos patdgenos
dafiar los tejidos del hospedero, asi como inducir la activacidon de respuestas inflamatorias debido a la

generacion de sefiales de dafio o DAMP’s .

4.3.3 Trampas extracelulares del neutrdfilo (NET)

Las trampas extracelulares del neutrdfilo, por sus siglas en inglés denominadas NET son estructuras
en forma de redes descritas por Fuchs en 2004. Estas trampas extracelulares se encuentran formadas por
una estructura a base de fibras de DNA extracelular ademas de componentes proteicos de los granulos
citoplasmaticos de los neutrdfilos como elastasa, mieloperoxidasa, lisozima, péptidos antimicrobianos como
catelicidina o LL37, lactoferrina, gelatinasa, catepsina B y componentes nucleares como las histonas 85,86
Las principales funciones descritas para las NET son la delimitacién de sitios inflamatorios, asi como la

87 e ha reportado la actividad microbicida de las NET

retencién y eliminacidon de agentes patdgenos
debido a su alto contenido oxidante, en diversos microorganismos como bacterias como Burkholderia
pseudomallei, Borrelia burgdorferi, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumonia y Streptococcus pyogenes);
pardsitos, por ejemplo promastigotes de Leishmania amazonensis; y hongos como Aspergillus fumigatus,
Aspergillus nidulans y Candida albicans *°*.

El mecanismo de formacion y liberacién de NET es complejo, sin embargo se ha reportado que la
formacién de NET comienza con la pre-activacién del neutréfilo debido al reconocimiento de un estimulo
inflamatorio. La induccién de NET en el neutréfilo se inicia debido a multiples estimulos, como por ejemplo
el reconocimiento de PAMP’s especificos a través de receptores tipo Toll, tal es el caso del reconocimiento
de lipopolisacarido (LPS) por TLR-4, peptidoglicana (PG) por TLR-1/ TLR-2 y zimozan por TLR-1/ TLR-2.
Existen otros estimulos capaces de inducir la liberacién de NET como el reconocimiento de CXCL-8 por su

receptor CXCR2, la estimulacidn con el compuesto sintético forbol-acido miristico (PMA) activador

especifico de la PKC; asi como el reconocimiento de DAMP’s como HMBGL1 vy cristales de acido urico. Sin
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embargo, también se ha encontrado la liberacion de NET a través de un mecanismo dependiente de

plaguetas activadas *.

La formacién de las NET es un mecanismo que consiste en la activacion del neutréfilo, seguido de la
activacion de cascadas de sefializacion y moléculas que contribuyen con la pérdida de la integridad de la
membrana nuclear, asi como la descondensacién del DNA, seguido de la mezcla intracelular de los
componentes nucleares y citoplasmdticos granulares del neutrdfilo para finalizar con la ruptura de la

membrana citoplasmatica y la expulsidn de las NET.

Durante el proceso de NETosis el neutréfilo sufre diversos cambios morfolégicos como la pérdida de
los lébulos nucleares y el inicio de la descondensacion de la cromatina. Enseguida se presenta la formacién
de multiples vesiculas generadas a partir de la membrana nuclear y una cromatina completamente
descondensada; asi mismo puede observarse la pérdida del nimero de granulos citoplasmaticos. Una vez
qgue se han perdido la membrana nuclear, la cromatina entra en contacto directo con los componentes
granulares del neutrdfilo sin la ruptura de la membrana plasmatica (Figura 2)87. Posteriormente, se mezclan
los componentes nucleares como las histonas y DNA con las proteinas granulares elastasa, mieloperoxidasa

y LL37 que son los componentes principales de las NET.

En general los pasos necesarios para la formacidon de las NET descritos indican que después del
reconocimiento de algun estimulo, en el neutréfilo se inicia la activacidon de una cascada de seiializacién
dependiente de la actividad de cinasas de proteina como la PKC, seguido de la activacién del complejo

enzimatico NADPH oxidasa, que contribuye con la generacién de ROS.

Existen reportes que mencionan que la falta de la actividad del complejo enzimatico NADPH oxidasa
en pacientes con enfermedad granulomatosa impide la formacién de NET en estos individuos *. Por otro
lado se ha visto la participacién del peréxido de hidrogeno y otras ROS dentro de los requerimientos

necesarios para la formacion de las trampas extracelulares **.

Parte del mecanismo de formacién de NET comprende la formaciéon de un complejo llamado “azurosoma”
presente en los granulos azurdfilos de los neutrdfilos, este complejo esta formado por mieloperoxidasa,

elastasa, captesina G (CG), azurocidina (AZ), proteina catidnica eosinofilica (ECP, por sus siglas en inglés),
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lactoferrina (LTF), defencina-1 (HD1) y lisozima. El mecanismo de activacion del azurosoma depende de la
presencia de perdxido de hidrégeno y de la actividad de la mieloperoxidasa, lo que promueve la liberacién
del complejo NE/ECP/AZU de los granulos azurofilicos. Una vez liberado el complejo NE/ECP/AZU éste se
asocia a filamentos de actina (F-actina) que son degradados por la actividad de la elastasa, posteriormente,
la elastasa ingresa de manera pasiva hacia el nicleo donde contribuye en el procesamiento de las histonas y

%937 Otro mecanismo descrito que induce la

promueven la descondensacion de la cromatina (Figura 3)
descondensacién de la cromatina depende de la enzima PAD-4 encargada de la citrunilacién de los

residuos de arginina en las histonas, lo que elimina la carga positiva de los residuos de arginina y reduce la

98

afinidad de unién de las histonas con el DNA permitiendo su descompactacion

Figura 2. Cambios nucleares y citoplasmaticos del neutréfilos durante la NETosis.
Microfotografias de microscopia de transmision electrénica y de fluorescencia de los cambios
morfoldgicos durante el desarrollo de la NETosis en neutréfilos estimulados con PMA. Después
del estimulo, los neutroéfilos pierden sus I6bulos nucleares (b); enseguida comienza la perdida de
la membrana nuclear y la descondensacion de la cromatina acompafiado de la formacién de
pequeiias vesiculas (c); se observa la disminucion del nimero de granulos citoplasmaticos (b, c) ;
y finalmente la mezcla del contenido nuclear y componentes granulares (d). Tincion de
fluorescencia (paneles i-l) para los complejos DNA-histonas (rojo) y elastasa (verde). Se observa la
formacion de complejos DNA-histonas y la movilizacién de elastasa (k), finalmente se liberan
estructuras formadas por los componentes nucleares y citoplasmaticos (I). Barras: (a—d) 2 um;
(e—h) 1 um; (i—1) 10 um. Tomado de Fuchs TA, y cols. J Cell Biol. 2007 &
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NUCLEO

Figura 3. Mecanismo de activacidon de la elastasa durante la formacion de NET. El mecanismo de
translocacién al nucleo y activacién de la elastasa es dependiente de la actividad del perdxido de
hidrégeno y la mieloperoxidasa. El complejo Elastasa/Azurocidina/ Proteina catidnica eosinofilica
(NE/AZ/CG) se liberan de la membrana de los granulos secundarios hacia el citosol y se asocia a los
filamentos de actina del citoesqueleto. La elastasa activada degrada los filamentos de actina, para
ingresar posteriormente de manera pasiva hacia el nicleo. Tomado y modificado de Metzler, K. y
cols. Cell Press. 20147,

4.4 Participacion de las NET en el desarrollo de inflamacion

Aunque las NET se generan como un mecanismo de defensa de la respuesta inmune innata, éstas se
han visto relacionadas con la patogénesis de diversos padecimientos inflamatorios crénicos y autoinmunes.
Entre los principales componentes de las NET se encuentran el DNA extracelular, proteinas modificadas
como las histonas citrulinadas, enzimas degradantes como proteasas, ademas de un alto contenido de
compuestos oxidantes formados a partir de las ROS como hipoclorito y peréxido de hidrégeno, asi como

citocinas inflamatorias como IL-17A, todos estos componentes estan relacionados con el desarrollo de

inflamacion.
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La trombosis de venas profundas es la principal causa de muerte cardiovascular. Los trombos
venosos presentan una estructura laminar, rica en fibrina y con gran cantidad de células rojas y leucocitos .
La participacion de los neutréfilos y las NET en el desarrollo y la formacidon de trombosis, se ha reportado
en un modelo animal donde se observé la activacion del factor tisular de la cascada de coagulacién debido a

100,101 "F| factor tisular es una

un mecanismo dependiente de la activacion de plaquetas y la induccién de NET
proteina transmembranal que inicia la cascada de coagulacidn, finalizando con la formacién de trombina.
Las histonas representan uno de los principales componentes descritos en las NET; diversos trabajos han
reportado la activacion de plaquetas a través de TLR-2 y TLR-4 debido a la exposicién extracelular de
histonas. La estimulacion de las plaquetas por accién de las histonas ademds de inducir la agregacion
plaquetaria genera la formacién de trombina de manera independiente de la activacidn del factor tisular %
Sin embargo, la exposicion extracelular de las histonas ademas de contribuir con la activacion plaquetaria se

ha visto relacionada con el desarrollo de complicaciones cardiacas en pacientes con sepsis ‘®.

De manera
semejante, en pacientes con sepsis se han reportado altos niveles de histonas en plasma que se asocian con
la severidad del cuadro inflamatorio debido al dafio celular que contribuye a la falla organica multiple y la
. 104 . . . .
muerte de los pacientes ~ . Los principales dos problemas aumentan el riesgo de muerte de los pacientes
con sepsis, son la formacion de trombos junto con el dafio orgdnico multiple. Por lo que respecto a lo
anterior, la liberacion descontrolada de factor tisular trombogénico presente en las NET de pacientes

92,105

sépticos se relaciona con un cuadro inflamatorio mayor y con la formacién de trombos, lo que

contribuye con la severidad del cuadro séptico ***'% .

Por otro lado, se ha asociado la exposicién de componentes como el DNA extracelular e histonas
citrulinadas con el desarrollo de algunas enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico,

19819 ‘Yno de los principales problemas del desarrollo de lupus eritematoso

artritis reumatoide y psoriasis
sistémico (LES) es el alto porcentaje de auto-anticuerpos dirigidos contra antigenos nucleares,
principalmente contra histonas citrulinadas y DNA de doble cadena; ademas se asocia el desarrollo de LES

10 1os cuales estén

con un alto porcentaje de auto-anticuerpos anti-citoplasma del neutréfilo (ANCAs)
asociados con alto riesgo de desarrollar vasculitis de vasos pequefios . Asi mismo, un reporte menciona
que el incremento en la liberacién de NET por los neutréfilos de pacientes con LES estd asociada con los
altos niveles de auto-anticuerpos y con la exacerbacién del proceso inflamatorio '*>. Una de las

complicaciones del LES es la disfuncidn y dafio endotelial, respecto a esto se ha reportado que las NET son
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inductoras en parte de este dafio endotelial debido la activacién de metaloproteasas de matriz extracelular

113

Respecto a otras enfermedades autoinmunes, se ha encontrado que el desarrollo de artritis
reumatoide depende de la exposicidn de antigenos citrulinados presentes en las NET; ademas la presencia
de IL-17A y TNF-a induce la liberacion de NET en neutréfilos de pacientes con artritis reumatoide (AR) ***
contribuyendo con la persistencia del ambiente inflamatorio. De manera semejante que en la AR, parte de
la patogénesis de la psoriasis depende de la liberacidn excesiva de IL-17A. Existen trabajos que reportan la
abundancia de neutrdfilos y NET con altas cantidades de IL-17A en la piel de pacientes con psoriasis **,
aunque también se ha asociado la formacion de los complejos entre el péptido antimicrobiano LL37 y RNA o
DNA con la activacién de células dendriticas maduras y plasmacitoides en las que se induce la secrecién de

citocinas inflamatorias como IL-6, TNF-o e INF-a respectivamente; ademas se ha reportado la presencia de

complejos RNA-LL37 en la piel de lesiones psoriasicas '° .
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5. Antecedentes

Las células troncales mesenquimales (MSC) son células multipotentes con propiedades
antiinflamatorias e inmunoreguladoras que pueden aislarse de diversos tejidos adultos y fetales como la
placenta '. Especificamente la membrana amnidtica la capa mas interna de la placenta, se ha reportado que

22

posee propiedades antiinflamatorias e inhibitorias sobre las células de la respuesta inmune “° ; estas

propiedades han permitido el uso clinico de la MA en el tratamiento de la reparacién epitelial en piel y

cornea .

Parte de la funcidn antiinflamatoria e inmunorreguladora de la MA ha sido atribuida a sus
componentes celulares conformados por células epiteliales y células fibrobldsticas estromales; en particular,
ha surgido el interés por el estudio de las células amnidticas estromales (hAMSC) debido que existen
reportes que indican que estas células presentan caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas asi como

2% Ademas de sus capacidades

funciones inmunoreguladoras semejantes a otras MSC ya descritas
inmunorreguladoras y antiinflamatorias las hAMSC expresan antigenos leucocitarios humanos no cldsicos
como HLA-G y HLA-E; la expresidn de éstas proteinas es una caracteristica que induce la tolerancia inmune e
impide el rechazo inmunoldgico *°, lo que permite sugerir a las hAMSC como un candidato prometedor para

la terapia celular.

Uno de los mecanismos de inmunorregulacién empleados por las MSC es la secrecién de diversos
factores solubles. Entre algunos de los factores descritos que pueden ser secretados por las MSC se

encuentran prostaglandina E2 (PGE2), interleucina-10 (IL-10), factor transformante de crecimiento beta

(TGF—B) y la proteina del Gen 6- estimulado por el factor de necrosis tumoral-alfa (TSG-6) “****.

La molécula TSG-6 es una proteina capaz de unirse a diferentes glicosaminoglicanos y componentes

de la matriz extracelular. En diversos modelos de dafio, TSG-6 ha presentado una funcién antiinflamatoria

313233 Multiples reportes han descrito la funcién inmunosupresora de TSG-6 sobre algunas células de la

47,48,49,50' TSG-6 es una prOtEI'I"Ia que

respuesta inmune como linfocitos, células dendriticas y neutrdfilos
puede ser secretada por diversos tipos celulares tras el estimulo de TNF-a, IL-1f3 y LPS 1. Se ha reportado la

expresion de TSG-6 en el tejido amnidtico humano, por lo que las hAMSC podrian ser una de las células
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productoras y secretoras de esta proteina. La expresion de la proteina TSG-6 en las hAMSC podria sugerir la

participacién de esta proteina en parte de los mecanismos inmunorreguladores de las hAMSC.

Los neutroéfilos son células de la respuesta inmune innata que se encuentran en circulacién; dentro
de las funciones del neutrdfilo se encuentra la liberacion de trampas extracelulares o NET. La principal
funcidn de las NET es la retencidén y eliminacion de patdgenos; sin embargo, la exacerbada liberacién de
éstas trampas, asi como la exposicidn de autoantigenos que funcionan como sefiales de dafio activadoras de
la respuesta inmune han sido asociadas con el desarrollo de diversos procesos inflamatorios y autoinmunes
1% Varios de los componentes de las NET como las histonas y DNA extracelular, se encuentran relacionados
con el desarrollo y exacerbacién de inflamacién en sepsis y trombosis. De manera semejante la exposicién
de autoantigenos como el DNA, RNA, proteinas citrulinadas y péptidos antimicrobianos han sido asociados

con la principal causa de generacion de autoanticuerpos en procesos autoinmunes como lupus eritematoso

sistémico, artritis reumatoide y psoriasis.

Trabajos preliminares en nuestro grupo han mostrado que factores solubles presentes en el medio
condicionado de las hAMSC tienen la capacidad de ejercer una funcién antiinflamatoria e
inmunomoduladora sobre células de la respuesta inmune innata como los neutréfilos. En un modelo murino
de quemadura corneal en ratones machos de la cepa C57BL6 con etanol al 99%, la inyeccidn intracameral
de 5x10* hAMSC inhibié la inflamacidn y la migraciéon de células inflamatorias hacia el tejido dafiado; 1
semana de la quemadura y el tratamiento se observd clinicamente una disminucidn de la opacidad corneal,
ademas de la reduccién del proceso inflamatorio e induccién de la regeneracién epitelial corneal. En los
cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina-eosina se observd el infiltrado en cdérnea de células
inflamatorias que se definieron por su morfologia como células polimorfonucleares, infiltrado celular que

se redujo debido a la administracion intracameral de hAMSC (Figura 4).

Por otro lado, en ensayos in vitro previos se encontrd que factores solubles liberados por las hAMSC
a través de un sistema transwell o con el medio condicionado de las hAMSC disminuyeron la capacidad de
liberacion de NET en neutrdfilos humanos aislados de sangre periférica estimulados con PMA. Se aislaron
neutréfilos humanos de sangre periférica y se estimularon con PMA para inducir la liberacién de NET.
Enseguida los neutroéfilos se incubaron con el medio condicionado de hAMSC o se co-cultivaron con las

hAMSC separados con un sistema transwell, para permitir solo el contacto de los factores solubles liberados
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por las hAMSC. Después de 3 horas de cultivo se realizo la tincion del DNA extracelular liberado en las NET
con DAPI y se visualizaron las trampas extracelulares liberadas. Se encontré que el cultivo con el medio
condicionado y con las hAMSC a través del sistema transwell es capaz de disminuir la capacidad de liberar
de NETs en los neutréfilos humanos, en comparacién a los neutréfilos que solo se incubaron con PMA

(Figura 5A).

De forma semejante se encontrd en otros resultados que los factores solubles por medio del co-
cultivo de hAMSC disminuye la migracién de neutréfilos humanos a través de un sistema transwell inducida
con el quimioatrayente fmlp. Para evaluar el efecto de las hAMSC sobre la migracién de los neutroéfilos, se
cultivaron hAMSC en las siguientes proporciones 1:10,1:50 y 1:100 sobre una placa de 24 pozos y enseguida
se colocaron sobre un sistema transwell neutréfilos humanos aislados de sangre periférica. La quimiotaxis
de los neutrdfilos se indujo utilizando fmlp. Se cuantificod el drea ocupada por las células que migraron a
través de la membrana del filtro transwell (Figura 5B). Se encontrd que el co-cultivo de neutréfilos con
hAMSC disminuye la quimiotaxis inducida con fmlp de los polimorfonucleares a través de un sistema

transwell.
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Figura 4. La inyeccion intracameral de hAMSC disminuye la opacidad corneal y el infiltrado
inflamatorio en un modelo de quemadura corneal. Fotografias clinicas del ojo derecho de ratones
machos de la cepa C57BL6 solo con quemadura (ETOH) o con la inyeccién intracameral de hAMSC
(ETOH-hAMSC) después de una semana del procedimiento (paneles superiores). Cortes histoldgicos con
tincion de hematoxilina-eosina del tejido corneal con infiltrado inflamatorio, en los ojos solo con
guemadura de etanol o con el tratamiento en conjunto de hAMSC. El infiltrado inflamatorio esta
compuesto por células polimorfonucleares (flechas rojas).
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Figura 5. Factores solubles de las hAMSC inmunomodulan las funciones efectoras de los neutréfilos.
Microfotografias de inmunofluorescencia del efecto de los factores solubles de las hAMSC a través de
un sistema transwell o medio condicionado sobre la liberacion de NET en neutréfilos humanos
estimulados con PMA. Se visualizd en DNA extracelular de las NET con DAPI; las NET se observaron
como redes en color azul (flechas blancas) (A). Grafico de barras del drea ocupada por los neutroéfilos
gue migraron a través del filtro transwell. Se sembraron diferentes proporciones de hAMSC respecto a
neutrdfilos humanos que fueron o no estimulados con fmlp para inducir su migracidn de Las células que
migraron se visualizaron con yoduro de propidio y el area se cuantificé con el programa Image J. Los
valores se representan como la media y su error estandar + EE, n=3 (B).

Por lo anterior, se propone la existencia de factores secretados por las hAMSC con la capacidad de
reducir funciones efectoras de los neutréfilos como las NET que estan implicadas en el desarrollo del dafio
tisular en diversos procesos inflamatorios. Por lo tanto debido a los antecedentes y resultados previos, en el
presente trabajo se plantea evaluar el efecto inmunosupresor de los factores solubles secretados por las
hAMSC sobre el proceso de liberacion de NET en un modelo murino; asi mismo se busca evaluar si la
proteina TSG-6 es uno de los factores secretados por las hAMSC que participa en el mecanismo

inmunosupresor.
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6. Planteamiento

Las MSC son células con diversas funciones inmunosupresoras y son usadas como terapéutica en
procesos inflamatorios. Las hAMSC comparten varias de las funciones supresoras de las MSC y son una
alternativa terapéutica accesible, no inmunogénica, con bajo riesgo de uso, que requieren de un mayor
estudio para su uso en la clinica. Se sabe que el factor soluble TSG-6 podria ser secretado por las hAMSC, asi
mismo se conoce de su efecto inmunosupresor en diversos padecimientos inflamatorios. Sumado a esto, se
conoce sobre la estrecha relacion de la presencia de componentes de las trampas extracelulares del
neutréfilo como el DNA extracelular, elastasa, mieloperoxidasa, IL-17 y especies reactivas del oxigeno en la
patogénesis de diversos procesos inflamatorios crénicos y en el posible desarrollo de enfermedades
autoinmunes. Asi mismo, en nuestro laboratorio, ensayos preliminares han determinado que la exposicién a
factores solubles de las hAMSC disminuye la migracion de los neutréfilos in vivo e in vitro. Sin embargo, se
desconoce el efecto de los factores solubles de las hAMSC y los mecanismos que emplean éstos sobre la
capacidad de liberacién de trampas extracelulares de los neutréfilos. Por lo que en este trabajo se busca
evaluar la posible participacion de TSG-6 como parte de los mecanismos inmunomoduladores de las hAMSC

sobre la formacién de trampas extracelulares del neutrdfilo.
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7. Pregunta

éLa proteina TSG-6 participard en el mecanismo inmunosupresor de las hAMSC sobre la formacidn

de trampas extracelulares del neutréfilo (NET)?

