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RESUMEN

Evaluacién del efecto inmunomodulador de los cuerpos apoptoéticos de células

estromales mesenquimales de Gelatina de Wharton.

Las inmunoterapias basadas en células estromales mesenquimales (CEM) representan
herramientas para el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Sin embargo, su
aplicacién clinica actualmente es un reto. La biodistribucién de las CEM parece ser
deficiente, lo que promueve la activacion de la apoptosis y la liberacion de cuerpos
apoptoéticos (AB). Dado que recientemente se ha propuesto una interaccién entre los AB
derivados de las CEM (CEM-AB) y componentes del sistema inmunitario, en este proyecto
se demostrd que los CEM-AB ejercen efectos inmunomoduladores sinérgicos en modelos
de inflamacién in-vitro. Para lo anterior, se obtuvieron CEM de la gelatina de Wharton (WJ)
mediante un proceso de disgregacion. La exposicion a la irradiacion gama (25Gy) indujo
eficazmente la apoptosis; tal y como demostraron la fragmentacion del ADN, la
translocacion de fosfatidilserina, la expresion de caspasas 3/7 y la pérdida de
permeabilidad de la membrana. Los CEM-AB se aislaron, caracterizaron y utilizaron para
los ensayos inmunolégicos. Tras la activacion de linfocitos humanos con perlas anti-
CD3/anti-CD28, los CEM-AB no indujeron una inmunosupresioén directa, en comparacion
con controles de células viables. Sin embargo, el pre-condicionamiento de
monocitos/macréfagos humanos CD14+ con CEM-AB indujo un fenotipo M2 vy
desencadend un potente efecto inhibidor de la proliferacion de linfocitos (>90%). El
tratamiento con cuerpos apoptéticos también indujo la sobreexpresién de moléculas de
punto de control inmunoldgico y la secrecién diferencial de factores de crecimiento. En
conjunto, estos hallazgos sugieren que los CEM-AB mejoran la acciéon inmunosupresora
preexistente de las CEM, confiriendo a los macr6fagos un fenotipo M2 durante la

inflamacion.

Palabras claves: Celulas estromales mesenquimales, cuerpos apoptoticos,

inmunomodulacién, macréfagos, linfocitos.



Contenido 11

ABSTRACT

Evaluation of the immunomodulatory effect of apoptotic bodies of Wharton's jelly

mesenchymal stromal stromal cells.

Immunotherapies based on mesenchymal stromal cells (MSC) represent tools for the
treatment of inflammatory diseases. However, their clinical application is currently
challenging. The biodistribution of MSC appears to be poor, which promotes the activation
of apoptosis and the release of apoptotic bodies (AB). Since an interaction between MSC-
derived AB (MSC-AB) and components of the immune system has recently been proposed,
in this project we demonstrated that MSC-AB exert synergistic immunomodulatory effects
in in-vitro models of inflammation. For this purpose, MSC were obtained from Wharton's
gelatin (WJ) by a disaggregation process. Exposure to gamma irradiation (25Gy) effectively
induced apoptosis; as demonstrated by DNA fragmentation, phosphatidylserine
translocation, caspases 3/7 expression and loss of membrane permeability. MSC-AB were
isolated, characterized and used for immunological assays. Upon activation of human
lymphocytes with anti-CD3/anti-CD28 beads, MSC-AB did not induce direct
immunosuppression compared to viable cell controls. However, preconditioning of CD14+
human monocytes/macrophages with MSC-AB induced an M2 phenotype and triggered a
potent inhibitory effect on lymphocyte proliferation (>90%). Treatment with apoptotic bodies
also induced overexpression of immune checkpoint molecules and differential secretion of
growth factors. Taken together, these findings suggest that MSC-AB enhance the pre-
existing immunosuppressive action of MSC by conferring an M2 phenotype to

macrophages during inflammation.