8. Hipdtesis

La inhibiciéon de la formacion de NET por las hAMSC se debe al efecto inmunosupresor de la

molécula TSG-6 secretada por éstas.

9. Objetivo general

Evaluar el efecto inmunosupresor de TSG-6 secretado por las hAMSC sobre la formacién de trampas

extracelulares del neutroéfilo.

10. Objetivos particulares

° Realizar el aislamiento y caracterizacion de células mesenquimales amniéticas humanas.

. Evaluar el efecto de los factores solubles del medio condicionado de las células
mesenquimales amnidticas humanas sobre la liberacién de NET.

. Evaluar la presencia y el nivel de expresidn de la proteina TSG-6 en las células
mesenquimales amnidticas humanas.

. Evaluar el efecto inmunosupresor directo de la proteina TSG-6 recombinante sobre la
liberacion de NET

. Evaluar el posible mecanismo de accién inmunosupresora de la proteina TSG-6 sobre la

liberacion de NET.
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11. Estrategia experimental

11.1 Declaraciones éticas

Todos los métodos y protocolos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con el Comité
de Etica en Investigacién (CEI) del Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana. El protocolo fue
aprobado por el CEl del Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana. El consentimiento informado

se obtuvo de las mujeres que donaron voluntariamente sus placentas.

11.2 Obtencién de las células mesenquimales amnidticas humanas

Las células mesenquimales amnidticas humanas (hAMSC) se obtuvieron a partir del procesamiento
de membranas corio-amniédticas de la placenta. Las membranas se lavaron con solucidn salina balanceada,
para eliminar el exceso de sangre y codgulos. El amnios del corién se separd de manera mecanica y se lavd
con solucion salina balanceada de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés). Para eliminar restos de sangre la
membrana amnidtica fue fragmentada en porciones pequefias (aproximadas de 3X3 cm?) y se incubd
durante 10 minutos a 37 °C con atmdsfera al 5% de CO, con tripsina al 0.05% en PBS-EDTA, seguido de una
agitacién por 30 segundos (todo el procedimiento anterior se repitid tres veces). Con el fin de eliminar las
células epiteliales de los fragmentos de la membrana, se realizé la incubacién durante 40 minutos a 37°C
con atmdsfera al 5% de CO, con tripsina al 0.05% en PBS-EDTA cada 10 minutos se realizé la agitacion del
tejido durante 30 segundos (todo este procedimiento se repitid tres veces). Al final se evalué la eliminacidn

de las células epiteliales mediante la observacién de los fragmentos en el microscopio.

Después de la eliminacion de células epiteliales el tejido membranal se cortéd en trozos mas
pequefios y se incubd por 90 minutos a 37°C con atmdsfera al 5% de CO, con colagenasa Il al 0.75%, cada 10
minutos el tejido se agitd durante 30 segundos. Terminado el tiempo de incubacién la reaccién enzimatica
se neutraliz6 con medio de cultivo DMEM-F12 suplementado al 10% con SFB (suero fetal bovino
decomplementado) y antibidticos 1% (penicilina-estreptomicina [PS]). La suspension se filtré a través de una

malla de 20 um. Enseguida la suspensidn se centrifugd a 500x g por 5 minutos a 20°C. El botdn celular
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obtenido se cultivé en medio DMEM/F12 suplementado con 20% de SFB y 1% de PS. Se dejaron las células
en cultivo hasta su adherencia, después el medio se cambié cada 3 dias. Cuando el cultivo ocupdé mas del
90% del 4rea en la botella de cultivo, las hAMSC fueron crio-preservadas como cultivo primario y otra parte
de se mantuvo en cultivo para su caracterizacidn y posterior uso. Para cada uno de los ensayos se usaron

células de los pases 2-6.

Para la caracterizacion de las hAMSC se realizé la evaluacién de la expresidn de los marcadores de
linaje mesenquimal como CD105, CD90, CD73, CD44 y CD29 por citometria de flujo; ademas se confirmd la
ausencia de marcadores hematopoyéticos como CD34 y CD45. Cada lote de hAMSC usado para los ensayos
de este trabajo se caracterizd a través de la expresidon de los marcadores del linaje mesenquimal. Como
parte de la caracterizacién de las hAMSC también se realizé el inmunomarcaje para fluorescencia de los
marcadores embrionarios Oct-4 y SSEA-4. Cada una de las metodologias se explican a detalle a

continuacion.

11.3 Caracterizacidn de las células mesenquimales amnidticas humanas

De acuerdo a lo reportado en el Primer Taller Internacional de Células Mesenquimales obtenidas de
Placenta, se utilizaron los siguientes criterios minimos requeridos para la definicion de las hAMSC: 1)
adherencia al plastico de las botellas de cultivo; 2) la capacidad de generar unidades formadoras de
fibroblasto (U-UFC); 3) la expresidon de un patrén de marcadores de superficie de linaje mesenquimal y
expresion de marcadores embrionarios; y 4) la capacidad de diferenciacion hacia uno o mas linajes

celulares.

11.3.1 Ensayo de generacion de unidades formadoras de fibroblasto

Para realizar este ensayo se sembraron en una botella de cultivo T75 de plastico hAMSC con una
densidad de dos células por cm” en medio DMEM-F12 suplementado con el 10% de SFB durante 10 dias
haciendo un remplazo de medio nuevo cada 3 dias. Después del tiempo de cultivo las células se tifieron

durante 5 minutos con cristal violeta al 0.5% en metanol. Enseguida las células se lavaron con agua destilada
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hasta eliminar el exceso de colorante. El tamafo considerado para las colonias formadas fue de >2 mm de

diametro.

11.3.2 Evaluacion de la expresion de los marcadores de linaje mesenquimal por citometria de flujo

Las hAMSC se recolectaron de la botella de cultivo incubando durante 5 minutos a 37°C con 5% de
CO, con tripsina al 0.25% en PBS-EDTA, se adicionaron 3mL de medio DMEM suplementado y se centrifugé
la suspension celular a 800 x g, 5 minutos a 4°C. Enseguida, las hAMSC se fijaron con PFA al 4% durante 10
minutos y se lavaron con SSB. Las hAMSC fijadas se incubaron durante 30 minutos con los anticuerpos
acoplados a flurocromo CD105-FITC, CD90-PE, CD73-FITC, CD29-PE, CD44-PECy7, CD34-APC y CD45-PerCP.
Después del tiempo de incubacién, las células se lavaron y suspendieron con PBS. Las hAMSC se
mantuvieron cubiertas de la luz hasta su adquisicion en el clitdmetro FACS verse (Becton Dickinson,

California, EUA). Se adquirieron 10 000 eventos y el andlisis se realizé con el programa Flowjo 7.0.

11.3.3 Inmunomarcaje de fluorescencia para los marcadores embrionarios Oct-4 y SSEA-4

Las hAMSC con un densidad de 3x10° células/ml por pozo se adhirieron a cubreobjetos circulares
(12 mm?) cargados con poli-L-lisina y se fijaron con PFA 4% durante 10 minutos. Después de lavar tres veces
con PBS, las células se incubaron con solucién de bloqueo (5% albimina-0.05% triton-PBS) 2h a 4°C.
Terminado el bloqueo las hAMSC se dejaron a 4°C toda una noche con los anticuerpos primarios anti-OCT-4
(1:100) y SSEA-4 (1:100) en solucién de bloqueo. Posteriormente, se usaron los anticuerpos secundarios
anti-conejo acoplado a Alexa Fluor 488 y el anti-ratén acoplado a Alexa Fluor 594 (1:500) en solucion de
bloqueo. Después de 2 horas de incubacidn con los anticuerpos secundarios a temperatura ambiente (TA),
se realizaron dos lavados con PBS-Tween al 0.05% (PBS-T) y se agregd Vectashield-DAPI para identificar los
nucleos. Finalmente, se montaron y sellaron las muestras sobre porta objetos. Las imagenes fueron
adquiridas con un microscopio ApoTome Il y analizadas con el software Axiovison 2.0 (Carl Zeiss, Jena,

Alemania).
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11.3.4 Diferenciacion In vitro de las hAMSC

Las hAMSC a una densidad de 2x10° células/ml se sembraron por pozo en medio DMEM-F12
suplementado en una placa de 24 pozos sobre cubre objetos cargados con poli-L-lisina. Las células se
dejaron adherir durante 3 dias, y después el medio fue remplazado con el respectivo medio de cultivo de
diferenciacién. Las hAMSC se mantuvieron en cultivo durante 3 semanas con un reemplazo de medio nuevo
cada dia. Todos los medios de diferenciacién fueron preparados con DMEM-F12 suplementado con 10% de
SFB y 1% de PS; ademas de los respectivos factores especificos de diferenciacion como sigue: para la
diferenciacién condrogénica (6.25 pg/ml de insulina, 10 pg/L de rhTGF-B1, 300 nmol/L de acido ascérbico);
y para la diferenciacién hepatogénica (100 nmol/L de dexametasonay 100 nmol/L de insulina) **’. Después
del cultivo con las diferentes condiciones y para corroborar la diferenciacién de linaje celular; se realizaron
tinciones de inmunofluorescencia y tinciones histolégicas especificas para cada linaje celular evaluado.

Tinciones histoldgicas: Para evaluar la capacidad de diferenciacidon de las hAMSC hacia condrocitos
se realizd la tincién con azul de alcian con la finalidad de determinar la presencia de glicosaminoglicanos.
Para corroborar la diferenciacion hepatogénica se uso la tincion de PAS (tincion de acido peryddico de
Schiff) para identificar glucdgeno, glicoproteinas y glicolipidos.

Tinciones de inmunofluorescencia: Las hAMSC se fijaron con PFA al 4% durante 10 minutos a 4°Cy
se incubaron con solucion de bloqueo durante 2 h a 4°C. Posteriormente, se incubd durante la noche a 4°C
con los anticuerpos primarios anti-colageno Il y anti-albumina respectivamente; el exceso de anticuerpo se
lavé con PBS-T. Las muestras se incubaron 2 horas a TA con el anticuerpo secundario conjugado anti-conejo
Alexa Fluor 488 (1:500) a TA en solucién de bloqueo. Finalmente, las muestras se lavaron dos veces con PBS-
Ty se montaron con Vectashield-DAPI para la identificacidon de los nucleos. Las imdagenes fueron adquiridas

con un microscopio ApoTome Il y analizadas con el software Axiovison 2.0 (Carl Zeiss, Jena, Alemania).

11.4 Purificacién de PMN de médula ésea de ratdn mediante inmunomagneto seleccion negativa

Se obtuvieron las tibias y fémures de ratones machos de 6-8 semanas de la cepa Balb/c. Para la
obtencidn de células de médula dsea se cortaron las cabezas de cada hueso. Con ayuda de una jeringa para

insulina se perfundié medio para neutrdfilos (HBSS, 1% glucosa, 0.5% albumina) a través de cada hueso,

29



Efecto inmunosupresor de las hAMSC y TSG-6 sobre la formacion de NET

para obtener toda la medula ésea. La suspensién obtenida se homogenizé y filtré a través de una malla de
20 pum con la finalidad de eliminar restos de tejido y hueso. La suspension filtrada se centrifugd a 300 x g
durante 10 minutos a 10°C. El botén celular se suspendid en PBS y se purificaron los neutréfilos de acuerdo
a las instrucciones del kit para purificacidon de neutréfilos de ratén MACS Miltenyi Biotec.

Brevemente, el proceso de separacion se hizo utilizando un cocktail de anticuerpos marcados con
biotina dirigidos contra todas las células en la suspension de medula ésea de ratones exceptuando los
neutrdéfilos. Después de la incubacién con el cocktail de anticuerpos biotinados, se incubd la suspensién con
perlas metalicas acopladas a anticuerpos anti-biotina. Enseguida, la suspensién se pasé por una columna
acoplada a un iman. El procedimiento permite el paso de los neutréfilos a través de la columna y la
retencién en la columna de las células unidas a los anticuerpos y las perlas metdlicas. Los neutrdfilos

purificados se mantuvieron a 4°C hasta ser adheridos y estimulados para los siguientes ensayos*®

. La pureza
de los neutrodfilos purificados fue analizada por citometria de flujo con la expresion de la enzima elastasa; asi
mismo se realizd una tincién para la molécula de adhesién CD11b para corroborar la no activacion de los
neutrdfilos debido al proceso de purificacién, ya que se sabe que durante la activacion del neutréfilo se
puede observar un aumento de la expresion del marcador CD11b *°. Para la adquisicidn de las células se
uso el citdbmetro FACS verse (Becton Dickinson, California, EUA). Se adquirieron 10 000 eventos y el andlisis

se realizé con el programa Flowjo 7.0.

11.5 Evaluacién de la presencia de TSG-6 en las hAMSC

La presencia de la proteina TSG-6 en las hAMSC se evalué a nivel transcripcional y proteico. Por lo

que se realizaron ensayos de RT-PCR e inmunofluorescencia, respectivamente.

11.5.1 Ensayos de RT-PCR

Para los ensayos de RT-PCR se usaron 1.5X10* hAMSC de los pases 2-4 cultivadas con medio DMEM-
F12 suplementado a 37°C con 5% de CO; en placas de 6 pozos. Las células se mantuvieron en cultivo hasta
su completa adherencia, enseguida se cultivaron 20 horas previas a la extraccion de RNA total con medio sin

SFB. ElI RNA total de las células se extrajo usando el Kit RNeasy Mini, Qiagen siguiendo las instrucciones del

30



Efecto inmunosupresor de las hAMSC y TSG-6 sobre la formacion de NET

fabricante. Se realizd la cuantificacién del RNA total en el equipo Nanodrop 2000. Para las reacciones de
retrotrascripcion (RT) se utilizaron 100 ng de RNA total de cada una de las muestras, para la RT se usé el kit
Omniscript de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realizd la PCR usando una
concentracidon de 10mM de los iniciadores para beta-2-microglobulina (#,m) como gen constitutivo, F=
CACCCCCACTGAAAAAGATG / R=ATATTAAAAAGCAAGCAAGCA, producto 167pb; y de la Proteina del gen 6
estimulado por TNF alfa (tsg6) F=GTCTGTGCTGCTGGATGGAT/R=TAAAGACGCCACCACACTCC, producto 178
pb. La reaccién de PCR se realizd con el kit KAPA2G Fast ReadyMix PCR de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Los transcritos se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% en solucién amortiguadora TAE 1X y se
reveld con bromuro de etidio; las imagenes fueron capturadas y digitalizadas usando el sistema G-Box y
Gene Snap Software version 7.12.6 (Syngene, London, UK). Las bandas observadas del transcrito de TSG-6 se
analizaron cuantitativamente por densitometria en el programa Image J y los valores se normalizaron con
respecto al gen constitutivo beta-2 microglobulina (B2m). Los resultados se reportan como el indice de la

densidad 6ptica de TSG-6/ B2m + EE.

11.5.2 Secuenciacion automatizada de ADN

Se secuenciaron directamente los productos tsg-6 amplificados por RT-PCR para confirmar la
identidad del amplicén. La secuencia de nucledtidos se obtuvo utilizando el kit de terminadores marcados
con fluorescencia BigDye terminator. Las muestras se analizaron en el secuenciador de DNA ABI/ 310
(Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas se compararon con la secuencia publicada del gen tsg-6

humano publicado en la base de datos del NCBI (Ensemble transcript ID nimero ENSG00000123610).

11.5.3 Ensayos de Inmunofluorescencia

Las hAMSC se adhirieron sobre cubreobjetos cargados con poli-L-lisina en una placa de 24 pozos a
una densidad de 3x10% células/ml por pozo. Posterior a la adhesion, y 20 horas previas al ensayo de
inmunofluorescencia, se cambié el medio de cultivo suplementado con medio sin SFB. Posteriormente, las
células se fijaron con PFA 4% durante 10 minutos y se incubaron con solucién de bloqueo durante 2 horas a
4°C. Terminado el tiempo de bloqueo, las hAMSC se dejaron toda una noche a 4°C con un anticuerpo de

conejo anti-TSG-6 (1:100) en solucién de bloqueo. Al dia siguiente, las muestras se lavaron tres veces con
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PBS-T y se incubaron con un anticuerpo anti-lgG de conejo acoplado a Alexa Fluor 564 (1:500) en solucidn
de bloqueo. Finalmente, se evidenciaron los nucleos con DAPI y las muestras se montaron sobre
portaobjetos. Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio ApoTome Il y analizadas con el software

Axiovison 2.0 (Carl Zeiss, Jena, Alemania).

11.6 Silenciamiento del gen tsg6 mediante siRNA en hAMSC

Para los ensayos de silenciamiento se usaron hAMSC de los pases 2-4. Las hAMSC se sembraron a
una densidad de 1.5X10° células/ml en placas de 6 pozos y se mantuvieron en cultivo durante 24 horas.
Veinte horas previas al ensayo de transfeccién el medio suplementado se cambid por medio sin SFB.
Después, las hAMSC se dejaron en incubacién con 2 ml de medio OptiMEM. Se realizaron las diluciones en
medio de transfeccién OptiMEM de cada uno de los siRNA a utilizar de acuerdo a las instrucciones del
fabricante; se usé una concentracién de 20 pM de cada siRNA: siRNA TSG-6 (Santa Cruz sc-39819) y siRNA
aleatorio (Santa Cruz sc-37007). Para la transfeccién se generaron liposomas; para ello se diluyé 1 pl
lipofectamina por cada pozo con 49 uL de medio OptiMEM, se realizaron los cdlculos para el total de
condiciones usadas. Posteriormente, para la generacién de los liposomas en un tubo se mezclaron la
lipofectamina diluida y 20 pM de cada uno de los siRNA; la mezcla se homogenizé e incubd a TA durante 20
min. Los liposomas se agregaron a la placa de 24 pozos con las hAMSC; la placa se homogenizd con suavidad
y después se incubé durante 6 horas a 37°C con 5% de CO,. Terminado el tiempo de incubacidn, se retird
todo el medio OptiMEM vy los liposomas y se lavd una vez con medio nuevo. Después de la transfeccion, el
medio OptiMEM se reemplazd por 2ml de medio de cultivo suplementado sin antibiéticos (DMEM-F12, 10%
SFB) y las hAMSC se dejaron en cultivo por 24 horas adicionales. Al final del tiempo de cultivo los
sobrenadantes se recolectaron y fueron usados como medio condicionado (MC) para los ensayos
respectivos. La disminucién de la concentracién de TSG-6 en el MC se confirmd a través de ELISA.

ELISA de TSG-6: La concentracién de la proteina TSG-6 en los medios condicionados procedentes de
las hAMSC no transfectadas (MC), hAMSC transfectadas con siRNA aleatorio (hAMSC-AL) y de hAMSC
transfectadas con siRNA para TSG-6 (hAMS-TSG-6) se determinaron usando un kit de ELISA de TSG-6
humano. Veinticuatro horas después de la transfeccion de las hAMSC, se recolectaron los MC e

inmediatamente después se realizd el ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante. Los MC recién
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obtenidos junto con la curva estdndar se incubaron 2.5 horas a TA sobre la placa de ELISA. Enseguida se lavd
cuatro veces con soluciéon de lavado y se colocd el anticuerpo de deteccidn e incubd durante una hora mas a
TA. Después de 4 lavados, se incubd con una solucidn de estreptavidina durante 45 minutos a TA. Se repitio
el paso de lavado de la placa; finalmente se agregd solucién de sustrato-cromdégeno TMB y se incubd
durante 30 minutos a TA en oscuridad. La reaccidn se detuvo con la solucidn de paro e inmediatamente
después se leyd la placa en un espectrofotometro (Multiskan Ascent, Thermo Labsystems, PHL, USA) a
450nm. Los cdlculos de la concentracidn de la proteina se hicieron utilizando la curva estandar.

RT-PCR de TSG-6 : Para confirmar el silenciamiento del gen tsg6 y la disminucidn en la expresion de
la proteina en las hAMSC, se realizaron ensayos de RT-PCR y de citometria de flujo **°. Los ensayos de RT-
PCR se realizaron como ya se describié anteriormente. La tincidon de citometria para TSG-6 se hizo como
sigue: Las hAMSC se fijaron y permeabilizaron con 0.2 ml de la solucién Cytofix/cytoperm-BD a 4 °C durante
20 minutos. Enseguida las células se lavaron con solucién de lavado (Permwash solution-BD) y se
centrifugaron a 800x g durante 5 minutos. Posteriormente, las células se incubaron a TA por 30 minutos con
un anticuerpo primario de conejo anti-TSG-6 (1:100) diluido en solucidn de lavado. Terminada la incubacién,
se lavaron y centrifugaron las células una vez; enseguida se colocd el anticuerpo anti-lgG de conejo
acoplado a Alexa Fluor 488 (1:500) en solucidn de lavado y se incubd a TA 30 minutos en oscuridad. Al final
de la incubacion las células se lavaron nuevamente y se suspendieron en 0.4 ml de PBS. Finalmente, se
adquirieron 10 000 eventos en el citdmetro FASC verse. Al mismo tiempo de la tincion se realizaron
controles del anticuerpo secundario y autofluorescencia de las células. Los resultados de la expresion de

TSG-6 se muestran como la intensidad media de la fluorescencia (MIF, por sus siglas en inglés) + EE.

11.7 Preparacion del medio condicionado (MC) de las hAMSC

Las células mesenquimales amnidticas humanas con o sin tratamiento de transfeccidon con
siRNA se colocaron a una densidad de 1.5 x 10° células/ml por pozo en una placa de 6 pozos.
Veinticuatro horas después de la adhesidon de las hAMSC, se reemplazé el sobrenadante con 2 ml de
medio DMEM-F12 suplementado o con DMEM-F12 sin suplemento en el caso del tratamiento de
transfeccién con siRNA (véase procedimiento anterior). Las células se cultivaron durante 24 horas a

37°C con atmodsfera de CO2 al 5%. Después del tiempo de cultivo se recolectd el sobrenadante y se
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consider6 como medio condicionado (MC). Todos los medios condicionados se utilizaron
inmediatamente después de su recoleccién. Para los experimentos de inhibicién de las NET de los

neutroéfilos, se usd MC completo sin ninguna dilucién junto con el estimulo de LPS.

11.8 Induccidon de NET con lipopolisacarido en neutréfilos de ratén

Los neutrofilos purificados de medula ésea de ratdn se estimularon con diferentes concentraciones
de lipopolisacdrido (LPS), durante diferentes tiempos para evaluar la concentracién y tiempo adecuados de
estimulacién para cada ensayo. La concentracion de LPS y el tiempo de estimulo adecuados para el sistema
y condiciones de trabajo fueron 32 ug/ml de LPS y 90 minutos. Para la induccién de NET en los neutrdfilos,
se colocaron neutréfilos a una densidad de 4x10* en 0.1 ml de medio RPMI con o sin estimulo y se dejaron
adherir a 37°C durante 20 minutos sobre cubreobjetos cargados con poli-L-lisina en placas de 24 pozos.
Terminado el tiempo de adhesién, se agregd a los pozos respectivos hasta un volumen final de 0.5 ml el
medio con o sin estimulo de LPS. Después los neutréfilos se incubaron a 37°C con atmdsfera de CO, 5%

durante 90 minutos.

11.9 Tincién de inmunofluorescencia de las NET

Al final de la incubacion de los neutrdfilos con cada una de las condiciones evaluadas, se realizé una
tinciéon de inmunofluorescencia para elastasa y el DNA se tifid con ioduro de propidio (IP) para la
visualizacion de las NET. Para ello las NET se fijaron con PFA al 4% por 10 minutos a TA; enseguida se lavaron
dos veces con SSB y se bloquearon durante 2 horas a TA. Después las muestras se incubaron toda una noche
a 4°C con un anticuerpo primario de conejo anti-elastasa (1:100); después se lavd dos veces con PBS-T.
Posteriormente, las muestras se incubaron 2 horas a TA con un anticuerpo anti-IlgG de conejo acoplado a
Alexa Fluor 488 (1:500). Finalmente, las muestras se lavaron con PBS-T y se visualizé el DNA con IP (0.25
ug/ml). Las muestras se montaron sobre porta objetos con solucién de montaje (1 PBS: 1 glicerol) y se
sellaron. Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio ApoTome Il y analizadas con el software

Axiovison 2.0 (Carl Zeiss, Jena, Alemania).
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11.10 Cuantificacidon de neutréfilos con NET liberadas

Para cada condicién usada, se seleccionaron cinco campos aleatorios que fueron usados para la
cuantificacion de neutréfilos con NET liberadas. Los tiempos de exposicién para cada uno de los canales
usados se mantuvieron constantes durante la captura de las imagenes. Para el andlisis cuantitativo se utilizd
el programa Image J. Las imagenes usadas correspondian a la combinacion de los canales rojo y verde. El
analisis se realizd de la siguiente manera: las imagenes adquiridas se cargaron como documentos con
terminacion JPGE en el programa Image J. Enseguida el brillo y contraste se ajustaron en las imdagenes con el
objetivo de visualizar mejor las NET. Después del ajuste de brillo y contraste, se generd una imagen binaria
en blanco y negro y se restd el fondo. Enseguida se realizo el andlisis automatico de particulas en la imagen
para un tamafio minimo de 20 pixeles. Los valores obtenidos corresponden al area total ocupada por las
NET liberadas. Los valores se presentan como el porcentaje del area total ocupada por las NET liberadas +

EE con respecto a los neutréfilos no estimulados'®

. Para la obtencién del porcentaje de area ocupada por
las NET se consideré la condicidn sin estimulo como el area basal ocupada y a ésta se le asigné el valor del
100%, a partir de ésta consideracion se calcularon los porcentajes de area de las demds condiciones;
finalmente se resto el valor basal de 100 a cada condicion para representar graficamente el aumento del

porcentaje del area ocupada respecto al basal.

11.11 Efecto del medio condicionado de las hAMSC sobre la liberacion de NET

Para evaluar el efecto de los factores solubles sobre la liberacion de NET, los neutrdfilos de ratén se
estimularon con LPS como se describidé anteriormente y se incubaron con el medio condicionado respectivo
durante 90 minutos. Para evaluar el efecto de TSG-6 del MC de las hAMSC sobre la liberacién de NET se
realizd el silenciamiento del gen de tsg6 en las hAMSC como se indicé previamente y se recolectd el
sobrenadante de las hAMSC 24 horas posteriores al proceso de transfeccidén. Después de la incubacion con
cada MC se realizd la inmunotincion de fluorescencia para la visualizacion y andlisis de las NET, como se

describié anteriormente.
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11.12 Inhibicidn de las NET con TSG-6 recombinante humana (rhTSG-6)

Los neutrdfilos de ratén se estimularon para la induccion de NET sobre cubreobjetos cargados con
poli-L-lisina en una placa de 24 pozos, como se describié anteriormente. Posteriormente, la placa se incubd
por 20 minutos para permitir la adhesion de las células. Después de la adhesidn, se adicionaron diluciones
seriadas de la proteina rhTSG-6 partiendo de una concentracion de 1000 pg/ml hasta 125 pg/ml, usando un
factor de dilucion 1:2. Los neutrdfilos se incubaron por 90 minutos a 37°C y 5% CO, de atmdsfera. Después
de la incubacién, los neutréfilos se fijaron, bloquearon y analizaron por inmunofluorescencia como se

describid anteriormente.

11.13 Ensayo de reduccion de azul de Nitrotetrazolio (NBT)

La reduccién del NBT se usa para cuantificar especies reactivas del oxigeno como el anién
superdxido en ésta se genera como producto un precipitado color azul llamado formazan. Para el ensayo se
disolvieron 10 mg de NBT (Sigma Aldrich; N6876) en 1 ml de agua destilada para tener una solucion stock a
una concentracion de 10 mg/ml. La solucidn se prepard inmediatamente antes de usarse y se mantuvo a 4°C
en oscuridad. A partir de la solucién stock se prepard una solucion de trabajo al 0.3%. Para el ensayo de
reduccidn, los neutréfilos (2x10° células/0.1 mL) se estimularon para la liberaciéon de NET (como se explicd
anteriormente) e incubaron con todas las condiciones a evaluar. La solucidn 0.3 % de NBT se agregd a una
concentracién final de 0.1% en cada pozo. Se evalud la formacion de superdxido en diferentes periodos de
tiempo 15, 30, 60 y 90 minutos. Después se retird el sobrenadante y las células se fijaron con metanol
absoluto durante 5 minutos a TA. Enseguida las células se lavaron con 0.5 ml de metanol al 70% y se dejaron
secar completamente en oscuridad. Finalmente, los depdsitos de formazan se solubilizaron en 120 pl de
hidréxido de potasio (KOH) 2M junto con 140 ul de dimetil sulféxido (DMSO) para cada pozo. Las muestras
se homogenizaron y pasaron a una placa de 96 pozos para finalmente ser leida en el espectrofotémetro
Multiskan Ascent a 630 nm. Para la representacion de los resultados se calculé la concentracidon de
superéxido (nM). Los valores nM de superdxido se calcularon de acuerdo a la equivalencia (Densidad

Optica; OD por sus siglas en inglés) 0.1 0D =1.9nM O'.
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Los resultados se expresan como el aumento del porcentaje de produccién de ROS + EE (% ROS +
EE) con respecto al porcentaje basal de los neutroéfilos sin estimulo considerado el 100% de produccién de
ROS. Para la evaluacion del efecto de la proteina recombinante de TSG-6 sobre la formacién de ROS, se
siguié la técnica descrita anteriormente; con la Unica modificacion que las muestras se incubaron 15
minutos con las diluciones de la rhTSG6. El andlisis de resultados se realiz6 de la misma manera descrita

anteriormente.

11.14 Medicidn del potencial de membrana mitocondrial

La medicion del potencial de la membrana mitocondrial (Aym) es un indicativo del correcto
funcionamiento mitocondrial. La inhibicidn del Am estd relacionada con la disminucién de la fluorescencia
de la sonda lipdfila catidnica 3,3-ioduro de dihexilocarbocianina (DiOC6(3)). Este ensayo se realizé en 2x10°
/ml neutréfilos estimulados con LPS 32 pg/ml con en suspension en tubos con fondo en U, el estimulo y la
incubacién con los medios condicionados de las hAMSC se hizo durante los tiempos 15, 30, 60 y 90 minutos.
Después los tubos se centrifugaron a 300 x g y se elimind el sobrenadante. Enseguida se agregaron 0.2 ml
de la sonda DiOC6 (3) (1:200 en PBS) y se incubd durante 15 minutos en oscuridad a TA. Posteriormente, las
células se lavaron con PBS y se centrifugaron a 300 x g por 5 minutos. Finalmente, las células se

122 en el citémetro FASC Calibur

suspendieron en 0.4 ml de PBS y se adquirieron inmediatamente
(California, EUA); se adquirieron 10 000 eventos de cada muestra. El analisis se realizé con el programa

Flowlo 7.0. Los datos se representan como el promedio del porcentaje de pérdida del A, (%A, loss) + EE.

11.15 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Prism GraphPad 5.0 (La Jolla, CA, USA). Los
datos se representaron como la media + el error estandar (EE); los valores se obtuvieron de experimentos
individuales y los valores de p< 0.05 se consideraron como estadisticamente significativos. Los datos se

analizaron con una prueba de t de Student seguida de una correccién de Welch.
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12. Resultados

12.1 Caracterizacion de las células mesenquimales amnidticas humanas (hAMSC)

Se realizé la caracterizacién de las células mesenquimales obtenidas de membrana amnidtica de

acuerdo a los criterios establecidos por la Sociedad Internacional de la Terapia Celular *°.

Las células obtenidas de la membrana presentaron adherencia al plastico de las botellas de cultivo y
una morfologia fibroblastoide (Figura 6A). Asi mismo, después de realizar el ensayo de clonogenicidad, se
observé la capacidad de las hAMSC de generar colonias de agregados celulares tefiidos en violeta mayores a

2 mm? (Figura 6B), generados a partir de células cultivadas a una baja densidad.

Otro de los criterios minimos de caracterizacién de las hAMSC evaluados en este trabajo fue la
expresion de marcadores embrionarios de pluripotencialidad 2. Se evalud la expresién de los factores de
transcripcién y marcadores embrionarios OCT-4 y SSEA-4 a través de inmunotinciones de fluorescencia.
Después de realizar la tincion con los anticuerpos primarios y secundarios acoplados a un fluorocromo Alexa
Fluor 488 o Alexa Fluor 594 respectivamente, se encontré que las hAMSC fueron positivas (< 95%) a la
expresion de los factores de transcripcion OCT-4 y SSEA-4 (Figura 6C). Asi mismo, se evalué la capacidad de
las hAMSC de expresar en su superficie un patrén de marcadores del linaje mesenquimal particular. Cuando
se caracterizd a través de citometria de flujo el inmunofenotipo de las células aisladas y cultivadas
obtenidas de la membrana amnidtica se encontrd que estas células son positivas para la expresién de los
marcadores: CD29: 95.68% (+ 8.35); CD44: 94.03% (+11.08); CD73: 92.0% (£ 15.76); CD90: 94.57% (+ 9.5);
CD105: 99.63% (£0.6). Estos resultados se expresan como el promedio * ES (Figura 6D). En contraste a la
expresion de los marcadores mesenquimales, se ha descrito como caracteristica de las MSC la negatividad
de expresion de marcadores de origen hematopoyético; por lo que también se evallo esta caracteristica por
medio de citometria de flujo, encontrandose que las hAMSC son negativas a la tincion de CD34 y CD45

(<1%) (Figura 6D).

Dentro de los criterios de caracterizacidn segun la ISTC se encuentra la capacidad de diferenciacién

de las MSC hacia diferentes linajes celulares. Respecto a la caracteristica anterior se encontré que las células
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mesenquimales amnidticas humanas tienen la capacidad de diferenciarse hacia condrocitos y hepatocitos.
La capacidad de diferenciacidn se evaltio después del cultivo durante 3 semanas de las hAMSC con medio de
diferenciacidon condrogénico y hepatogénico. La capacidad de diferenciacién se evalud a través de la
expresion de proteinas especificas de cada tipo celular analizado. La deteccidn de las proteinas especificas
de cada tipo celular se realizé mediante inmunofluorescencia; se evalud la expresion de coldgeno tipo Il en
el caso de las hAMSC cultivadas con medio condrogénico y la expresién de albumina en las hAMSC
diferenciadas hacia hepatocitos. Asi mismo, se realizaron tinciones histolégicas especificas con azul de
alcian y PAS respectivamente, para determinar la presencia de glucosaminoglicanos en las hAMSC
diferenciadas a condrocitos y glucdégeno en las hAMSC cultivadas con medio hepatogénico. Las hAMSC
cultivadas con los medios de diferenciacidn fueron positivas a la expresidn de las proteinas colageno Il y
albumina, respectivamente (Figura7A). Ademas, se observé la presencia de glicosaminoglicanos evidenciado
por la presencia de precipitados azules, debido a la tincién de azul de alcian en las hAMSC cultivadas con
medio condrogénico; asi como precipitados en color magenta que evidencian la presencia de glucégeno en

las células con medio de diferenciaciéon hepatogénico (Figura 7B).

Figura 6. Caracterizacion morfoldgica y fenotipica de las hAMSC. Micrografia de contraste de fases de hAMSC del
pase 3 adheridas a una placa de cultivo de poliestireno que muestra la morfologia fibroblastoide en forma de huso
de las hAMSC (A). Microfotografia de las U-UFC tefiidas con cristal violeta de hAMSC cultivadas durante 10 dias a
una confluencia de 3x10° células. Las barras de escala representan 100um (B). Microfotografias de la tincién para
los marcadores embrionarios OCT-4 (panel izquierdo) y SSEA-4 (panel derecho) en las hAMSC. DAPI se utilizé para el
contraste de los nucleos. Las barras de escala representan 20um; estas son imagenes representativas de tres
ensayos independientes (C). Histogramas de la expresion de los marcadores del linaje mesenquimal expresados en
hAMSC del pase 4 analizados por citometria de flujo. Las hAMSC fueron positivas para la expresién de CD105, CD73,
CD90, CD44 y CD29; y negativas a la expresidon de marcadores los hematopoyéticos CD34 y CD45. Los valores se
representan como el promedio del porcentaje de expresiéon + EE (D).
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Figura 7. Las hAMSC tienen la capacidad de diferenciarse a hepatocitos y condrocitos. Las hAMSC se
cultivaron durante 3 semanas con medio de diferenciacién hepatogénico o condrogénico. Posteriormente
las hAMSC se marcaron contra albumina o colageno Il y los nucleos se visualizaron con DAPI. Micrografia
de fluorescencia de la tincidn contra albumina de las hAMSC cultivadas con medio hepatogénico (panel
superior izquierdo) y microfotografia de las hAMSC diferenciadas a condrocitos positivas para colageno |l
(panel superior derecho). Las barras de escala representan 20um. Estas son imagenes representativas de
tres ensayos independientes (A). Para corroborar la diferenciacion hepatogénica y condrogénica se
realizaron tinciones de PAS vy azul de alcian. Micrografia de campo claro de las hAMSC diferenciadas a
hepatocitos positivas a la presencia de glucégeno evidenciado con la tincién de PAS como precipitados
color magenta (panel inferior izquierdo); microfotografia en campo claro de las hAMSC diferenciadas a
condrocitos capaces de sintetizan proteoglicanos y glucosaminoglicanos evidenciados como precipitados
azules debido a la tincidn de azul de alcian (panel inferior derecho) (B). Las barras de escala representan
100 um. Estas son imagenes representativas de tres ensayos independientes.
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12.2 Aislamiento y caracterizacion de neutroéfilos de médula ésea de ratén

Se realizé la obtencidn de neutrdfilos purificados de médula dsea de ratén (NP-MO) por medio del
kit MACS Miltenyi Biotec. Se analizd por citometria de flujo la presencia de elastasa, enzima contenida en los
granulos secundarios de los neutréfilos para evaluar la pureza de la poblacion aislada; y la expresion de la
molécula de adhesion CD11b para evaluar la activacidon de los neutréfilos aislados de la medula ésea. El
proceso de seleccién negativa por inmunomagneto permitié purificar una poblacion de células que de
acuerdo a sus caracteristicas de tamafio y complejidad corresponden a la poblacién de granulocitos. El
porcentaje de la poblacién de granulocitos se enriquecié de un 38.4 % hasta un 96% (Figura 8A). Los
resultados obtenidos del marcaje para elastasa de la fraccién de células purificadas, mostraron que > 98%
de la poblacién aislada fue positiva para la expresién de la elastasa del neutrdfilo en comparacién con el
control de tincién secundario (Figura 8B). Por otro lado, como estrategia para descartar la posible activacion
de los NP-MO debido al proceso de purificacién se realizo la tincidn para la molécula de adhesién CD11b. La
expresion de CD11b en los NP-MO (histograma azul) fue similar a la encontrada en la poblacién de
neutrdéfilos no purificados de medula dsea de ratén (NNP-MO; histograma negro) (Figura 8B). A través de la
intensidad media de fluorescencia (MIF, por sus siglas en inglés), se evalud la expresién de CD11b en las dos
poblaciones NP-MO y NNP-MO y se compard con una poblacion de neutrdfilos que fue estimulada durante
30 minutos con LPS (N-LPS). Se observé un aumento de la MIF de CD11b en la poblaciéon de N-LPS (Figura
8B), sin embargo este nivel de expresidon no se observé en las poblaciones de NP-MO y NNP-MO, por lo que
se corrobord que no ocurrié la activacion de los neutrdfilos purificados debido al proceso de seleccidn
negativa por inmunomagneto. Por lo anterior, fue posible aislar de medula dsea de ratdn una poblacién de

neutréfilos no activados con un pureza 298% para poder desarrollar los ensayos de este trabajo.
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Figure 8. Aislamiento y caracterizacion de la fraccion de células polimorfonucleares de médula 6sea de
raton purificadas por inmuno-magneto seleccién negativa. Grafico de puntos del tamafio y complejidad del
porcentaje de la poblacién de polimorfonuclear de médula ésea no purificada (NNP-MQO) comparada con la
poblacidén polimorfonuclear purificada por seleccion negativa por inmunomagneto (NP-MO) (A). Histograma de
la expresion de la proteina elastasa del neutréfilo en la poblacidn polimorfonuclear purificada (histograma
azul), comparado con polimorfonucleares purificados sin tincion (histograma gris) (B). Histogramas del nivel de
expresion de la molécula de adhesién CD11b en las poblaciones de polimorfonucleares no purificados [NNP-
MO; histograma negro], polimorfonucleares purificados [NP-MO; histograma azul] y polimorfonucleares
estimulaos con lipopolisacdrido de E.coli LPS [N-LPS; histograma rojo] (C). MIF: intensidad media de
fluorescencia.
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12.3 Efecto de los factores solubles de hAMSC sobre la formacion de NET

Los factores solubles secretados por las hAMSC fueron capaces de disminuir la capacidad de los
neutrdfilos de ratdn de liberar trampas extracelulares. Con la poblacidn de neutréfilos de ratén purificada se
realizd la induccién de trampas extracelulares utilizando diferentes tiempos de incubacion vy
concentraciones de LPS. Se encontrd que la mejor concentracion de induccion de NET fue 32 ug/ml de LPS
en un tiempo de 90 minutos; condiciones en las que se observod la liberacion de DNA (p<0.05) comparado

con células sin ningun estimulo, junto con un menor grado de degradacion de las trampas (Figura 9).

Utilizando las condiciones dptimas de induccidon de NET encontradas anteriormente, se cultivaron
neutrdéfilos de ratdén con LPS durante 90 minutos a 37°C con atmdsfera al 5% de CO,. Al mismo tiempo de
estimulacién, algunos neutrdfilos se incubaron con el medio condicionado obtenido de las hAMSC (MC-
hAMSC) y con hAMSC utilizando un sistema transwell (TW-hAMSC) que permite Unicamente la interaccién

de los neutroéfilos con moléculas solubles liberadas por las hAMSC.

La evaluacion del efecto de los factores solubles secretados por de las hAMSC sobre la liberacién de
trampas extracelulares del neutrdfilo se realizé por medio de inmunofluorescencia. Se observd la liberacion
de estructuras en forma de red alrededor en los neutréfilos que fueron estimulados con LPS (N-LPS); estas
estructuras se observaron formadas principalmente por DNA extracelular visualizado con yoduro de
propidio (rojo) mezclado con la elastasa (verde), observandose el sobrepuesto de los colores en verde y rojo
(flechas blancas) (Figura 10A, panel superior derecho); lo que confirmé la formacion de NET en los
neutrdéfilos estimulados. En comparacion con los neutréfilos no estimulados (N-NE), las tinciones de DNA y
elastasa fueron positivas solo de forma intracelular y ninguna estructura semejante a las NET se observé
(Figura 10A, panel superior izquierdo). Sin embargo, se encontrd la liberacion de DNA y elastasa en algunos

campos observados en los N-NE debido a la posible ruptura de células a causa de la manipulacién.