Key words: Mesenchymal stromal cells, apoptotic bodies, immunomodulation,

macrophages, lymphocytes.
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INTRODUCCION

El progreso que han tenido las ciencias biomédicas en los Ultimos afios ha permitido la
generaciéon de nuevas posibilidades de tratamiento para enfermedades con necesidades
médicas no resueltas. Los medicamentos de terapias avanzadas (ATMPS) son un grupo
heterogéneo de oportunidades biotecnolégicas modernas que abarcan productos de
terapia génica (GTMP), productos de terapia celular (CTMP) y productos de ingenieria
tisular (TEP) (Mansnerus, 2017). Los medicamentos celulares son o contienen
poblaciones celulares de origen autélogo, alogénico o xenogénico y cuyas caracteristicas
bioldgicas han sido sustancialmente alteradas mediante manipulaciéon. Se administran a
seres humanos con un propdsito terapéutico, diagnéstico o preventivo y su accién biologica
se ejerce por medio de proceso metabdlicos, farmacoldgicos e inmunolégicos. Un ejemplo
ampliamente investigado en los Ultimos afios han sido las células estromales
mesenquimales (CEM) quienes han demostrado ser eficaces en diferentes enfermedades
(Vamvakas et al., 2011).

Las células estromales mesenquimales (CEM) son una de las alternativas medicas mas
prometedoras entre los productos de terapias avanzadas por su capacidad de
diferenciacién, regeneracién, inmunomodulacion, angiogénesis y propiedades
antiinflamatorias. A la fecha el portal ClinicalTrials.gov reporta 1200 estudios clinicos
basados en CEM para una extensa gama de enfermedades como la enfermedad de injerto
contra huésped, la diabetes mellitus tipo |, la epilepsia, la insuficiencia renal crénica, la
ontogénesis, la esclerosis miltiple, e incluso la actual enfermedad pandémica Covid-19
(Ugurlu & Karaoz, 2020). Sin embargo, a pesar del éxito terapéutico que se ha logrado
obtener a través de esta terapia, la distribucion, supervivencia y migracion In vivo de las
CEM sigue siendo un interrogante asociado a su mecanismo de accion. Aunque en teoria
se desea la presencia de las células estromales mesenquimales en el area afectada, ain

no esta claro que esto sea estrictamente necesario. Modelos murinos de isquemia



Contenido 2

miocardica han demostrado que tras la administracion intravenosa las CEM quedan
atrapadas en los pulmones, sin embargo, se observa un beneficio en la funcién cardiaca
(Wobma & Satwani, 2021). Adicionalmente, un estudio reciente demostré que la induccién
de apoptosis en las CEM por parte de las células citotdxicas del receptor es necesario para

la inmunomodulacion en la enfermedad de injerto contra huésped (Galleu et al., 2017).

La apoptosis es una forma de muerte celular programada que elimina las células malignas,
deterioradas y senescentes para regular tanto el desarrollo normal como la homeostasis
celular. La inhibicibn o deterioro de la apoptosis es una de las principales causas de
muchas enfermedades como el céncer, la autoinmunidad y las enfermedades
degenerativas (Yang et al., 2019). La apoptosis en las CEM puede inducir efectos
inmunomoduladores, a diferencia de otras poblaciones celulares apoptoticas, sin embargo,
los mecanismos mediante el cual se induce este proceso y cémo interactlan con el sistema
inmune aun no es del todo claro. La mayoria de las células que sufren apoptosis son
eliminadas por los fagocitos en forma de pequefias vesiculas conocidas como cuerpos
apoptoticos (apoptotic bodies, AB). Los AB son vesiculas relativamente grandes en
comparacion con los exosomas y las microvesiculas, adicionalmente, contienen ADN, ARN
y proteinas de forma similar. A pesar de que actualmente no existe una respuesta definitiva
sobre el propdsito de los cuerpos apoptoticos, se propone que la ruptura de las células
apoptéticas en AB contribuye a un aclaramiento mas eficiente y son importantes en el
control de las respuestas inmunes (Xu et al., 2019). Recientemente se demostré que el
tratamiento con CEM para un modelo de infarto de miocardio promovié la produccién y
liberacién de AB, lo que mejoré la angiogénesis y la recuperacién de la funcién cardiaca.
En cuanto al mecanismo, se encontrd que las células endoteliales fagocitaron los CEM-AB
lo cual indujo procesos de autofagia, mecanismo que a su vez promovié una mejora en la
enfermedad (H. Liu et al., 2020).