Cuando los neutrdéfilos estimulados se mantuvieron en contacto con el MC-hAMSC se observé en las
microfotografias de diferentes campos una diminucién del nimero y drea ocupada por las NET liberadas por
los neutrdfilos (flechas blancas) (Figura 10A, panel inferior izquierdo), cuando se compard con los campos

observados en los N-LPS. De igual manera que con el MC-hAMSC, cuando los N-LPS se co-cultivaron con las
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hAMSC usando un sistema transwell, se observd una disminucién del drea ocupada por las NET liberadas

(Figura 10A, panel inferior derecho).

El andlisis cuantitativo del drea de NET liberadas se realizd haciendo la medicién con el programa
Image J del drea ocupada por las NET en 5 campos aleatorios con aumento de 20X para cada condicion.
Después se calculd el porcentaje del drea ocupada por las células con NET liberadas, considerando el area
ocupada por los N-NE como el 100% del area basal ocupada por las células sin NET. Se encontrd un
porcentaje del 45% del area ocupada por las NET en los N-LPS, estadisticamente significativo (***p<0.001)
comparado con los N-NE; asi mismo, se encontrd una disminucion estadisticamente significativa (*p<0.05)
aproximada de un 25% del area ocupada por las NET en los neutréfilos cultivados con MC-hAMSC en
comparacién a los N-LPS ; finalmente cuando los neutrodfilos fueron co-cultivados con las TW-hAMSC se
observé una disminucién del drea de NET liberadas en comparacion a las células solo con estimulo,
semejante a la observada con el MC-hAMSC. Debido que no se encontraron diferencias significativas
estadisticamente (p=0.05) entre MC-hAMSC y TW-hAMSC, para posteriores ensayos solo se trabajé con el
MC de las hAMSC (Figura 10B). Con los resultados anteriores se confirmdé que los factores solubles
secretados por las hAMSC presentes en el MC o secretados in situ son capaces de disminuir la liberacién de

trampas extracelulares en neutroéfilos estimulados.
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Figura 9. Induccidn de trampas extracelulares del neutréfilo (NET) con el estimulo de lipopolisacarido en
polimorfonucleares aislados de médula dsea de raton. Microfotografias de la liberacion de NET en
neutrdfilos murinos aislados de médula dsea de ratéon estimulados durante 180 minutos con diferentes
concentraciones [2, 4, 6, 8, 16, 32 y 64 ug/ml] de lipopolisacérido de E.coli. El DNA extracelular liberado en
las NET se visualizé con la sonda fluorescente DAPI. Las NET liberadas se consideraron como las redes
formadas con DNA extracelular (flechas blancas). Imagenes representativas de tres ensayos
independientes (A). Gréfico del porcentaje del drea ocupada por las NET liberadas de los neutrdéfilos
estimulados durante 180 minutos con las diferentes concentraciones de LPS; *p<0.05 [N-NE vs N-LPS 2, 4,
8, 32, 64 ug/ml]; *p<0.05 [N-LPS 2 pg/ml vs N-LPS 32 ug/ml]. El drea ocupada por las NET se cuantificd
utilizando el programa Image J. Los valores se representan como el promedio del porcentaje de NET
liberadas + EE, n=3 (B). Microfotografias de fluorescencia de la cinética de induccion de NET en los

neutrdfilos de raton con 32 pg/ml de LPS (C).
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Figura 10. Los factores solubles secretados por las hAMSC disminuyen la liberacién de NET en neutréfilos
murinos. Microfotografias de fluorescencia de los neutréfilos murinos aislados de médula dsea
estimulados con 32 ug/ml de LPS y cultivados con el medio condicionado de hAMSC (MC-hAMSC) o co-
cultivados con hAMSC usando un sistema transwell (TW-hAMSC), después de 90 minutos de cultivo. Las
NET se observan como estructuras en forma de red o nube compuestas por elastasa y DNA (flechas
blancas). La barra de escala representa 20um. Estas son imdgenes representativas de tres ensayos
independientes (A). Grafico del porcentaje del drea ocupada por las NET liberadas. El area ocupada por las
NET se cuantifico utilizando el programa Image J en cinco campos aleatorios para cada condicion evaluada.
Los datos se expresan como la media del porcentaje del drea ocupada por las NET liberadas + EE (n = 3),
*p< 0.05 [N-LPS vs. MC-hAMSC: N-NE vs. MC-hAMSCI: *** p< 0.0001 [N-NE vs. N-LPSI (B).

47



Efecto inmunosupresor de las hAMSC y TSG-6 sobre la formacion de NET

12.4 Expresion y presencia constitutiva de TSG-6 en las hAMSC

Como parte de los factores solubles con funciones inmunosupresoras que se saben pueden ser
secretados por las MSC se encuentra la proteina del gen-6 estimulada por TNF-alfa (TSG-6); por lo que se
evalud la expresion y presencia de TSG-6 en las células mesenquimales amnidticas humanas. Los resultados

mostraron la expresion constitutiva del gen y la proteina TSG-6 en las hAMSC.

El analisis por inmunofluorescencia de la presencia y localizacién de la proteina TSG-6 en las hAMSC,
mostré que las células mesenquimales presentan la proteina TSG-6 con un patrén de distribucién

posiblemente vesicular citoplasmatico y nuclear (Figura 11A).

Después de la extraccidn del RNA total de las hAMSC, se buscé el RNAm del gen para la proteina
TSG-6 y como gen constitutivo 32 microglobulina. Se corrieron los amplificados en un gel de agarosa al 1.5%
y se cuantificé la expresidn por densitometria. Se observé en las fotografias del gel de agarosa la expresidon
del producto del gen de la proteina TSG-6 en las hAMSC; asi mismo se encontré la expresion de 2
microglobulina. El andlisis semi-cuantitativo de la expresién de TSG-6 con respecto a la expresién de 2
microglobulina mostrd la expresién constitutiva del transcrito para la proteina TSG-6 en las hAMSC (Figura
11B). Se realizé la secuenciacion automatica del DNA del producto del gen obtenido de la RT-PCR. La
secuencia de nucledtidos del transcrito para tsg-6 obtenida (Figura 12) se compard con las secuencias
humanas para el gen tsg-6 reportadas en la base de datos electrénica del NCBI (Ensemble transcript ID

number ENSG00000123610); la homologia encontrada fue del 100% entre las secuencias analizadas.

Por lo tanto con lo anterior, la proteina TSG-6 se encuentra presente de manera constitutiva a nivel
transcripcional y proteico en las hAMSC y podria ser parte de los factores solubles con actividad

inmunosupresora secretado por las hAMSC.
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12.5 Silenciamiento de la proteina TSG-6 en las hAMSC

Se realizé el silenciamiento de la proteina TSG-6 en las hAMSC usando un RNA de interferencia
(siRNA, por sus siglas en inglés), para posteriormente evaluar la participaciéon de TSG-6 en el mecanismo de
inhibicidon de NET. La transfeccion de las hAMSC con el siRNA especifico para TSG-6 (siRNA-TSG-6) disminuyd

la expresidn del transcrito y la proteina.

Cuando se realizaron los ensayos de RT-PCR para evaluar la expresion del transcrito de TSG-6, se
encontrd que la transfeccion de las hAMSC con el siRNA-TSG-6 disminuyd significativamente la densidad de
la banda del transcrito de TSG-6 , en comparaciéon con las hAMSC transfectadas con el siRNA aleatorio
(siRNA-AL) inespecifico para el mensajero de TSG 6 (**p<0.01) y con la banda del transcrito de las hAMSC no
transfectadas (hAMSC) (*p<0.05) (Figura 11B). El andlisis por densitometria de las bandas del transcrito
paraTSG-6 indicod una disminucién de la expresidn del producto en las hAMSC transfectadas con siRNA-TSG-
6 (barra gris) de aproximadamente 0.2 (20%) unidades relativas con respecto a las hAMSC (barra blanca) y

hAMSC transfectadas con siRNA-AL (barra negra) (Figura 11B y 11C).

La disminucion de la proteina TSG-6 expresada en las hAMSC debido al silenciamiento se evalud a
través de citometria de flujo. La expresién de la proteina TSG-6 en las hAMSC se analizé utilizando la
intensidad media de fluorescencia (MIF), se encontré una disminucidon estadisticamente significativa
(*p<0.05) del MIF en las hAMSC tratadas con el siRNA-TSG-6 (linea y barra azul) cuando se comparé con el
MIF de las hAMSC tratadas con el siRNA-AL (linea y barra negra) (Figura 11D y 11E). De manera semejante
no se encontrd una concentracidn detectable de la proteina TSG-6 por ELISA en el MC de hAMSC
transfectadas con siRNA-TSG-6 en comparacién a los MC de hAMSC sin transfectar y tratadas con el siRNA-

AL (Figura 11F).
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Figura 11. La proteina del gen 6 estimulado por TNF-alfa (TSG-6) se expresa constitutivamente sobre hAMSC y
se silencia mediante siRNA-TSG6. Microfotografias de fluorescencia de la tincion de la proteina TSG-6 en las
hAMSC junto con DAPI para la visualizacién de los nucleos y microscopia diferencial de contraste de
interferencias (DIC). La barra de escala representa 20 um. Estas imdagenes son representativas de tres
experimentos independientes (A). Imagen de los productos de PCR de las hAMSC transfectadas con siRNA
Aleatorio (hAMSC-AL), siRNA para TSG-6 (hAMSC-TSG-6) y hAMSC no transfectadas (hAMSC). El siRNA aleatorio
se utilizdé para confirmar el silenciamiento especifico del gen para TSG-6 (B). Grafico de barras de los analisis
densitométricos de la expresidn del transcrito de TSG-6 normalizados con respecto al gen constitutivo beta-2
microglobulina (B2m). Los datos se expresan como la media + EE (n = 3), *p <0,05 [hAMSC vs hAMSC-TSG-6;
hAMSC-AL vs hAMSC-TSG-6] (C). Histogramas de la expresion de TSG-6 en hAMSC con siRNA Aleatorio
(histograma negro; hAMSC-AL) y siRNA TSG-6 (histograma azul; hAMSC-TSG-6); el histograma en gris corresponde
a la autofluorescencia (D). Grafico de barras del valor de la MIF de la expresiéon de TSG-6 en las hAMSC
transfectadas. Los datos se expresan como la media + EE (n = 3), *p <0,05 [hAMSC-AL vs. hAMSC-TSG-6] (E).
Gréfico de barras de la concentracion evaluada por ELISA de la proteina TSG-6 en el MC de hAMSC tratadas con
los siRNA aleatorio o TSG-6 y células no transfectadas. Los datos se expresan como la media + EE (n = 3). n.s. = no
estadisticamente significativo; no detectable (N.D.) (F).
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12.6 Efecto del silenciamiento de TSG-6 en las hAMSC sobre la inhibicion de NET

El silenciamiento de TSG-6 en las hAMSC recupera la capacidad de liberacién de NET de los
neutrdfilos estimulados con LPS en presencia del MC de las hAMSC. Los neutréfilos de ratdn purificados
fueron estimuladas con LPS para inducir la liberacion de NET y cultivados junto con el medio condicionado

de hAMSC que fueron previamente transfectadas con un siRNA-TSG-6 o con un siRNA-AL.

El analisis de las microfotografias mostré que existe la disminucién en el drea ocupada por NET
liberadas por los neutréfilos observada en ensayos anteriormente descritos en la Figura 10, cuando los
neutréfilos se exponen a los factores solubles presentes en el MC-hAMSC; de manera semejante al MC-
hAMSC el medio condicionado de hAMSC tratadas con siRNA-AL (MC-hAMSC-AL) disminuyd el drea ocupada
por NET en comparacion al area de la NET liberadas por N-LPS (flechas blancas) (Figura 13A, panel inferior
izquierdo). En contraste, cuando los N-LPS se cultivaron con el medio condicionado de hAMSC tratadas con
el sSiRNA-TSG-6 (MC-hAMSC-TSG-6) se observé un area ocupada por NET liberadas semejante a la observada

en los N-LPS (flechas blancas) (Figura 13A, panel inferior derecho).

Para cada condicidn se evalud el drea ocupada por las NET liberadas con el programa Image J en
cinco campos aleatorios. El andlisis cuantitativo del drea ocupada por las NET mostrd la disminucién de
aproximadamente el 50% del area ocupada por las NET cuando los N-LPS son cultivados con MC-hAMSC-AL,
con diferencia estadisticamente significativa (*p<0.05) en comparacién a los N-LPS sin MC. Respecto a las
células incubadas con el MC-hAMSC-TSG-6 se encontré una mayor area de NET liberadas (50%)
estadisticamente significativa (*p<0.05) en comparacion con el drea de los neutroéfilos incubados con MC-
hAMSC-AL (35%) (Figura 13B). Los resultados anteriores sugieren la participacion de TSG-6 en el mecanismo

inmunosupresor de las hAMSC sobre la liberacién de NET.

Figura 13. El silenciamiento de la proteina TSG-6 en las hAMSC recupera la capacidad de liberacion de NET en los
neutrdfilos de raton. Microfotografias de fluorescencia de neutréfilos murinos estimulados con LPS para la
induccion de NETs con LPS (32 pug/ml) , cultivados durante 90 minutos junto con el medio condicionado de hAMSC -
AL 0 hAMSC-TSG-6. EI MC de hAMSC-AL se usd para corroborar que el silenciamiento especifico de TSG-6 no afecta
el efecto inmunosupresor del MC de las hAMSC. Las NET se observan como estructuras en forma de red o nube
compuestas por elastasa del neutrdfilo y DNA tefido con yoduro de propidio (flechas). La barra de escala
representa 20um (A). Grafico del porcentaje del drea ocupada por las NET liberadas. El drea ocupada por las NET se
cuantificé utilizando el programa Image J en cinco campos aleatorios para cada condicion evaluada. Los datos se
expresan como la media del porcentaje de NET liberadas+ EE (n = 3), ** p <0,001 [N-NE vs. N-LPS]; * p <0,05 [N-LPS
vs. MC-hAMSC, N-LPS vs. MC-hAMSC-AL, MC-hAMSC-AL vs. MC-hAMSC-TSG-6]; n.s. = no estadisticamente
significativo [MC-hAMSC vs MC-hAMSC-AL](B).
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Con el fin de determinar directamente el efecto de TSG-6 sobre la liberacion de NET en neutroéfilos
estimulados con LPS, los neutrdfilos se cultivaron con diferentes concentraciones de la proteina
recombinante humana TSG-6. Interesantemente, se encontré que la incubacidon con las concentraciones
250 y 125 pg/ml de rhTSG-6 tienen un efecto inhibitorio sobre la liberacion de NET (Figura 14A) con
diferencias significativas en comparacion con los N-LPS (Figura 14B), semejante al efecto inhibitorio
encontrado con los diferentes MC de las hAMSC. Por lo tanto, los resultados sugieren que TSG-6 es parte de

los factores presentes en el MC de las hAMSC que participan en el mecanismo de inhibicion de la NET.

Figura 14. TSG-6 recombinante humano disminuye la liberacion de NET. Microfotografias de fluorescencia de
neutréfilos murinos estimulados con LPS para la induccién de NET con LPS (32 pg/ml) y cultivados durante 90
minutos con diferentes concentraciones de la proteina recombinante humana TSG-6 (rhTSG-6). Las NET se observan
como estructuras en forma de red o nube compuestas por elastasa del neutréfilo y DNA teiiido con yoduro de
propidio (flechas). Estas imagenes son representativas de tres experimentos independientes. Las barras de escala
representan 20um (A). Gréfico del porcentaje del area ocupada por las NET liberadas de neutréfilos estimulados
con LPS incubados con rhTSG-6. El area ocupada por las NET se cuantificé utilizando el programa Image J en cinco
campos aleatorios para cada condicion evaluada. Los datos se expresan como la media del porcentaje de células
con NET liberadas + EE (n = 3). **p< 0.001 [N-NE vs. N-LPS], *p< 0.05 [N-LPS vs. rhTSG6 250 pg/ml; N-LPS vs. rhTSG6
125 pg/ml] (B).
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12.8 Efecto del MC y TSG-6 sobre el estallido respiratorio y generacion de especies reactivas del

oxigeno

El MC de las hAMSC logré disminuir la generacion de idn superdxido y el silenciamiento de TSG-6
restaurd la generacion de superdxido en los neutrofilos estimulados. La formacion y liberacion de NET es un
proceso que depende de la generacidn de especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), por
lo que se evalud durante diferentes periodos de tiempo el efecto del MC-hAMSC-AL y MC-hAMSC-TSG-6
sobre la generaciéon de ROS, en particular la generacién del anidn superéxido. El anién superdxido se

cuantificé por medio del método de reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT).

Después de 15 minutos del estimulo y cultivo de los neutréfilos con los diferentes MC, se observd
una disminucion estadisticamente significativa (*p<0.05) del porcentaje del anién superdxido en los
neutrdfilos en contacto con el MC-hAMSC-AL cuando se compard con los neutréfilos solo con estimulo. El
mismo efecto de disminucidon de superdxido respecto a los N-LPS fue encontrado cuando los neutréfilos
estuvieron en contacto con el MC-hAMSC-TSG6 (*p<0.05); posiblemente este resultado se daba a la
presencia de alguna otra molécula ademas de TSG-6 con efecto inmunosupresor presente en el MC de las

hAMSC.

Por su parte, cuando se evalud después de 30 minutos del contacto de los N-LPS con el MC-hAMSC-
AL se encontré la disminucion de la capacidad de los neutrdfilos de generar anidén superéxido
estadisticamente significativa de mas del 30% (*p<0.05) del porcentaje del anién superdxido, respecto al
porcentaje de superdxido producido en los N-LPS. Esta disminucién de superdxido es semejante a la
encontrada en los neutrdéfilos que se cultivaron con el inhibidor especifico del complejo NADPH oxidasa,
Difenilenodonio (DPI, por sus siglas en inglés) *?3. En contaste con el tiempo de 15 minutos, después de 30
minutos de que los neutréfilos estimulados se cultivaron con MC-hAMSC-TSG-6, se encontré que los
neutréfilos fueron capaces de producir 20% mas anidn superdxido respecto a los neutrdfilos cultivados con

MC-hAMSC-AL (*p<0.05).

Por su parte, en el tiempo de 90 minutos de cultivo de los neutréfilos y los MC se mantuvo la
disminucién del porcentaje del anién superdxido en los neutrdfilos con MC-hAMSC-AL semejante a la

inhibicidn observada con el inhibidor DPI, cuando se compard con el porcentaje de superdxido producido en
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los N-LPS (*p<0.05). Sin embargo, no se encontraron diferencias sobre la produccién de superdxido entre
las células con MC-hAMSC-AL y MC-hAMSC-TSG-6. Por otra parte, se observdé que la generacion de

superoxido en los N-LPS fue dependiente del tiempo en comparacién a los N-NE (*p<0.05) (Figura 15A).

Para corroborar la directa participacién de TSG-6 sobre la disminucién de ROS como parte de los
factores inmunosupresores del MC de las hAMSC, se realizéd la incubacién de N-LPS con diferentes
concentraciones de la proteina TSG-6 recombinante humana (rhTSG-6). Las concentraciones de rhTSG-6
usadas para los ensayos fueron 250 pg/ml y 125 pg/ml, ya que corresponden a las concentraciones donde
se encontré un efecto inhibitorio sobre la formacion de NET en los anteriores ensayos. Se observd una
disminucién del porcentaje de superéxido en los neutrdfilos cultivados con el inhibidor DPI comparados con
el porcentaje producido por los N-NLP; sin embargo, no se encontré disminucién en el porcentaje de
superdéxido en los neutrdfilos que se cultivaron con las dos diferentes concentraciones de rhTSG-6 cuando
se compararon con los N-LPS (Figura 15B). Posiblemente, TSG-6 presente en el MC de las hAMSC tiene una

actividad conjunta sobre la inhibicién de ROS con algun otro factor secretado en el MC.

Los resultados de los ensayos anteriores sugieren que la inhibicion de NET debido al MC de las
hAMSC es dependiente de la disminucion de ROS; ademas que TSG-6 tiene un participacion parcial en el

proceso de inhibicién de ROS.
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Figura 15. La disminucion de la liberacion de NET a través del MC y TSG-6 es dependiente de ROS.
Graficos del porcentaje del anidn superdxido producido por neutréfilos estimulados con LPS y
cultivados con el MC-hAMSC-AL o MC-hAMSC-TSG-6 durante 15, 30 y 90 minutos posteriores al
estimulo (A). Grafico de barras del porcentaje de produccién de anién superéxido en neutréfilos de
raton estimulados con LPS vy cultivados con rhTSG-6 (250 y 125 pg/ml) durante 30 minutos. Para
ambos ensayos se determind la concentracion del anion superédxido por medio del método de NBT.
Como control de la inhibicidn de la produccién de anidn superdxido se uso el inhibidor del complejo
NADPH oxidasa Difenilenodonio (DPI). Los datos se expresan como el promedio del porcentaje de
anioén superoxido + EE, (n = 3); * p<0.05; **p <0.01 (B).
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12.9 Efecto del MC y TSG-6 sobre el potencial de membrana mitocondrial

El complejo enzimatico NADPH oxidasa encargado de la generacién de ROS, tiene dos componentes
anclados a la membrana mitocondrial, por lo que el adecuado funcionamiento mitocondrial es fundamental
para la formacién de ROS. El potencial de la membrana mitocondrial es un indicador del estado energético
de las mitocondrias y su correcta funcidn. Se evalué la funcion mitocondrial a través de la medicién del
potencial de membrana (Aym), utilizando la sonda fluorescente DIOC6 (3). Para la medicién del potencial
de membrana, N-LPS se cultivaron con cada uno de los MC evaluados en los ensayos anteriores durante 15
minutos y se analizaron por citometria de flujo. Ya que la produccién de ROS es un proceso posterior a la
actividad mitocondrial; se evaludé el % Aym a los 15 minutos posteriores al estimulo de LPS, debido que a
los 30 minutos de cultivo con LPS los neutrdfilos mostraron cambios significativos entre las condiciones
evaluadas anteriormente sobre su capacidad de produccidon de ROS. Los datos se representaron como el

promedio del porcentaje de pérdida del potencial de membrana (% Aym loss) + EE.

Como se muestra el porcentaje de la poblacion positiva para la marca de DiOC6(3) es mayor en los
neutrdfilos sin estimulo (96.4 %) y N-LPS (99.1%) ; sin embargo, se ve una disminucion de la expresion de
DiOC6(3) en los neutrodfilos cultivados con el MC-hAMSC-AL (73.7 %) y en los neutroéfilos fijados con PFA 4%
(36.4%); en cambio, en los neutroéfilos con MC-hAMSC-TSG-6 se encontré un mayor porcentaje de células
positivas a DIOC6(3) (85.7 %), respecto al grupo con MC-hAMSC-AL (Figura 16A). Respecto al porcentaje de
pérdida del potencial de membrana mitocondrial, se encontré que los neutréfilos expuestos a los factores
solubles en el MC-hAMSC-AL presentan un %Aym loss cercano al 20%, estadisticamente significativo
(*p<0.05) cuando se compard con los neutrdfilos cultivados solo con LPS, donde el porcentaje de pérdida
fue menor al 5%. Interesantemente, cuando los neutrofilos se incubaron con el MC-hAMSC-TSG-6 se
encontré una reduccion estadisticamente significativa (*p<0.05) del % Aym loss del 10% respecto a los
neutréfilos con MC-hAMSC-AL. Como control positivo del % Apm loss, se usaron neutrdfilos estimulados
fijados con PFA 4%, donde se observd un porcentaje de AYm loss mayor del 50% respecto a los N-LPS
(*p<0.05) (Figura 16B). Por lo anterior, se puede sugerir que TSG-6 secretado en el MC de las hAMSC afecta
el potencial de membrana mitocondrial y tiene repercusidn sobre la generacidon ROS en los neutrofilos de

raton.
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Por otra parte, cuando los neutrdfilos de ratén estimulados con LPS fueron cultivados junto con la
proteina recombinante humana de TSG-6 se encontré un % Aym loss aproximado del 50% con una
concentracion de 125 pg/ml de rhTSG-6, resultado estadisticamente significativo respecto a N-NE

(**p<0.01) y N-NLP (***p<0.001); sin embargo, este mismo efecto no se observé con la concentracién de

250 pg/ml.

Los resultados anteriores sugieren que la proteina TSG-6 secretada por las hAMSC vy la proteina
recombinante afectan el potencial de membrana mitocondrial y por lo tanto alteran las funciones

mitocondriales, entre estas la generacién de ROS.
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Figura 16. El mecanismo de inhibicion de TSG-6 afecta el potencial de membrana mitocondrial de los
neutrdfilos de ratén. Histogramas de la fluorescencia de la sonda DiOC6 (3) en los neutrdfilos de raton
estimulados y cultivados con el MC-hAMSC-AL o MC-hAMSC-AL durante 15 minutos posteriores al estimulo.
La poblacién DiOC6 (3) fue considerada como el porcentaje de pérdida del potencial de membrana (%Aym
loss) (A). Grafico del % Am loss de los neutrdfilos cultivados con el MC-hAMSC-AL o MC-hAMSC-TSG-6. Los
valores se expresan como la media del porcentaje de pérdida del potencial de membrana (% Apm loss) + EE,
(n=3);*p<0.05 [N-LPS vs PFA]; [N-NE vs. MC-hAMSC-AL]; [N-LPS vs.MC-hAMSC-AL]; [MC-hAMSC-AL vs. MC-
hAMSC-TSG-6]. Como control del % Abm loss, neutréfilos se fijaron previo al estimulo y cultivo con PFA 4% (B).
Grafico del % AYm loss de neutrdfilos estimulados y cultivados durante 15 minutos con rhTSG-6 (250 y 125
pg/ml). Los valores se expresan como la media del % Aym loss + EE, (n=3); **p<0.01 [N-NE vs. rhTSG-6 125pg];
*** p<0.001 [N-LPS vs. rhTSG-6 125 pg]; * p<0.05 [rhTSG-6 vs. rhTSG-6 250 pg](C).
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13. Discusion

Las células mesenquimales (MSC) son un grupo de células multipotentes que pueden ser obtenidas
de diversos tejidos humanos adultos o embrionarios y que en los ultimos afios han generado interés en el
campo de la investigacién debido a sus multiples funciones y usos en la terapia celular. Entre algunos de los
tejidos empleados para el aislamiento de MSC se encuentra la membrana amnidtica (MA). La membrana
amnidtica es una membrana avascular, traslicida y delgada que tiene como funcién brindar proteccion al
feto durante el embarazo. La membrana amnidtica es empleada en diversos campos de la medicina, en el

124 y como terapia

tratamiento de quemaduras en la piel, en la reconstruccién de la superficie ocular
antiinflamatoria e inmunomoduladora de la respuesta de fibroblastos y células de la respuesta inmune .
Uno de los principales componentes celulares de la MA son las células mesenquimales estromales. Se he
descrito que las células mesengquimales amnidticas humanas son células que poseen funciones supresoras
sobre la respuesta inmune en procesos inflamatorios exacerbados. Debido que las MSC pueden ser aisladas
de diversos tejidos, en 2006 la Sociedad Internacional de la Terapia Celular (ISCT) establecié los criterios
minimos de caracterizacidn de las MSC. Entre los criterios se encuentran, la adhesién al plastico durante su
cultivo in vitro , la generacién de U-FCF, la expresion de los marcadores mesenquimales CD105, CD90, CD73,

CD44, CD29 vy la ausencia de marcadores hematopoyéticos CD45, CD19, CD34, CD11d, CD14 and CD79a;

ademds de la capacidad de diferenciaron hacia uno o mas linajes celulares 2.

En el presente trabajo fue posible el aislamiento de las células estromales de la MA. Las células
aisladas se caracterizaron de acuerdo a los criterios de la ISCT, estas células fueron adherentes al plastico de
las botellas de cultivo y presentaron una morfologia fibroblastoide en forma de huso; ademas las células
cumplieron con la capacidad de generar colonias, cumpliendo con los criterios de adherencia vy
clonogenicidad descritos para las MSC (Figura 6). Por otro lado las hAMSC aisladas expresaron los
marcadores de origen embrionario y de pluripotencialidad OCT-4 y SSEA-4, junto con la capacidad de
diferenciacion hacia hepatocitos y condrocitos (Figura 7). Como se menciona en algunos reportes MSC
aisladas de tejidos diferentes a la médula ésea, por ejemplo tejido adiposo, corddn umbilical e inclusive
células de membrana amnidtica tienen como caracteristica la capacidad de diferenciacion multilinaje hacia

117,124,125

adipocitos, condrocitos, osteoblastos, células musculares y neuronales, ademads de cardiomiocitos ,

por lo anterior las hAMSC obtenidas cumplen con la propiedad de diferenciacién multilinaje descrita.
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De manera similar a los criterios de la ISTC las hAMSC expresaron el patréon de marcadores del
linaje mesenquimal designado para el grupo de las MSC, asi como de carecer de la presencia de marcadores
expresados por células de origen hematopoyético. Por todos los resultados anteriores, fue posible obtener
del estroma de la membrana amnidtica humana células que cumplen con los criterios minimos de

caracterizacién para ser consideradas del grupo de las MSC.

Como parte de las caracteristicas y funciones de las MSC, se ha reportado que estas células son
capaces de realizar funciones regenerativas, inmunomoduladoras e inmunosupresoras. Las MSC son
capaces de ejercer sus funciones inmunomoduladoras e inmunosupresoras sobre una gran variedad de
células del sistema inmune. Por ejemplo, existen reportes que mencionan que las MSC pueden interferir en
la activacion de las células dendriticas >** e inhibir la expresién de moléculas asociadas con la presentacién
de antigenos y la activacién de la respuesta inmune adaptativa como CD40, CD83, CD80, CD86 y HLA-A ’. Asi

mismo, se ha visto la funcién de las MSC sobre la proliferacién y funcién efectora de las células Ty B 2.

Las funciones de las MSC sobre las células de la respuesta inmune descritas anteriormente, han sido
en su mayoria reportadas para las MSC obtenidas de medula 6sea (BM-MSC); sin embargo, se desconoce
sobre la completa funcidon inmunorreguladora que pueden ejercer las hAMSC. En particular, se ha descrito
la participacién de las hAMSC sobre la inhibicion de la produccidn de citocinas pro-inflamatorias tales como
el TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12 en macrdfagos, asi como promover el aumento de la produccién de citocinas

antiinflamatorias como IL-10 **®

. La importancia del estudio de las propiedades inmunoreguladoras de las
hAMSC es principalmente debido al hecho de que a diferencia de las BM-MSC, las hAMSC se pueden aislar a
partir de un tejido con mayor accesibilidad y con un rendimiento mayor sin requerir de un método invasivo
2 Ademas de la facilidad de obtencién de las hAMSC, se ha reportado que estas células poseen
caracteristicas inmunoldgicas que las hacen un buen candidato en la terapia celular debido que no expresan
moléculas del MHC-Il y presentan moléculas del HLA no cldsicos, principalmente HLA-G y HLA-E, que tienen

funciones inmunosupresoras y promueven la tolerancia inmunolégica 127,128

Uno de los principales componentes celulares de la respuesta inmune innata son los neutrdfilos,
células capaces de realizar diversas funciones efectoras en defensa del hospedero. La liberacion de trampas
extracelulares del neutréfilo o NET es uno de los mecanismos efectores de los neutréfilos que ha tomado

interés en los ultimos afios debido a su relacién con el desarrollo de diversos procesos inflamatorios
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cronicos y autoinmunes, como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, psoriasis y la formacion de
auto-anticuerpos ANCAS que desarrollan pequefias vasculitis ademds del mantenimiento de dafio tisular. De
manera similar, las NET se asocian con el desarrollo de sepsis, endometriosis, enfermedad pulmonar
obstructiva y trombosis. Por lo anterior, se ha considerado a la liberacién exacerbada y descontrolada de
NET como un problema que contribuye con el aumento del fendmeno inflamatorio y la severidad clinica; es
por estas razones, que en este trabajo se evalud el efecto de los factores solubles que podrian estar

secretando las hAMSC sobre la liberacidn de trampas extracelulares del neutroéfilo.

Los neutrdfilos son células polimorfonucleares consideradas la primera linea de defensa del sistema
inmune que presentan un nucleo multilobulado y una gran cantidad de granulos en su citoplasma. Sus
granulos contienen un amplio repertorio de enzimas como mieloperoxidasa, lisozima, captesina G,
metaloproteasas, gelatinasa, colagenasa y elastasa, ademds de otras proteinas como péptidos
antimicrobianas, receptoras para el complemento vy la fraccién Fc y componentes del complejo enzimatico
NADPH ®. Ademas los neutréfilos expresan en su superficie una gran variedad de moléculas de adhesidn
como L-selectina, LFA-1 (CD11a-CD18) y MAC-1 (CD11b-CD18) principalmente **°. Utilizando citometria de
flujo se evalud el porcentaje de la poblacion de células polimorfonucleares aislada por seleccién negativa
con inmunomagneto de una suspension de médula dsea de ratédn. Empleando los parametros de tamano
(Foward Scater, FSC) y complejidad o granularidad (Side Scater, SSC) se encontré que el porcentaje de
células granulares en la suspension medular total fue aproximadamente del 38%; sin embargo, con el
método de seleccidn negativa fue posible enriquecer la poblacién granular hasta un 96%. La poblacién
granular aislada de medula ésea fue positiva para la expresién de la enzima elastasa especifica de los
granulos secundarios de los neutrdfilos **°, lo que confirmé el uso de una poblacién pura de neutréfilos
aislados de medula dsea de ratén para realizar los ensayos siguientes. La pureza y el enriquecimiento mayor
al > 95% de los neutréfilos aislados de médula dsea de ratédn en nuestros resultados coincide con lo

reportado en otros trabajos .

El ambiente pro-inflamatorio generado por las citocinas y quimiocinas promueve en la superficie del
neutréfilo el aumento de la expresidn y afinidad de unién con sus respectivos ligandos de las distintas
moléculas de adhesidn que expresa, para permitir los procesos de migracién y activacion ’*. Sin embargo, la
manipulacion in vitro de los neutrdfilos puede ser otro de los factores que generen una activacidn de estas

células polimorfonucleares, causando posiblemente resultados dificiles de interpretar. Por lo anterior, es
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que después de la seleccién negativa por inmunomagneto de los neutrdfilos de ratén a partir de la medula
Osea, se evalud la expresién de la subunidad alfa de la molécula de adhesién MAC-1, conocida como CD11b.
Los resultados mostraron que no existio aumento de la expresion de la proteina CD11b en los neutrdfilos
purificados, ya que se encontraron valores semejantes a la expresion basal de CD11b en la poblacién
granular de la suspensién de médula 6sea completa. Cuando se compard la expresiéon de CD11b respecto a
una poblacién de neutréfilos estimulada con LPS, se observé menor expresion en las células purificadas en
comparacion a las células activadas. Por lo anterior, las células polimorfonucleares aisladas de medula ésea

de ratones no se encontraban en un estado activado debido al proceso de purificacién.

La liberacién de NET es un mecanismo efector descrito en 2004 en el trabajo de Brinckman y cols %;
para que se lleve a cabo la liberacion de las trampas extracelulares es necesaria la adhesién y activacion de
los neutrdfilos. Existen reportes que indican que la generacién y liberacién de las NET se debe al
reconocimiento de una gran variedad de moléculas , entre las que se encuentran ligandos especificos para
receptores de reconocimiento de patrones , como zimozan, antigenos de Listeria y LPS ®® . De acuerdo a
nuestros resultados y coincidiendo con lo reportado por Brinckman **3, el cultivo con diferentes
concentraciones de LPS indujo la liberacidn de estructuras en forma de red y nubes compuestas por DNA
extracelular junto con proteinas de los granulos citoplasmaticos alrededor de los neutrdfilos de ratén
estimulados. Respecto a nuestros resultados y sistema empleados, las mejores condiciones de induccidn de
NET fueron usando una concentracion de 32 pg/ml de LPS y después de 90 minutos de estimulacion (Figura
9); estas condiciones de trabajo coinciden con las descritas por Fuchs y Brinckman quienes reportaron que
en el periodo de 15 minutos y hasta 4 horas posteriores al estimulo puede observarse el fendmeno de
formacién de NET y cada uno de los cambios morfoldgicos descritos durante la NETosis. Para corroborar que
las redes liberadas se debian a NET y no eran causa de la ruptura de los neutrdfilos debido a la
manipulacion, se realizé el marcaje para la proteina elastasa, uno de los principales componentes de las NET
junto con la visualizacidn con yoduro de propidio del DNA extracelular. Lo que se observé fue la presencia
de estructuras en forma de red positivas para las marcas de elastasa y yoduro de propidio en los neutréfilos
estimulados con LPS generando un empalme de las fluorescencias en color amarillo-anaranjado. Los
anteriores resultados respecto a la forma y positividad de las marcas para la presencia de DNA vy
componentes de los granulos citoplasmaticos de los neutréfilos como la elastasa en las NET inducidas con

LPS, es semejante a lo descrito por Fuchs y cols. ¥.
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En algunos ensayos se observé durante el analisis microscépico campos con la presencia de DNA y
elastasa en las células sin estimulo sin observarse el empalme de las marcas como normalmente se observa
en la NET; sin embargo, esto puede deberse a la manipulacién in vitro de las células o debido que los

neutrofilos son células con un tiempo de vida media corto.

Para evaluar el efecto de los factores solubles de las hAMSC se utiliz6 el sobrenadante de las hAMSC
recolectado después de 24 h de cultivo, denominado medio condicionado (MC); asi mismo se realizé el co
cultivo de hAMSC con neutrdfilos estimulados usando un sistema transwell para permitir solo el paso de
factores solubles entre las hAMSC y los neutrdfilos. Lo que se encontré después del cultivo de neutréfilos
activados con LPS junto con el MC-hAMSC y con TW-hAMSC fue la disminucion del area de NET liberadas,
por lo que se planted la hipétesis de que esta inhibicién se debia al efecto de inmunosupresién de factores
solubles secretados por las hAMSC. El efecto inhibitorio de los factores solubles de las hAMSC sobre las NET
redujo el area de las trampas liberadas. Asi mismo, se observaron cambios morfoldgicos en los neutrdfilos
cultivados con MC-hAMSC y con TW-hAMSC que indicaban el inicio de eventos tempranos del proceso de
liberacion de las NET como son la pérdida de los lI6bulos nucleares, pérdida de la membrana nuclear y
descondensacion de la cromatina; sin embargo, el proceso de formacion de NET no llegd a término hasta la
liberacion de las trampas. Se puede suponer que existen factores solubles secretados por las hAMSC vy
presentes en el MC capaces de inhibir la liberacién de NET en un evento temprano de la formacion de las
mismas. La inhibicidn del proceso de formacién de NET en etapas tempranas implicara una reduccion de la
exposicidon de estimulos inflamatorios y autoantigenos, reduciendo asi el dafio tisular y la exacerbacién de

los procesos inflamatorios %',

Por lo tanto, los factores de las hAMSC podrian estar interviniendo sobre la activacion del neutrdfilo
y modulando funciones efectoras del neutrdfilo. Los factores solubles liberados por las hAMSC podrian
afectar el proceso de formacidn de NET a través de un mecanismo que evite la ruptura de la membrana
citoplasmatica y afectando la liberacidn del contenido citoplasmatico o bien inhibiendo vias de activacién y
sefializacion de la glucolisis o formacidn de especies reactivas de oxigeno. Mecanismos descritos sobre la
inhibicidn de NET involucran la funcidn de la lactoferrina como una barrera que interviene sobre la ruptura
de la membrana citoplasmatica y evita la liberacién de las NET **%; otros mecanismos descritos de inhibicidn

de las NET dependen de cambios sobre el pH del microambiente celular, lo que afecta la glucolisis y

formacién de especies reactivas del oxigeno, dos procesos altamente relacionados con la formacion y
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liberacion de NET *’. La inhibicion de la formacidn de ROS directamente impide la formacion de NET 138,

otro reporte indica que el principal requerimiento metabdlico para la formacidn de NET es la glucolisis y la

inhibicidn de esta via impide la formacién de NET .

Entre algunos de los factores solubles secretados por las MSC que tienen un efecto
inmunomodulador se encuentran la prostaglandina E, (PGE,), interleucina-10 (IL-10), indolamina 2,3

13,140

dioxigenasa (IDO), factor beta de crecimiento transformante TGFJ y la proteina TSG-6 . La proteina TSG-

6 se ha reportado que tiene diversas funciones en el remodelamiento de la matriz extracelular y como

agente inmunosupresor ‘%,

Algunos reportes mencionan que diversos tipos celulares como los

fibroblastos de piel y de rifidn, condrocitos y células mononucleares de sangre periférica son capaces de
, , . .z 142,143

expresar y secretar la proteina TSG-6 después de la activacion con TNF-a, IL-1f3 . En 2012, Zhang y cols.

reportaron la presencia constitutiva y de la proteina TSG-6 en el tejido amnidtico, particularmente en

células epiteliales y estromales de membrana amnidtica. En este trabajo de evalué la expresion del geny la

proteina TSG-6 ; ademas se realizo la secuenciacion del gen de TSG-6 en las hAMSC.

Los resultados sobre la expresion de TSG-6 en las hAMSC mostraron que las células mesenquimales
amnidticas humanas expresan de manera constitutiva el gen de la proteina TSG-6. La identificacién de la
expresion del gen de TSG-6 se corroboré con la secuenciacion del producto de RT-PCR. No existen reportes
anteriores de la secuenciacion del gen de TSG-6 en las hAMSC; lo que se encontré en éste trabajo fue una
homologia del 100% de la secuencia del transcrito de RT-PCR con la secuencia de la base de datos del NCBI.
El andlisis de la expresion de la proteina TSG-6 mostrd la localizacion de esta proteina en el nucleo y
citoplasma de las hAMSC. El patrén de distribucion de la proteina se observé de forma vesicular en todas las
células; lo que podria sugerir la secrecion de la misma. Semejante a los resultados obtenidos en este
trabajo, la expresion constitutiva de TSG-6 a nivel transcripcional y proteico se ha reportado en células

mesenquimales proveniente de tejido adiposo y médula dsea “****°.

De manera similar a nuestros resultados, se ha reportado la distribucion citoplasmdtica de la

proteina TSG-6 en MSC de médula ésea cuya secrecidon es empleada por estas células mesenquimales como

144

parte de su mecanismo antiinflamatorio ~™". La secrecidn de TSG-6 se ha descrito como parte de la funcién

antiinflamatoria de células estromales de membrana amnidtica y mesenquimales de médula ésea *** ;

ademas a través de la liberacidon de TSG-6, las células mesenquimales aisladas de diferentes tejidos son
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capaces de reducir el dafio tisular inflamatorio agudo en diversos modelos >’ **>**’; asi mismo la secrecién

de TSG-6 es un mecanismo que permite a las MSC modular la respuesta inmune celular de células

*0°1%9 " De acuerdo a nuestros

inflamatorias como microglia, macréfagos peritoneales y células dendriticas
resultados, la liberacion de NET en los neutréfilos de ratén disminuyé debido al efecto de los factores
solubles presentes en el medio condicionado de las hAMSC; ademas en resultados anteriores, encontramos
la expresidn constitutiva en el nucleo y citoplasma de la proteina TSG-6 en las hAMSC, por lo tanto esto
sugiere que la proteina TSG-6 es uno de los factores solubles que participa en el mecanismo inhibidor del

MC de las hAMSC sobre la liberacion de NET.