Por lo tanto, en la presente tesis de Maestria, se evalué el efecto biolégico de los cuerpos
apoptoticos generados a partir de un modelo In-vitro de apoptosis, asi como el impacto

inmunoldgico de la interaccion con células de linaje monocito/macréfago CD14+ humanas.
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OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el papel inmunomodulador de cuerpos apoptéticos de células estromales
mesenquimales de gelatina de Wharton y el efecto de la interaccion con células del linaje

monocito/macréfago humanas CD14+.

ESPECIFICOS

e Establecer un modelo In-vitro de apoptosis en células estromales mesenquimales

aisladas de gelatina de Wharton.

e Aislar y caracterizar los cuerpos apoptoéticos de células estromales de gelatina de
Wharton.

e Evaluar el efecto inmunomodulador de los cuerpos apoptoticos y el efecto de la

interaccion con células de linaje monocito/macréfago humanos CD14+.
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1.ASPECTOS TEORICOS

1.1 PRODUCTOS MEDICINALES DE TERAPIAS AVANZADAS

Los medicamentos de terapias avanzadas (advanced therapy medicinal product, ATMP,
por sus siglas en inglés) conforman un grupo de productos bioldgicos complejos e
innovadores desarrollados en los ultimos afios y cuyo desarrollo en la mayoria de los casos
requiere procesos complejos. El primer producto ATMP aprobado en la Unién Europea
(UE) en 2009 fue ChondroCelect, un medicamento de ingenieria tisular utilizado para el
tratamiento de defectos del cartilago (EMA, 2009). En Estados Unidos (EE. UU.), el primer
ATMP aprobado surgié 1 afio después con PROVENGE, una terapia celular somatica para

el tratamiento de algunos céancer de prostata (PROVENGE (Sipuleucel-T) | FDA, n.d.).

El avance de los ATMPs ha presentado varias dificultades, la unién entre el concepto
tedrico y los primeros ensayos clinicos que conducen a la aprobacion de un nuevo
tratamiento, presenta multiples retos que surgen de la naturaleza de los ATMP, incluyendo
no solo los desafios cientificos y técnicos, sino también los regulatorios (ten Ham et al.,
2018). El primer paso en su desarrollo es la definiciébn del producto y posteriormente su
clasificacién, lo cual, en algunos casos, puede resultar dificil al distinguir entre las
diferentes subcategorias bioldgicas. La correcta clasificacion de un producto determinara
el marco regulatorio y el plan de desarrollo. Los ATMPs son productos medicinales que
dentro de su desarrollo pueden incluir acidos nucleicos, células y/o tejidos, lo que permite
dividirlos en cuatro subcategorias: productos de ingenieria tisular (tissue engineering
product, TEP), productos de terapia génica (gene therapy medicinal product, GTMP),
productos de terapia celular (cell therapy medicinal product, CTMP) y los ATMP
combinados (cCATMP). Dentro de la regulacion europea se presenta una diferenciacion
clara entre los CTMPs considerados como terapias avanzadas y las terapias celulares
cubiertas por otros marcos legales (Hemoderivados y trasplantes) donde no son
considerados un medicamento y la sustancia activa, es decir las células, no pueden

fabricarse a escala industrial por razones éticas y legales (Iglesias-Lépez et al., 2019).
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1.1.2 Productos medicinales de terapia celular (CTMPs)