El silenciamiento de la proteina TSG-6 en las hAMSC a través de un siRNA generd una reduccion del
nivel de expresion del transcrito y de la proteina en éstas células. Asi mismo, la presencia de TSG-6 en el MC
de las hAMSC se viod reducido hasta niveles indetectables por el método de ELISA usado. El silenciamiento
de proteinas a través del empleo de siRNA es una técnica usada ampliamente para la bdsqueda de genes o
proteinas como nuevos blancos, asi como para el estudio de moléculas implicadas en la modulacién de la

respuesta inflamatoria que puedan ser empleadas como terapias “***!

. El silenciamiento de la proteina
TSG-6 en este trabajo utilizando el sistema de siRNA mostrd resultados semejantes a los mencionados en
estudios donde emplearon células mesenquimales aisladas de otros tejidos, donde se encontré una

disminucion del transcrito para TSG-6 *>*>2.

Una vez corroborado el silenciamiento de TSG-6 en las hAMSC, se evalué el efecto de esta proteina
sobre la liberacién de NET. Se encontrd que la capacidad de liberacidon de NET disminuye en los neutroéfilos
gue estuvieron en contacto con el MC de las hAMSC tratadas con el siRNA aleatorio de forma similar a la
observada en ensayos anteriores donde de cultivaron los neutrdfilos con el MC de las hAMSC. Sin embargo,
el efecto inhibitorio del MC de las hAMSC observado sobre la liberacidon de NET se vié afectado debido al
silenciamiento de la proteina TSG-6 en las hAMSC. Los resultados anteriores sugieren que la proteina TSG-6
tiene una participacién importante en el mecanismo inmunosupresor de las hAMSC sobre la liberacidn de
NET; estos resultados concuerdan con los reportes que mencionan la participacién de TSG-6 como parte de
los mecanismos inhibitorios de las MSC, se ha reportado que a través de la secrecion de TSG-6 las MSC
aisladas de médula ésea disminuyen el dafio pulmonar, promueven la reparacion del epitelio corneal ,

aceleran la cicatrizacién de heridas y reducen la fibrosis en diversos modelos inflamatorios >***¢1>31>,
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Microscépicamente se observé un aumento de la liberacién de NET en las células con MC hAMSC-
SiRNA-TSG-6 respecto a las células con el MC-hAMSC siRNA-AL, aunque en menor cantidad y tamano
comparadas con los neutrdfilos solo con el estimulo de LPS. Lo anterior se puede deber a la presencia de
otros factores inmunosupresores presentes en el MC de las hAMSC; y a pesar que parte de la disminucién
en la liberacién de trampas se debe a la funcién de TSG-6 pudiera existir la funcidon de otras moléculas junto

155 PGE2 es uno de los

con TSG-6 para la supresion de las NET. De acuerdo a Domingo-Gonzdlez y cols.
factores liberados por las células mesenquimales que interfieren con la liberacién de NET, otro factor con
funcién inmunosupresora es el factor transformante de crecimiento beta (TGF-f) que se tiene reportado

1

disminuye la degranulacién de los neutréfilos **° y suprime la inflamacién inducida por éstas células

157

polimorfonucleares . Por lo tanto, las moléculas anteriormente descritas junto con el factor TSG-6

podrian forman parte de los mecanismos inmunosupresores sobre los neutrdfilos realizados por las hAMSC.

Lo que se conoce sobre el mecanismo de supresién de TSG-6 es que forma complejos con una
proteina inhibidora llamada el inhibidor lal; ésta proteina es cercana a las enzimas inhibidoras de proteasas
de serina . Hasta el momento se ha reportado que el inhibidor lal y el complejo TSG-6/lal tienen una

funcién inhibidora sobre la actividad de las enzimas plasmina y elastasa %

, por lo que, el posible
mecanismo de accién de TSG-6 podria implicar la inhibicion de la funcién enzimatica de proteasas
necesarias para la formacién de NET. Respecto a lo anterior, reportes indican la participacion de las enzimas
mieloperoxidasa y elastasa durante la formacidon de las NET, particularmente sobre el proceso de
descondensacién de la cromatina *>°’; por lo tanto si TSG-6 inhibe la funcién enzimatica de la elastasa y
mieloperoxidasa podria interferir con pasos esenciales en el proceso de liberacion de trampas extracelulares
como la generacién de especies reactivas del oxigeno, para lo cual se evaluard la produccién de anién
superoéxido a través del método de reduccion del NBT . Sin embargo, un experimento complementario
podria ser evaluar la actividad enzimatica de la elastasa o mieloperoxidasa en los neutréfilos después de la

exposiciéon al MCy TSG-6 de las hAMSC.

El efecto inhibitorio sobre la generacion de ROS por parte de TSG-6 en el MC de las hAMSC fue
observado 30 minutos posteriores al estimulo de los neutrdéfilos; esto coincide con otro reporte, donde se
describe que a partir de los 30 minutos posteriores a la estimulacion se inicia el proceso de generacién y
liberacién de NET #’. Algunos reportes mencionan que la formacidn de especies reactivas del oxigeno es un

94,161

proceso esencial implicado en la formacién de NET , en particular el mecanismo de liberacidon de NET
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activado por TLR-4 es dependiente de la participacidn del anién superéxido ‘% Por lo tanto, en este estudio
se evalud el efecto del MC de las hAMSC sobre la capacidad de los neutréfilos de generar el anidn
superoéxido. Después del cultivo de los neutrdfilos estimulados junto con el MC de las hAMSC y el MC de
hAMSC tratadas con un siRNA aleatorio, se encontrd una disminucidn de la generacion del anién superdxido
respecto a los neutréfilos solo con estimulo; sin embargo, el efecto inhibitorio sobre la produccién de anién

superoéxido se vié afectado cuando la proteina TSG-6 fue silenciada en las hAMSC.

Lo anterior sugiere un mecanismo inmunosupresor de TSG-6 dependiente de la inhibicion ROS. En
un modelo inflamatorio inducido con LPS, se menciona que la proteina TSG-6 es capaz de disminuir la
actividad de la enzima mieloperoxidasa °’. Por su parte Khan y cols. en 2015 reportaron '** que las células
mesenquimales aisladas de la gelatina de Wharton disminuyen la actividad del complejo enzimatico NADPH
oxidasa en neutréfilos humanos adultos y neonatales. La liberacién de NET requiere la activacion de cinasas
de la via Raf-MEK-ERK a través de un mecanismo dependiente de la activacién del complejo enzimatico
NADPH oxidasa '®*. De manera semejante un reporte menciona que TSG-6 es capaz de inhibir la via de
sefializacion de la cinasa JNK '® y con esto ejercer un efecto antiinflamatorio. Por lo tanto, el mecanismo
inmunosupresor de TSG-6 sobre la liberacién de NET podria involucrar la inhibicién de la via de sefializacién
de cinasas como Raf-MEK-ERK implicadas en la generacidn de NET; ademds de llevar a la reduccién de la

activacion del complejo enzimatico NADPH-oxidasa y generacion de ROS.

La liberacién de NET es un mecanismo que requiere de la autofagia y la generacién de superdxido
166 " estos procesos son dependientes de la actividad mitocondrial. Por lo que, como parte del estudio del
mecanismo inhibitorio de las hAMSC y TSG-6 sobre la liberacién de las NET, se evalué el efecto del MC de las
hAMSC transfectadas o no con siRNA-TSG-6 y de la proteina recombinante TSG-6 sobre el potencial de
membrana mitocondrial de los neutrdfilos murinos. Los resultados obtenidos de estos ensayos indicaron un
porcentaje mayor de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Agm) en los neutréfilos que
fueron cultivados con el MC de las hAMSC o con la proteina recombinante TSG-6. Este cambio en el
potencial mitocondrial podria ser una de las causas de la menor capacidad de produccion de anidn
superoéxido y de la formacion de NET en los neutrdfilos tratados con el Mc de hAMSC o rhTSG-6. En cambio,
los neutréfilos que fueron incubados en presencia del MC de hAMSC silenciadas para la expresion de TSG-6,

presentaron un menor porcentaje de pérdida de Aym, junto con la capacidad recuperada para generar ROS.
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Los resultados anteriores sugieren que el MC de las hAMSC afecta la funcién mitocondrial de forma
dependiente de la presencia de TSG-6. Respecto a lo anterior, reportes mencionan que las funciones
principales de la mitocondria es contribuir con la energia metabdlica celular, participar en la respuesta de

estrés celular y activamente contribuir con la cadena del transporte de electrones; la desregulacion del

| 167

potencial de membrana mitocondria contribuye a la alteracidn de la funcion mitocondrial ‘. La funcién

168,169

mitocondrial participa en la regulacidon de la repuesta de células del sistema inmune y tiene una

7% por lo tanto y de acuerdo a nuestros resultados la

importante contribucién en la generacién de ROS
alteracion del potencial de membrana mitocondrial sugiere la afectacién de la funcidén mitocondrial y por lo

tanto la inhibicién de la generacidn de ROS.
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14. Resumen Grafico
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Representacion grafica del mecanismo inhibitorio de las hAMSC y TSG-6 sobre la formacion de NET in vitro. El
factor soluble TSG-6 presente de manera constitutiva en las hAMSC es secretado en su medio condicionado. La
presencia de TSG-6 en el medio condicionado de las hAMSC que se mantiene en contacto con los neutrdfilos de
ratén estimulados con lipopolisacarido disminuye la formacién y liberacion de NET. El mecanismo de inhibicidon
de NET ocurre a través de un proceso dependiente de la disminucidn del potencial de membrana mitocondrial lo

gue causa la despolarizacién mitocondrial y afecta la capacidad de los neutrdfilos de generar anion superdxido.
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15. Conclusion

En conclusidn, en nuestro estudio se encontré que las hAMSC liberan factores solubles con
capacidad antiinflamatoria. Uno de estos factores es la proteina TSG-6 que, que segun nuestros resultados
participa en la inhibicidn de la liberaciéon de NET a través de un mecanismo que implica la modulacién de la
funcidn mitocondrial y es dependiente de la inhibicidn de especies reactivas del oxigeno. Por lo tanto, estos
datos sugieren que las hAMSC secretan factores que inhiben la respuesta inmune innata que podrian ser un
candidato empleado como terapia inmunosupresora en enfermedades inflamatorias donde se encuentren

implicadas las NET.

16. Perspectivas

A pesar que se pudo conocer parte del mecanismo inhibitorio de TSG-6 sobre la liberacién de NET;
futuros objetivos del presente trabajo se enfocardn en evaluar la participacion de TSG-6 sobre la
sefializacion de vias activadoras de cinasas como JNK o Raf-ERK-MEK. Asi mismo, evaluar el efecto de TSG-6
en procesos involucrados en la actividad mitocondrial; dentro de los requerimientos para el funcionamiento
mitocondrial se encuentra la movilizacién de calcio intracelular, por lo que parte de algunos objetivos
futuros es la evaluacidn del efecto del MC de las hAMSC y la proteina TSG-6 sobre la movilizacion de calcio

intracelular.

Asi mismo, futuras perspectivas de este trabajo son el evaluar el efecto inhibitorio de TSG-6 y los
factores de las hAMSC en un modelo in vivo, en particular se pretende evaluar el efecto inmunosupresor y
antiinflamatorio en un modelo inflamatorio donde las NET tengan implicacién patogénica. Una propuesta
sobre este estudio es en el desarrollo de un modelo de uveitis, un proceso inflamatorio ocular de

importancia clinica y en el que se tiene evidencia las NET estan implicadas en su fisiopatologia.
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18. Apéndice. Materiales y reactivos

Cultivo celular

Medio aguila modificado por Dulbelcco — Mezcla nutritiva F12 (DMEM / F-12); Gibco (Paisley, UK)
Solucidn salina balanceada de Hank (HSSB); Gibco (Paisley, UK)

Medio esencial minimo de transfecciéon (OPTI-MEM); Gibco (Paisley, UK)

Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640); Gibco (Paisley, UK)

Suero Fetal Bovino (SFB); Calbiochem (San Diego, CA)

Penicilina (10.000 Ul / ml) / Estreptomicina (10 mg / ml) (PE); Gibco (Paisley, UK)

Tripsina 10X; Gibco (Paisley, UK)

Colagenasa Il; Gibco (Paisley, UK)

Dispasa ll; Gibco (Paisley, UK)

Soluciéon balanceada de fosfatos (PBS, pH 7,2)

Lipofectamina 2000; Invitrogen (Waltham, MA)

Botellas de cultivo celular, placas de plastico de 24 pocillos y placas de plastico de 96 pocillos;
Corning Inc (Corning, NY)

Biologia Molecular e Inmunofluorescencia

Solucion Tris- acido acético- EDTA (TAE 1X)

Triton 100X

Didimetilsulfoxido (DMSO)

Lipopolisacéarido (LPS) de E. coli cepa OB111: B4;Sigma-Aldrich (Saint Louis, Ml).
p-formaldehido (PFA 4%); Sigma-Aldrich (Saint Louis, MI)

poli-L-lisina; Sigma-Aldrich (Saint Louis, Ml)

Nitroazul de Tetrazolio (NBT); Sigma-Aldrich (Saint Louis, Ml).

Yoduro de propidio (PI); Sigma-Aldrich (Saint Louis, Ml)

Azul tripano; Sigma-Aldrich (Saint Louis, Ml)

Solucién Cytofix/cytoperm; Becton Dickinson (San Diego, CA)

Vectashield-4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI); Vector Laboratories (San Diego, CA)
RNA pequefios de interferencia (siRNA) TSG-6 y control aleatorio; Santa Cruz (TX)
TSG-6 humano recombinante (rhTSG-6); R&D systems (Minneapolis, MN ),
Yoduro de 3,3'-dihexiloxacarococano (DiOC6 (3)); molecular probes (Eugene, OR)
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Anticuerpos

Los anticuerpos purificados: anti-elastasa, anti-albumina, anti-colageno Il, anti-TSG-6, anti-SSEA-4 y
anti-Oct-4 fueron adquiridos de Abcam (Cambridge, Inglaterra).

Los anticuerpos acoplados anti-CD44 conjugado con PerCPCy5.7, anti-CD34 conjugado con FITC, anti-
CD29 conjugado con FITC, conjugado con APC anti-CD105, conjugado con PE-CD73 y anticuerpo
anti-CD45 conjugado con PerCP-Cy5.5 fueron adquiridos de -Bioscience (San Diego, CA).

Los anticuerpos anti-conejo de cabra conjugados AlexaFluor-488 y AlexaFluor-594 se obtuvieron de

LifeTechnologies (Eugene, OR).

Kits

kit humano de TSG-6 ELISA; Sigma-Aldrich (Saint Louis, Ml).

Kit RNeasy y Omniscript; Qiagen (Hilden, Alemania).

kit de PCR KAPA2G Fast Ready Mix ; Kapa Biosystems (Boston, MA).
kit BigDye terminator ; Applied Biosystems( Foster City, CA)

Kit de aislamiento de neutréfilos de raton; Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany)

Equipos

Secuenciador DNA ABI 310; Applied Biosystems (Foster City, CA)

G-Box system and Gene Snap Software version 7.12.6; Syngene (London, UK)
Microscopio ApoTome Il, Axiovison 2.0 software; Carl Zeiss (Jena, Germany)
Citometro FACS Verse ; Becton Dickinson (San Diego ,CA)

Citometro FACS calibur; Becton Dickinson (San Diego ,CA)

Espectrofotometro Multiskan Ascent ; Thermo Labsystems (PHL, USA)
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The mesenchymal stem cells obtained from human amniotic membrane (hAMSC) possess
immunosuppressive functions through soluble factors such as prostanoids and proteins; thus, they
have been proposed to ameliorate inflammatory processes. On the other hand, activated neutrophils

. are cells of the first line of immune defense that are able to release extracellular traps (NETs). NETs are

. formed of DNA and granular components; however, the excessive release of NETs is associated with

. the development of autoimmune and chronic inflammatory diseases. In this study, we identified that
conditioned medium (CM) from hAMSC was able to diminish NETs release, as well as the production of
reactive oxygen species (ROS) and the mitochondrial membrane potential from LPS-stimulated mouse
bone marrow-derived neutrophils (BMN). Interestingly, NETs inhibition, ROS levels decrease and
mitochondrial membrane potential loss were reverted when LPS-stimulated murine derived BMN were
exposed to the CM from hAMSC transfected with TSG-6-siRNA. Finally, rhTSG6 was able to significantly

. diminish NETs release in BMN. These data suggest an inhibition mechanism of NETs ROS-dependent in

© whichTSG-6 participates. Consequently, we propose the hAMSC use as a therapeutic candidate in the

: treatment of inflammatory diseases in which NETSs are involved.

Mesenchymal Stem Cells (MSC) are multipotent non-hematopoietic cells, which were first isolated from bone
: marrow"? and can be obtained from different adult and embryonic tissues such as liver, kidney, muscle, adi-
. pose and connective tissue, umbilical cord as well as term placenta®*. In 2006, the International Society of Cell
. Therapy (ISCT) stated that the adhesion to plastic on in vitro culture, the ability to generate units-forming colony
fibroblast (U-FCF), the expression of CD105, CD90, CD73, CD44, CD29 markers, the absence of hematopoi-
. etic markers CD45, CD19, CD34, CD11b, CD14 and CD79a expression as well as the potential of differentia-
. tion to one or more cell lineages are the minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells®.
. Cumulative evidence has demonstrated that the MSC possess immunomodulatory activities and are able to
© regulate a wide range of immune cells. MSC inhibit the activation and function of dendritic cells®’, decrease
. proliferation and effector functions of B and T lymphocytes®-!!, and induce immunoregulatory responses on mac-
. rophages'2. It has extensively been studied that MSC secrete a myriad of factors that are in charge of the immu-
noregulatory effects; among them, the TNF-a stimulated gene/protein 6 (TSG-6) is proposed as a key molecule
in diminishing acute inflammation in different disease models such as corneal injury, peritonitis induced by yeast
zymosan, bleomycin-induced lung injury and in preventing acute allogenic corneal rejection’®. Additionally,
induced-pluripotent stem cells (iPSC) are also capable of diminishing corneal inflammation in part by the
expression of TSG-6'. The protein structure allows TSG-6 to interact with hyaluronic acid, chondroitin sulfate,
inter-alpha-inhibitor (Ial), and is able to remodel extracellular matrix (ECM)'®. TSG-6 is a 35-kDa protein that
is secreted by a wide range of cell types in response to inflammatory mediators'®. The gene expression of TSG-6
is tightly regulated and it is generally not constitutively expressed in adult mammalian tissues; however, there
are exceptions to this, such as in human epidermis', islets of the pancreas, adult central nervous system'®, and
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the human amniotic membrane®. It has been described that TSG-6 secreted from bone marrow MSC possesses
anti-inflammatory and immunomodulatory mechanisms in a murine traumatic brain injury?. More recently, it
has been demonstrated the direct effect of secreted TSG-6 from human bone marrow mesenchymal stem cells by
inhibiting the immune response through p38 and MEK mitogen-activated protein kinase pathway?!.

Human amniotic membrane (hAM) is the inner layer of the placenta, which is in contact with the amniotic
fluid and the fetus. The hAM consists of an epithelial layer, which is formed by cubical cells and an inner mes-
odermal tissue. It has been shown that hAM mesoderm is able to suppress the adaptive and innate immune
responses® -4, In this context, there are cells that can be obtained from the hAM mesoderm; these are the human
amniotic mesenchymal stromal cells (hAMSC). Similarly to MSC, hAMSC are able to differentiate into cells
from each of the three germ layers and express pluripotency-associated stem cells markers®. Increasing evi-
dence has demonstrated that hAMSC have immunosuppressive activities, inhibiting the innate and the adaptive
immune systems. The hAMSC and their conditioned medium (CM) have the ability to inhibit T cells, reduce the
expression of markers associated with Th1 and Th17 cell population, promote regulatory T cells and reduce the
cytotoxicity of NK cells?*-%8. Also, hAMSC and their CM affect the differentiation of dendritic cells*. Moreover,
hAMSC have the ability to participate in tissue reparation inhibiting fibrosis and promoting epithelialization. It
has recently been shown that CM from hAMSC improved tissue regeneration in wound-healing models inducing
the M1-to-M2 switch and enhancing M2-macrophages phenotype and their functions®. Furthermore, there are
studies demonstrating that CM from AM-MSC have anti-inflammatory®, anti-neoplastic*? and immunomodu-
latory properties®. Therefore, there are soluble factors synthesized and secreted by hAMSC that are responsible
in part of such activities. For example, prostaglandin E2 synthesized and secreted by hAMSC inhibit T cell pro-
liferation®*. Interestingly, TSG-6 presence has been evidenced in amniotic tissue as well as in cultured hAMSC".
However, as far as we know, the effect of hAMSC or their CM on the innate immune system, specifically on neu-
trophils, has not been sufficiently studied.

Neutrophils are cells that act as the first line of defense of the immune system>. Neutrophils activation has
many consequences such as production of reactive oxygen species (ROS), lytic enzymes and antimicrobial pep-
tides; also, they phagocytise and form and release neutrophil extracellular traps (NETs). NETs are structures
made by DNA fibers and granular proteins like myeloperoxidase and elastase, antimicrobial peptides and cit-
rullinated histones®”*, Though, it has been proposed that the formation of NETs is an immune mechanism to
capture and eliminate pathogens and delimit the sites of inflammation®**’, there are still controversies on the
effect of NETSs release in health and disease phenomena. For example, NETs formation is beneficial in resolving
the inflammatory reaction in gouty arthritis degrading IL-13 and IL-6 via serine proteases attached to NETs*;
in contrast, NETs aggregation worsens the clinical symptoms in chronic pancreatitis inflammation through
IL-17A, which is also contained in NETs*2. Moreover, uncontrolled release of these traps and the exposure from
their components has been associated to the development of some autoimmune diseases such as Systemic Lupus
Erythematosus (SLE) and Rheumatoid Arthritis (RA)*+4. Additionally, endometriosis and chronic obstructive
pulmonary disease pathogenesis have been associated to NETs formation*>*.

Despite therapies with hAMSC or their CM have been used to ameliorate acute and chronic inflammatory dis-
eases, the precise mechanisms by which these cells or soluble factors exert their function is yet poorly understood.
The aim of this study was to describe the role of TSG-6 produced by hAMSC on NETs release.

Results

Characterization of human Amniotic Mesenchymal Stem Cells.  The cells obtained from the amnion
were cultured in plastic flasks. And, according to the criteria proposed by the First International Workshop on
Placenta Derived Stem Cells?, these cells attached to plastic adopted a fibroblastoid shape (Fig. 1A, upper-left
panel); they made colony-forming units as observed with the crystal violet staining (Fig. 1B, upper-right panel).
In addition to this, cells expressed embryonic/pluripotent stem cell markers such as Oct-4 and SSEA-4 proteins;
both Oct-4 and SSEA-4 strongly stained the cytoplasm (Fig. 1C, lower-panel). When cell surface antigens from
mesenchymal lineage were analyzed by flow cytometry, the cells expressed the MSC markers as follows: CD29:
95.68% = 8.35; CD44: 94.03+11.08; CD73: 92.0 £ 15.76; CD90: 94.57% =+ 9.5; CD105: 99.63 £0.6, these results
are expressed as mean =+ SE; in contrast to these markers, the cells were negative (<1%) to CD45 and CD34
staining (Fig. 1D). In order to determine the ability of these cells to differentiate among other tissue lineages,
they were cultured in the presence of two differentiation media for 3 weeks and immunofluorescence assays were
performed. When the cells were cultured in the presence of the hepatogenic medium, the cells were positive to
albumin and were able to synthesize glycogen, evaluated with PAS staining. On the other hand, in the presence of
the chondrogenic medium, the cells were positive to collagen-II and were able to synthesize glycosaminoglycans
evidenced with the alcian blue staining. Though, stem cells features were present in these cells (Fig. 2A and B).

Conditioned medium from hAMSC inhibits NETs formation. Mouse bone marrow isolated neutro-
phils were adhered to poly-L-lysine charged slides for 20 min. And afterwards, the medium was changed to either
fresh medium without FBS or fresh CM derived from hAMSC as described in materials and methods, and the
cells were exposed or not to LPS. The bone marrow murine neutrophils without stimulus released NETs in a
basal manner; however, and as expected, LPS significantly increased (***p < 0.001) NETs release. Interestingly,
there was a significant (*p < 0.05) inhibition of NETs release when the LPS-stimulated bone marrow murine
neutrophils were exposed to fresh CM derived from hAMSC in comparison with that of NETs release by murine
neutrophils exposed to LPS (Fig. 3).

Human Amniotic Mesenchymal Stem Cells constitutively express TSG-6. As previously men-
tioned, TSG-6 is an immunosuppressive molecule constitutively expressed in epidermis, pancreas, adult central
nervous system and interestingly amniotic membrane. Cumulative evidence shows that the primary function of
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Figure 1. Cells obtained from human amniotic membrane mesoderm displayed mesenchymal stromal cells
characteristics. Phase-contrast micrograph of hAMSC adhered to a polystyrene cell culture plate at 3 passage
showing fibroblast morphology; the photograph was taken at 40x of magnification, scale bar 100 um (A). The

cells were cultured for ten days and stained with crystal violet, and a direct light micrograph was performed in
order to identify the UFC (arrows); the photograph was magnified at 35x in a stereoscopic microscope, scale

bar 100 um (B). Fluorescence micrographs of hAMSC stained with pluripotent embryonic markers OCT-4 (left
panel), and SSEA-4 (right panel). DAPI was used to identify their nuclei in both panels; scale bars represent 20 pm
(C). hAMSC cells from 4™ passage were trypsinized and stained with antibodies against the indicated cell surface
antigens and analyzed by flow cytometry. As shown, cells were positive to (>90%) CD105, CD73, CD90, CD44
and CD29; in contrast, they were negative to the expression of CD34 and CD45 hematopoietic-cells markers, inner
numbers represent the mean £ SD (D). These are representative images from three different independent assays.

TSG-6 is to protect the tissue from the damaging of inflammation and that many of the anti-inflammatory activ-
ities of MSC are mediated by TSG-622"4, To corroborate that hAMSC have the ability to constitutively produce
TSG-6, the cells were FBS-starved for 12 h before RNA extraction. After PCR reaction, the amplicon was resolved
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Figure 2. The hAMSC were able to transdifferentiate into hepatocyte-like and chondrocyte-like cells.
hAMSC were cultured with medium either for hepatocytes or chondrocytes differentiation for 3 weeks, and
immunostained for albumin or collagen, respectively. The differentiation was corroborated with a PAS and
alcian blue stains for hepatocyte-like and chondrocyte-like cells, respectively. Fluorescence micrographs of
hAMSC differentiated into hepatocyte-like cells expressing albumin (upper-left panel), and chondrocyte-like
cells showing positivity to collagen-II (upper-right panel). Their nuclei were identified with DAPI. Scale bars
represent 20 pm (A). Direct-light micrographs of hepatocytes-like cells producing glycogen demonstrated by
PAS stain in their cytoplasm (lower-left panel), and of chondrocyte-like cells synthesizing proteoglycans and
glycosaminoglycans stained with alcian blue (lower-right panel) (B). Scale bars represent 100 um. These are
representative images from three independent assays.

in 1.5% agarose gel, stained with ethidium iodide and observed in a transilluminator. The amplicon size was 178
pb as expected. In order to corroborate that the amplicon corresponded to tsg-6, automated DNA sequencing was
performed, the nucleotide sequence of tsg-6 amplicon disclosed a 100% homology with the wild type human tsg-6
sequence. On the other hand, protein presence was determined by means of immunofluorescence. The TSG-6
protein was observed in the nucleus as well as in the cytoplasm; interestingly, the TSG-6 protein presented a dif-
fuse distribution with a vesicular-like pattern in the nucleus as well as in the cytoplasm (Fig. 4).

TSG-6 from hAMSC inhibits NETs formation. In order to identify the role of TSG-6 in NETs formation,
gene knockdown of TSG-6 was performed on hAMSC using a specific siRNA. Cells transfected with siRNA spe-
cific to TSG-6 significantly (*p < 0.05) reduced the expression of its transcript compared to that of the scrambled
control siRNA transfected cells that showed no differences among the non-transfected cells; similarly, TSG-6
siRNA transfection inhibited significantly (¥p < 0.05) the TSG-6 protein presence in comparison to that of the
scrambled control siRNA and non-transfected cells. Finally, and in order to confirm TSG-6 inhibition affected
its presence in the CM, ELISA was performed and undetectable levels of TSG-6 were found (Fig. 4). Once the
hAMSC cells were transfected with TSG-6 and scrambled siRNA, their respective supernatants were used for
the following assays. Mouse bone marrow neutrophils stimulated or not with LPS were exposed to different
conditioned media: hAMSC-conditioned medium (CM-hAMSC), conditioned medium from hAMSC trans-
fected with TSG-6-siRNA (CM-hAMSC-TSG-6), or conditioned medium from hAMSC transfected with scram-
bled siRNA (CM-hAMSC-scrambled). After adhering the murine neutrophils to poly-L-lysine charged slides
for 20 min, the cells were stimulated or not with LPS and exposed to the different conditioned media (afore
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Figure 3. The soluble factors from hAMSC decrease the release of NETs. Murine neutrophils isolated from bone
marrow were stimulated with LPS to induce the release of NETs and were incubated with CM from hAMSC.
Fluorescence micrographs of unstimulated neutrophils (upper-left panel), LPS-stimulated neutrophils (upper-
right panel, LPS) and LPS-neutrophils cultured with the CM from hAMSC (lower-left panel, CM-hAMSC). LPS-
stimulated neutrophils liberated extracellular traps formed by elastase and DNA (white arrows). The neutrophils
in contact with the soluble factors from hAMSC (CM-hAMSC) decrease the liberation of NETs. Scale bar
represents 20 um. These are representative images from three independent assays (A). Graphic represents the
percentage of NETSs releasing cells. The area of NETs was quantified with the Image ] program from five random
fields in each condition. Bars represent the mean percentage of NETs releasing cells + SD (n=3), *p < 0.05 (LPS
vs. CM-hAMSC; unstimulated vs. CM-hAMSC); ***p < 0.001 (unstimulated vs. LPS) (B).

mentioned) for additional 90 min. The cells were fixed and NETs quantification was performed. Murine bone
marrow isolated neutrophils cultured in the presence of CM of non-transfected hAMSC released low levels of
NETs when exposed to LPS in comparison those with the LPS-stimulated neutrophils in the presence of fresh
medium (*p < 0.05). Interestingly, when neutrophils were exposed to LPS in the presence of CM-hAMSC-TSG-6
there was a significant (*p < 0.05) increase of NETS levels in comparison with that of the NETs levels released by
murine neutrophils-LPS stimulated in the presence of CM of hAMSC-scrambled as well as with the CM derived
from non-transfected hAMSC (*p < 0.05).Contrariwise, there was no difference between the NETs levels of the
neutrophils exposed to LPS in the presence of CM-hAMSC-TSG-6 and the NETs levels of the LPS-exposed neu-
trophils without CM (Fig. 5).

rhTSG-6 reduces NETS formation. In order to directly determine the effect of TSG-6 on NETs release
by LPS-stimulated mouse bone marrow neutrophils, different doses of rhTSG-6 were used; interestingly, 250 and
125 pg/ml of thTSG-6 showed a decrease with significant differences (¥p < 0.05) in comparison to those cells
stimulated with LPS and cultured with medium without rhTSG-6 (Fig. 6).

NETs inhibition through TSG-6 is ROS dependent. The inhibition of the oxidase NADPH complex
significantly reduces NETs release®. In order to determine whether the inhibition of NETs by CM of hAMSC
was associated with a reduction on the activity of oxidase NAPDH, NBT assays were performed. Bone marrow
isolated neutrophils in the presence of fresh medium without stimulus showed a basal activity, which was con-
sidered as the 100% of the ROS production. As expected, the levels of ROS production significantly (*p < 0.05)
increased 30% from the basal ROS production when the cells were cultured in the presence of fresh medium with
LPS. Interestingly, the CM-hAMSC-scrambled significantly (*p < 0.05) inhibited up to 25% of the ROS produc-
tion by LPS-stimulated murine bone marrow neutrophils in comparison to that of the ROS production from
LPS-stimulated neutrophils only with fresh medium,; this inhibition on ROS production was similar to that of the
LPS-stimulated neutrophils ROS production using the NADPH inhibitor Diphenyleneiodonium (DPI)*°. When
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Figure 4. TNF-alpha Stimulated-Gene 6 protein (TSG-6) is expressed constitutively on hAMSC and is

silenced by siRNA-TSG6 hAMSC were immunostained for TSG-6 together with DAPI for nuclei. Fluorescence
micrograph of hAMSC stained for TSG-6 (middle-panel), the morphology of hAMSC was visualized with
Differential Interference Contrast (DIC) microscopy. The merge immunostaining is shown in the image (right-
panel). As shown in the panels, the TSG-6 protein is found in the nucleus and cytoplasm. Scale bar represents
20 pm. These images are representative from three independent experiments (A). The total RNA was extracted
and PCR assays were performed on non-transfected hAMSC (hAMSC) and transfected cells with siRNA
scrambled (hAMSC-scrambled) or siRNA TSG-6 (hAMSC-TSG-6). Image of PCR products on 1.5% agarose gel
was revealed with ethidium bromide. The siRNA-scrambled was used to confirm the specific silencing of TSG-
6. The expression of tsg6 gene decreased on hAMSC-TSG-6 with respect to hAMSC-scrambled and hAMSC
(B). Densitometry analyses were performed and data were normalized using 32 m as housekeeping. Data are
expressed as mean & SD (n=3), *p < 0.05 (hAMSC vs. hAMSC-TSG-6; hAMSC-scrambled vs. hAMSC-
TSG-6). Similar (n.s. = not statistically significant) tsg-6 product level was found between hAMSC and hAMSC-
scrambled (C). The transfected cells were immunostained for TSG-6 and the expression of the protein was
analyzed by flow cytometry. Histogram in black represents the mean fluorescence intensity (MFI) of hAMSC-
scrambled; histogram in blue represents the MIF of hAMSC-TSG-6 and gray histogram represents cells without
staining (D). A decreased in the expression of TSG-6 was observed on hAMSC after silencing with siRNA
TSG-6 respect to hAMSC-scrambled. Data are expressed as mean £ SD (n=3), *p < 0.05 (hAMSC-scrambled
vs. hAMSC-TSG-6) (E). The concentration of TSG-6 protein was analyzed in the CM of siRNA-transfected
hAMSC by ELISA. Similar (n.s. = not statistically significant) TSG-6 levels were detectable in the CM of
hAMSC and hAMSC-scrambled; however, undetectable levels (N.D.) of TSG-6 was shown in hAMSC-TSG-6.
Data are expressed as mean &+ SD (n=3) (F).

the LPS-stimulated neutrophils were exposed to the CM-hAMSC-TSG-6, they significantly (*p < 0.05) increased
the ROS production respect with the cells cultured with the CM-hAMSC-scrambled (Fig. 7).

Neutrophils mitochondrial membrane potential A1, loss is affected by TSG-6. The mitochon-
drial membrane potential is an indicator for the energetic state of mitochondria and their correct function. The
proper mitochondrial functioning is associated to the maintenance of the metabolic activity and the electron
transport that permits the production and release of ATP*'. Neutrophils require significant energy expenditure
for the development of the various effector mechanisms they perform. It has been reported that alterations in
mitochondrial function cause a decrease in the membrane potential (A1), affecting the metabolic activity and
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Figure 5. The conditioned medium (CM) from hAMSC decreases the release of NETs via TSG-6. Murine
neutrophils were stimulated with LPS for NETs induction and incubated with the CM from hAMSC-scrambled or
hAMSC-TSG-6. The siRNA-scrambled was used to corroborate that the specific silencing of TSG-6, did not affect
the immunosuppressive effect of CM from hAMSC. After incubation, cells were stained for neutrophil elastase and
the DNA was visualized with propidium iodide. Fluorescence micrographs of unstimulated neutrophils (upper-
left panel), LPS-stimulated neutrophils (upper-right panel, LPS) and LPS-neutrophils cultured with the CM

from hAMSC-scrambled (lower-left panel, CM-hAMSC-scrambled) or hAMSC-TSG-6 (lower-right panel, CM-
hAMSC-TSG-6). The CM-hAMSC-scrambled decreases the release of NETs in the murine neutrophils (lower-left
panel) respect the NETs in the LPS-stimulated neutrophils, while the CM-hAMSC-TSG-6 recovers the release of
NETs in the neutrophils (lower-right panel). Scale bar represents 20pm (A). Graphic represents the percentage of
NETs releasing cells. The area of NETs was quantified with the Image ] program from five random fields in each
condition. Bars represent the mean percentage of NETS releasing cells = SD (n=3), **p < 0.01 (unstimulated vs.
LPS); *p < 0.05 (LPS vs. CM-hAMSC; LPS vs. CM-hAMSC-scrambled; CM-hAMSC-scrambled vs. CM-hAMSC-
TSG-6); n.s.= not statistically significant (CM-hAMSC vs. CM- hAMSC-scrambled) (B).

causing a decrease in the amount of ATP, with the consequent low production capacity of ROS. The alteration
of the mitochondrial processes results in an altered phagocytic capacity and chemotaxis of the neutrophils®>®.
When bone marrow isolated neutrophils were exposed to LPS, there was a slight increase of the A, loss.
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Figure 6. Recombinant human TSG-6 decreases the release of NETs. Murine neutrophils were stimulated with
LPS for NETs induction and incubated with serial dilutions of rhTSG-6. After incubation, cells were stained

for neutrophil elastase and the DNA was visualized with propidium iodide. These data are representative of
three independent experiments (A). Graphic of the percentage of NETS releasing cells from LPS-stimulated
neutrophils incubated with different doses of thTSG-6. The rhTSG-6 decreases the release in a dose-dependent
manner. The area of NETs was quantified with the Image J program from five random fields in each condition.
Bars represent the mean percentage of NETSs releasing cells = SD (n=3), **p < 0.01 (unstimulated vs. LPS),

*p < 0.05 (LPS vs. thTSG6 250 pg/ml; LPS vs. rhTSG6 125 pg/ml) (B).

However, there was an increase of the A1, loss in a similar way of p-formaldehyde treated LPS-stimulated neu-
trophils used as a positive control of the A, loss, when the LPS-stimulated neutrophils were exposed to the CM
of the hAMSC-scrambled. This loss of the A1, was significantly (*p < 0.05) reduced when the LPS-stimulated
neutrophils were incubated with the CM-hAMSC-TSG-6 (Fig.7).

Discussion

In the present study, the cells obtained from the mesoderm of human amnion (hAMSC) showed stem cells char-
acteristics according to the ISCT and their CM inhibited LPS-stimulated murine bone marrow neutrophils NETs
release. NETs release inhibition was reverted when the LPS-stimulated murine neutrophils were exposed to
CM from TSG-6-silenced hAMSC. Similarly, CM from hAMSC were able to decrease the production of ROS in
LPS-stimulated murine neutrophils, and this inhibition was regressed when the LPS-stimulated neutrophils were
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Figure 7. The decrease of NETs release through TSG-6 is ROS dependent. Murine neutrophils were stimulated
with LPS and incubated with the CM-hAMSC-scrambled or CM-hAMSC-TSG-6 during 30 min. The siRNA-
scrambled was used to corroborate that the specific silencing of TSG-6, did not affect the immunosuppressive
effect of CM from hAMSC. The ROS production was determined with the NBT reduction assay. Data are
expressed as the percentage of superoxide anion production. Graphic of percentage of superoxide anion
production in LPS-stimulated neutrophils cultured with the CM-hAMSC scrambled or CM-hAMSC-

TSG-6. Bars represent the mean percentage of superoxide anion & SD (n=3), *p < 0.05 (unstimulated vs.
LPS; LPS vs. DPI; LPS vs. CM-hAMSC-scrambled; CM-hAMSC-scrambled vs. CM-hAMSC-TSG-6). DPI
(Diphenyleneiodonium) an inhibitor of NADPH complex was used as inhibitor of ROS and superoxide anion
production (A). The mitochondrial membrane potential was measured with the fluorescent dye DiOC6(3)
and analyzed by flow cytometry. Data are expressed as the percentage of A, loss. Graphic of the percentage
of A, loss of LPS-stimulated neutrophils cultured with the CM-hAMSC-scrambled or CM-hAMSC-TSG-6.
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The percentage of A1, loss of LPS-stimulated neutrophils cultured with the CM-hAMSC-scrambled increased
with respect to LPS-stimulated neutrophils only with fresh medium or cultured in the presence of CM-hAMSC-
TSG-6. p-formaldehyde (PFA) treated LPS-stimulated neutrophils were used as a positive control of the A,
loss. Bars represent the mean percentage of A, loss = SD (n=3), *p < 0.05 (unstimulated vs. LPS; LPS vs.
PFA; LPS vs. CM-hAMSC-scrambled; CM-hAMSC-scrambled vs. CM-hAMSC-TSG-6 (B).

cultured in the presence of TSG-6 silenced hAMSC. Furthermore, CM of hAMSC augmented the LPS-stimulated
A, loss, and the CM from TSG-6-silenced hAMSC reverted this augmentation. Finally, NETs release was inhib-
ited in the presence of rhTSG-6 in a dose dependent manner in order to corroborate the direct effect of TSG-6 on
the immune innate response.

The NETs release is an effector function from neutrophils described more than 10 years ago™; at that time, the
main function attributed of these traps were their antimicrobial activity. However, it has currently been shown
that excessive or uncontrolled NETs release is associated with multiple autoimmune and chronic inflammatory
diseases. The generation of inflammation on NETs release is associated to its high content of degrading enzymes
and oxidizing agents causing tissue damage. Identifying new mechanisms to reduce NETs release is essential to
diminish this proinflammatory pathway. Recently, the use of mesenchymal cells as a therapy to ameliorate inflam-
matory processes has been increasing®®. The cells we isolated from human amniotic membrane (hAMSC) pre-
sented mesenchymal stromal cells features according to the ISCT. hAMSC were positive (>90%) to the expression
of defined cell surface markers such as CD90, CD29, CD73, CD105 and CD44, while negative to the expression
of both hematopoietic markers CD34 and CD45; these results are in accordance to those previously reported?’.
Other features such as the expression of early stem cells markers e.g. SSEA-4 and Oct-4, colony forming units and
hepatic, and chondroblasts differentiation support that these are stem cells®*. The rationale for using CM in the
present study is due to the fact that MSC are able to synthesize and secrete anti-inflammatory molecules. When
NETs release was diminished in LPS-stimulated bone marrow neutrophils cultured in the presence of CM from
hAMSC, we hypothesized that soluble molecules were in part responsible of such anti-inflammatory effect. As
stated before, TSG-6 has been proposed as a key molecule in diminishing acute inflammation by MSC?%21:%8,
According with the results presented by Zhang et al., we found that hAMSC constitutively express TSG-6 at both
transcriptional and protein levels'®; however, in the present study, sg-6 amplicon identity was corroborated by
automatic DNA sequencing which had 100% homology to the human ¢sg-6-gen. In order to determine the effect
of TSG-6 protein in NETs release, knockdown of tsg-6 by siRNA was performed. Although the results of the
siRNA knock-down of TSG-6 is only partial, shown by means of RT-PCR and flow cytometry, there were unde-
tectable levels of TSG-6 measured by ELISA, suggesting the absence of TSG-6 protein in the CM. Interestingly,
the LPS-stimulated neutrophils reverted the inhibition of the release of NETs when were cultured in the presence
of hAMSC silenced to TSG-6 expression, suggesting that TSG-6 s, in part, responsible for NETs release inhibi-
tion. In a more direct manner, NETs release was also significantly diminished when the LPS-stimulated neutro-
phils were cultured in the presence of rhTSG-6 compared to that of LPS-stimulated neutrophils without rhTSG-6.
Unexpectedly, NETs release inhibition was only achieved at low concentrations of rhTSG-6, while higher rhTSG-6
concentrations failed to reduce NETs formation, in this context, it has been reported that rhTSG-6 tends to
self-aggregate which could explain this effect in our model®”.

The TSG-6 protein forms complexes with inter-alpha-inhibitor (Ial) and these complexes formation inhibits
the enzymatic activity of elastase; in this context, the enzymatic activity of elastase and myeloperoxidase is essen-
tial for NETs release®-8. The role of TSG-6 in inhibiting NETs release down regulating the enzymatic activities of
elastase and myeloperoxidase in our model cannot be ruled out.

Activation of NADPH oxidase and consequently, ROS generation, are essential mechanisms for NETs forma-
tion and release® . Therefore, we determined ROS production in LPS-stimulated neutrophils in the presence of
CM from hAMSC transfected either with siRNA to TSG-6 or scrambled siRNA to in turn determine the effect
of TSG-6 on ROS production; we found a decrease in superoxide anion concentration in the LPS-stimulated
neutrophils that were cultured in the presence of the CM from scrambled-hAMSC. Meanwhile, this decrease was
recovered when the LPS-stimulated neutrophils were incubated in the presence of CM from hAMSC-TSG-6.
Diphenyleneiodonium (DPI) was used as a positive control for NADPH oxidase inhibition, suggesting that
TSG-6 from hAMSC is participating in the activation of this central enzyme on NETs generation. These results
are in accordance to those reported by Khan, et al., who described that MSC derived from Wharton’s jelly were
able to decrease the NADPH oxidase gene expression in adult and neonatal neutrophils®’.

With respect to the effect of TSG-6 on the mitochondrial function, we found modifications in the mito-
chondrial potential with an increase in the percentage in the A, in the neutrophils cultured with the
CM-hAMSC-scrambled. This change in the mitochondrial potential could be a cause for a less production of
superoxide anion found in the previous results. Whereas, when the neutrophils were incubated in the presence of
CM from hAMSC with TSG-6 silenced, we observed a decrease in the percentage of A1, on the cells, together
with the recovered capacity to generate ROS. These results suggest that the CM of hAMSC could affect the mito-
chondrial function in a TSG-6-dependent form. Our findings agree with what Hu J. et al. reported, that bone
marrow mesenchymal stem cells (BMSC) are able to attenuate interleukin-13-induced inflammation by the inhi-
bition of NF-«B signaling and the mitochondrial pathway on lumbar disc cells®*.

In conclusion, our study revealed that, the hAMSC releases several soluble factors with anti-inflammatory
capacity. One of these factors is the TSG-6 protein, which, according to our results, participates in the inhi-
bition of the release of NET by a mechanism that involves the modulation of mitochondrial function and is
ROS-dependent inhibition. However, the events that are carried out in this mechanism of inhibition are still
unknown; so, further studies are needed.
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Materials and Methods

Reagents. Trypsin 10X; Collagenase II; Fetal Bovine Serum (FBS); Dispase II; Phosphate Buffer Solution
(PBS, pH 7.2), Opti-MEM Reduced Serum Medium, Penicillin (10,000 IU/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) (PS),
Lipofectamine 2000 were obtained from Invitrogen (Waltham, MA). Dulbecco’s Modified Eagle Medium/
Nutrient Mixture/F-12 (DMEM/F-12), Trypan blue, p-formaldehyde, poly-L-lysine, Triton 100X, dimethylsul-
foxide (DMSO), Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium-1640; Lipopolysaccharide (LPS) from E. coli
strain OB111:B4; Nitroblue Tetrazolium (NBT), Propidium iodide (PI), human TSG-6 ELISA kit, were purchased
from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MI). Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) was obtained from Promega
(Madison, WI). PerCPCy5.7-conjugated anti-CD44, PE-conjugated anti-CD34, FITC-conjugated anti-CD29,
APC-conjugated anti-CD105, PE-conjugated-CD73 and PerCP-Cy5.5-conjugated anti-CD45 were obtained from
e-Bioscience (San Diego, CA). Purified antibodies: anti-elastase, anti-albumin, anti-collagen II, anti-TSG-6, anti-
SSEA-4 and anti-Oct-4 were purchased from Abcam (Cambridge, England). AlexaFluor-488 and AlexaFluor-594
conjugated goat anti-rabbit antibodies were obtained from LifeTechnologies (Eugene, OR). Bovine Serum
Albumin (BSA) was obtained from Calbiochem (San Diego, CA). Cell culture flasks, 24 wells plastic plates and
96-wells plastic plates were purchased from Corning Inc (Corning, NY). RNeasy and Omniscript kits were
obtained from Qiagen (Hilden, Germany). Vectashield- 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) was purchased
from (Vector Laboratories (San Diego, CA); Neutrophils Isolation Kit mouse was obtained from Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Germany). Small interfering RNA (siRNA) TSG-6 and the scrambled control siRNA (Santa
Cruz, TX). KAPA2G Fast Ready Mix PCR Kit was purchased from KapaBiosystems (Boston, MA). Recombinant
human TSG-6 (thTSG-6) was purchased from R&D systems (Minneapolis, MN). 3,3’-Dihexyloxacarbocyanine
Iodide (DiOC6(3)) from molecular probes (Eugene, OR).

Ethical Statements. All the methods and experimental protocols were carried out in accordance to the
Ethical Review Board (ERB) from the Institute of Ophthalmology Conde de Valenciana. The protocol was
approved by the ERB from the Institute of Ophthalmology Conde de Valenciana. The informed consent was
obtained from women who voluntary donated their placentas.

Isolation of Human Amniotic Mesenchymal Stromal Cells (hRAMSC). Human term placentas were
processed immediately after delivery. The informed consent was obtained from women who voluntary donated
their placentas. Following the similar the criteria for donation reported by Chavez-Garcia, et al., a total of five
(18-37 years old) donors were included in this study®.

The amnion was separated mechanically from the chorion, which was discarded, while the amnion was rinsed
with PBS. Afterwards, the amnion was cut on small pieces and incubated with 0.25% trypsin/EDTA (0.05%) for
10 min at 37°C, 5% CO, with gentle shaking. The pieces of amnion were rinsed with PBS and the amniotic epithe-
lium was removed by enzymatic digestion using 0.25% trypsin/EDTA (0.05%) during 40 min with gentle shaking
every 10 min; then, the fragments of amnion were chopped and digested with 0.75 mg/ml of collagenase II during
90min at 37°C, 5% CO, atmosphere with gentle shaking every 10 min. After passing the suspension on a nylon
mesh, the cells were centrifuged at 800 x g for 5min at 10 °C. The supernatant was discarded and the human amni-
otic mesenchymal stem cells (hAMSC) were cultured in DMEM/F12 medium supplemented with 20% of FBS and
1% of penicillin/streptomycin. The medium was replaced every other day. Passages 2—-4 of hAMSC were used to
perform all the experimental procedures, unless otherwise stated. The hAMSC cell characterization and histolog-
ical stains were performed in all the cells obtained from all the donors. Transcript identification and immunoflu-
orescence for TSG-6 was performed in three different donors. For the CM preparation, cells from three different
donors were used, and replicates from each donor were performed, unless otherwise stated.

Characterization of hAMSC. In accordance with the First International Workshop on Placenta Derived
Stem Cells*’, we used the minimal criteria for defining hAMSC: (1) Adherence to plastic and formation of fibro-
blast colony-forming unit; (2) Identification of a specific pattern of cell surface antigen expression; and, (3)
Differentiation towards one or more lineages. Colony-forming unit assay: in order to perform this assay, the
hAMSC were seeded at two cells per cm? and cultured for ten days in a plastic cell culture bottle. After this period,
cells were stained with 0.5% crystal violet in methanol for 5 min and rinsed with deionized water. Colonies formed
were considered when > 2 mm in diameter. Phenotypic characterization of hAMSC identifying cell surface anti-
gens expression by flow cytometry: briefly, cells were detached from the plastic cell culture bottles using 0.25%
trypsin/EDTA (0.05%) for 5min at 37 °C, complete medium (DMEM/F12, supplemented with 10% FBS and 1%
of PS) was added to avoid the trypsin enzymatic reaction; cells were rinsed twice with PBS. Cells were incubated
with different fluorochrome-conjugated antibodies for 30 min in the darkness. After incubation time, cells were
rinsed twice with PBS and 1 x 10* cells were acquired in a FACS Verse flow cytometer (BD, San Diego, CA); the
analyses were performed using Flow]Jo 7.6 software (FlowJo LLC, Ashland, OR, USA). Identification of early
markers of differentiation was performed by means of immunofluorescence with antibodies to SSEA-4 and Oct-4
as described below. In vitro differentiation assays of LAMSC: hAMSC (2 x 10°) were cultured on poly-L-lysine
charged slides on a 24-plastic-wells plate with complete medium. At day three, the medium was replaced with dif-
ferentiation medium and cells were maintained for at least three weeks; the differentiation medium was replaced
every other day. All differentiation media were composed of DMEM/F12 supplemented with 10% FBS and 1% PS
with the specific differentiation factors: for chondrogenesis (6.25 pg/ml insulin, 10 pg/L rhTGF-31, 300 nmol/L
ascorbic acid) and for hepatogenesis (100 nmol/L dexamethasone and 100 nmol/L insulin)®. After differentiation
assays, and in order to corroborate the cell linage differentiation, immunofluorescence assays and specific histo-
logical stains were performed as indicated below.
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Histological stains. In order to corroborate the differentiation capacity of hAMSC to chondrocytes, alcian
blue staining was performed to determine the glycosaminoglycans. To corroborate the hepatic differentiation,
Periodic Acid-Schiff staining (PAS) was performed to identify glycogen, glycoproteins and glycolipids.

Immunofluorescence assays. All immunofluorescence assays were performed as follows with mod-
ifications depending on each experiment: the cells on poly-L-lysine-coated glass cover slips were fixed with 4%
p-formaldehyde for 10 min at 4°C and incubated with blocking buffer (5%-BSA, 0.1% Triton 100X and 0.1 M PBS)
for 2h at room temperature (RT). Subsequently, the purified primary antibody was added and incubated overnight
at 4°C; the excess of antibody was rinsed once with PBS-0.05% tween (PBS-T). Afterwards, the samples were incu-
bated 2 h either with AlexaFluor-594-conjugated or AlexaFluor-488 goat anti-rabbit antibodies at RT. And finally,
the specimens were rinsed twice with PBS-T and mounted with Vectashield-DAPI. The images were acquired with
an ApoTome II microscope, and analyzed using Axiovison 2.0 software (Carl Zeiss, Jena, Germany).

Preparation of conditioned medium (CM). The hAMSC either with or without siRNA treatment (see
below), were plated in 6-well plates at a density of 1.5 x 10° cells in a final volume of 2 ml per well of DMEM-F12
supplemented medium. Twenty-four hours after the hAMSC were adhered the supernatant was replaced with
fresh DMEM-F12 supplemented medium or DMEM-F12 alone in the case of the siRNA transfection (see below).
The cells were cultured for 24 h at 37°C and 5% CO, atmosphere. After this culture time the medium was col-
lected and was considered as conditioned medium (CM). All the conditioned media were used for the assays
fresh, immediately after collection. For the NET-inhibition experiments the neutrophils were incubated with CM
at 100% together with the LPS-stimulus.

Identification of transcript and protein of TSG-6 on hAMSC. Expression and presence of TSG-6
were performed by RT-PCR and immunofluorescence, respectively. In order to determine whether hAMSC con-
stitutively expressed tsg-6, RT-PCR assays were performed using 1.5 x 10° hAMSC. Total RNA was obtained
using the RNeasy Mini Kit following the manufacturer’s instructions. Retrotranscription assays were per-
formed using 100 ng of total RNA with the Omniscript kit according to the manufacturer’s instructions. The
PCR assays were performed with the KAPA2G Fast Ready Mix PCR Kit in accordance with the manufacturer’s
instructions using the following primers: tsg-6 forward: 5'-GTCTGTGCTGCTGGATGGAT-3', tsg-6 reverse:
5-TAAAGACGCCACCACACTCC-3'; f2m forward: 5-CACCCCCACTGAAAAAGATG-3', 32m reverse
5'-ATATTAAAAAGCAAGCAAGCA-3'. The PCR products were visualized in 1.5% agarose gels stained with
ethidium bromide, the images were captured and digitalized using G-Box system and Gene Snap Software version
7.12.6 (Syngene, London, UK). The mRNA expression was calculated by densitometry analysis after normaliza-
tion with respect to the housekeeping beta-2 microglobullin (32 m). On the other hand, to determine the pres-
ence of TSG-6 protein, immunofluorescence assays were performed as follows: hAMSC (3 x 10°) were seeded on
poly-L-lysine-coated glass cover slips in a 24-flat wells plate. After attachment to the cover slips, cells were fixed,
blocked and immunofluorescence assays using anti-TSG6 as the primary antibody were performed as described
before. Automated DNA sequencing: tsg-6 products amplified by RT-PCR were directly sequenced to confirm the
identity of the amplicon. Nucleotide sequence was achieved using the BigDye terminator kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA) of fluorescently labeled terminators and analyzing the samples in an ABI 310 DNA Sequencer
(Applied Biosystems). Sequences were compared to the published human wild type tsg-6 gene (Ensemble tran-
script ID number ENSG00000123610).

Transfection of hAMSC with TSG-6 siRNA. In order to knockdown the expression of tsg-6, hAMSC were
transfected with #sg-6 siRNA. Cells were seeded at a density of 1.5 x 10° on a 6-wells plate with complete culture
medium. The complete medium was replaced with medium without FBS and antibiotics 16 h before transfection.
The transfection was performed in the presence of Opti-MEM and Lipofectamine 2000. The siRNA of tsg-6 and the
scrambled control siRNA (Santa Cruz, TX, USA; sc-39819; sc-37007, respectively) were diluted with Opti-MEM
at a concentration of 20 pM, according to the manufacturer’s instructions and mixed with Lipofectamine 2000 to
form the liposomes for 20 min at RT. The liposomes were added to hAMSC with 1 ml of Opti-MEM, and cells were
incubated for 6 h. After transfection, the medium was replaced with 2 ml of complete fresh medium for an additional
period time of 24h. The cells were cultured at 37 °C and 5% CO, atmosphere. At the end of the culture, the superna-
tants were obtained and immediately used as CM. To confirm knockdown of tsg-6, transcript and protein presence
were assessed by means of RT-PCR and flow cytometry, as described before®.

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay to TSG-6. TSG-6 protein levels in the conditioned media
from non-transfected hAMSC (CM), scrambled-control siRNA-transfected hAMSC (hAMSC-scrambled) and
from TSG-6-transfected hAMSC (hAMS-TSG-6) were determined by ELISA. Twenty-four hours after hAMSC
transfection with their respective siRNAs, the CM were collected and analyzed by ELISA using the human TSG-6
ELISA kit according the manufacturer’ instructions.

Isolation of bone marrow murine neutrophils. Bone marrow cells were obtained from 6-8 week-old
BALB/c male mice as previously reported with modifications®. Briefly, tibias and femurs were obtained and
dissected after mice euthanasia. The bone marrow cells were flushed with murine neutrophils buffer (1% glucose
and 0.5% BSA in Hank’s Balanced Salt Solution) using a syringe with 27-G needle. The pooled bone marrow
was suspended by gentle pipetting followed by filtration thorough a 100-pum-nylon cell strainer to remove cell
clumps and bone particles. The suspension was centrifuged at 300x g for 10 min at 10 °C. The neutrophils were
purified with a Neutrophils Isolation Kit according to the manufacturer’s instructions. Neutrophils viability was
performed using the trypan blue exclusion method and the cell purity was corroborated determining CD11b and
elastase by flow cytometry as described above.
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NETs induction and quantitation. NETs induction and quantification were performed as previously
described with modifications®’. Briefly, mouse neutrophils (4 x 10*) were seeded on 13 mm poly-L-lysine charged
glass coverslips in 24-well-plates in RPMI. The plates were incubated for 20 min at 37 °C to allow adhesion of the
cells, and subsequently, the cells were exposed or not to LPS; afterwards, cells were incubated for 90 min. LPS con-
centration was standardized as well as the time in which optimal NETs formation was observed without any NETs
degradation (32 pg/ml and 90 min, respectively). After the final incubation, cells were fixed with p-formaldehyde
for 10 min at RT. The coverslips with the cells were rinsed with PBS and incubated with blocking buffer 2h at RT.
The samples were incubated overnight at 4 °C with purified rabbit anti-elastase antibody (1:100); then they were
rinsed twice with PBS-T and incubated with AlexaFluor 488-conjugated secondary antibody (1:500) for 2h at
RT. Finally, the specimens were rinsed twice with PBS-T and mounted with propidium iodide (PI)(25 ug/ml).
Images were acquired with an ApoTome II microscope and recorded using the Axiovison 2.0 software (Carl Zeiss,
Jena, Germany). For each condition, five randomly selected images were acquired and used for quantification
of NET releasing cells. Times of exposition on each channel were kept constant. The images files were loaded
as separate image stacks for each channel in Image J software. To quantify the traps, the brightness and contrast
was first adjusted to every image to visualize each NET (composed of extracellular elastase and PI). Then binary
images were generated and the threshold was subtracted. Subsequently automatic particle analysis was set to 20
pixels minimum size. The summarized result was considered as the area occupied by each liberated NET. The
summarized result was considered the area occupied by the NET released. Data were expressed as percentages of
NET-releasing cells in relation to the cells without LPS, as previously was reported®s.

Inhibition of NETs with rhTSG-6. Mouse neutrophils were stimulated for NETs induction and 4 x 10*
mouse neutrophils were seeded on 13 mm poly-L-lysine charged glass coverslips in 24-well-plates in RPMI; the
plates were incubated for 20 min at 37 °C to allow adhesion of the cells. After the cell adhesion, serial dilutions of
rhTSG6 were added to the neutrophils. The dilutions of rhTSG-6 were made from a stock solution of 1000 pg/ml
using a dilution factor of 1:2, until at final concentration of 125 pg/ml. Then the cells were incubated for 90 min at
37°Cand 5% CO, atmosphere. Subsequently, after finishing the period of incubation, the neutrophils were fixed,
blocked and analyzed by immunofluorescence, as described before.

Nitroblue Tetrazolium (NBT) assay. The NBT reduction assay is used to quantify reactive oxygen species
like superoxide anion. A product of the reduction of NBT is the generation of blue-black formazan precipitates
inside the cells. A stock solution of 10 mg diluted in 1 ml of deionized water was prepared immediately before use
and was kept at 4°C on the darkness; then a work solution of 0.3% of NBT was prepared. Similar to NET induc-
tion, mouse neutrophils (2 X 10°) were seeded on 13 mm poly-L-lysine charged glass coverslips in 24-well-plates
in RPMI; the plates were incubated for 20 min at 37 °C to allow adhesion of the cells; subsequently, the cells were
exposed or not to LPS in the presence or not of the different the conditioned media; afterwards, the work solution
of NBT was added to the cells obtaining a final concentration of 0.1% of NBT then the cells were incubated for
30min at 37°C and 5% CO, atmosphere. Subsequently, after finishing the period of incubation, the supernatants
of each condition were removed and the cells were fixed with methanol for 5min at RT. Afterwards, the fixed cells
were rinsed again with 70% methanol and were air-dried in the darkness. Finally, the precipitates of formazan
were solubilized in 260 ul containing 120 pul of 2 M KOH and 140 pL of DMSO. After homogenization, the suspen-
sion of each well was loaded into a well of 96-wells-plate to be read on a spectrophotometer (Multiskan Ascent,
Thermo Labsystems, PHL, USA) at 630 nm. The O%- was determined as nanomoles (nM) of reduced NBT (NBTr)
per well, considering an extinction factor of 0.1 OD at 630 nm representing 1.9 nM O*-%. The O*- production
generated by the neutrophils without stimulus in fresh medium was considered the 100% of ROS production.

Measurement of mitochondrial membrane potential (A,,). The measurement of the mitochon-
drial membrane potential (A1,,) indicates the functions of the mitochondria such as reactive oxygen species
production among others. The inhibition of the A1, is related to the decrease of the fluorescence of the lipophilic
cationic probe DiOC6(3) in the cell. This assay was performed in suspension as follows: murine neutrophils
(2 x 10°) were exposed to different stimuli during 15min at 37 °C and 5% CO, atmosphere. When incubation was
finished, 30 nM of DiOC6(3) was added and the cells were incubated for additional 15 min at RT in the darkness.
The excess of DiIOC6(3) was rinsed with PBS and the cells were acquired immediately by flow cytometer’®. The
data are expressed as the percent of the A1, loss (%A, loss).

Statistical analysis. Data were collected and non-parametric Mann-Whitney U tests were performed, con-
sidering *p < 0.05 as statistically significant using the Prism 5 GraphPad software (La Jolla, California, USA).
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