La Agencia Europea de Medicamentos (EMA) define los productos medicinales de terapias
celular como medicamentos a base de células que han sufrido un proceso de manipulacion
sustancial de modo que se hayan alterado sus funciones biol6gicas, o productos
constituidos por células que no estan destinadas a cumplir la misma funcién esencial en el
receptor y en el donante. En la unién europea los CTMPs presentan los mismos criterios
de inclusion en su definicién que los TEP, sin embargo, difieren en su indicacion. En los
CTMPs el producto es administrado a los seres humanos con el objetivo de tratar, prevenir
o diagnosticar una enfermedad por medio de mecanismos farmacolégicos, inmunoldgicos
0 metabdlicos. Para el caso de los TEP, el producto se administra a seres humanos con el
fin de regenerar, reparar o sustituir tejidos. En ese sentido, la clave para determinar la
subcategoria mas adecuada de un medicamento de terapia avanzada se basa en prestar
atencion al mecanismo de accion predominante de la sustancia activa y la funcion
deseada. Sin embargo, productos como las células estromales mesenquimales (CEM),
gue podrian inducir la regeneracion o reparacion del tejido mediante la secrecion de
factores paracrinos, cumplen con los criterios de inclusion para ATMP y también para TEP,

y deben ser revisados al detalle de acuerdo con su propdésito de uso (Therapies, 2012).

Adicionalmente, la categorizacién de los productos a base de células difiere un poco entre
la regulacion de la Unién Europea y los Estados Unidos. Mientras que en la UE existe una
diferenciacion entre los CTMPs y TEPs de acuerdo con su indicacién, en EE. UU los
productos celulares y tisulares que constituyen una terapia avanzada son clasificados
como terapia celular somatica humana (SCT). Por ejemplo, el producto denominado
“MACI” es un producto medicinal aprobado tanto en la UE como en EE. UU, que consiste
en condrocitos autélogos sembrados en una membrana de colageno de origen animal
indicado para la reparacion de cartilago en la rodilla. Para la regulacién estadounidense el
MACI es una terapia celular (producto combinado) con fines terapéuticos, sin embargo,
para la UE es un TEP combinado ya que su principal mecanismo de accioén y su indicaciéon
es para la regeneracion, reparacién y reemplazo tisular (International et al., 2005) (MACI

(Autologous Cultured Chondrocytes on a Porcine Collagen Membrane) | FDA, n.d.) .

En cuanto a los procesos de manufactura, estos deben ir orientados a cumplir con los

criterios de inclusién (manipulacién y uso no homologo) y con la caracterizacién de los
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productos. En ese sentido, la manipulaciéon debe modificar las caracteristicas bioldgicas,
funciones fisioldgicas o propiedades estructurales relevantes para su uso clinico. La
separacion, concentracion o purificacion de células no representa una manipulacion
sustancial si las células siguen conservando la misma funcion biologica que en el cuerpo
humano. Por otro lado, el cultivo celular, los procesos de expansion o la activacion de estas
con factores de crecimiento, si modifican parcialmente algunas caracteristicas de las
células. En consecuencia, el procesamiento de productos basados en células y/o tejidos
incluye la trituracion, el moldeado, el cultivo, la digestién enzimatica y la descelularizacion.
La expansion, encapsulacion, activacibon o modificacion genética se consideran

manipulaciones que alteran en gran medida el producto (Therapies, 2012).

Las células estromales mesenquimales (CEM) son una herramienta terapéutica
prometedora para el desarrollo de terapias avanzadas a base de células y actualmente son
objeto de estudios clinicos que abarcan diversas enfermedades autoinmunes, asi como
aplicaciones para la regeneracion y reparacion de tejidos. Las CEM como medicamento
de terapia celular se clasifica como un ATMP y su fabricacion debe hacerse bajos las
directrices y normas de buenas practicas de fabricacion (GMP). Como consecuencia, el
adecuado desarrollo y validacién de métodos de fabricacion, asi como de ensayos clinicos,
son de gran importancia para el éxito de la investigacion traslacional (Radrizzani et al.,
2016) .

1.2 CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES

1.2.2 Descubrimiento y origenes

El descubrimiento y caracterizaciébn de las células estromales mesenquimales fue el
resultado de una variedad de observaciones que permitieron determinar su complejidad y
propiedades. Julius Cohnheim describié por primera vez en 1867 la presencia de células
madre no hematopoyéticas en la medula 6sea y atribuyo propiedades de migracién y
reparacion de tejidos a esta poblacion celular. Tavassoli y Crosby 100 afios después
aportaron al descubrir que un modelo murino, el trasplante de trozos de medula ésea en
sitios extramedulares reconstituia la hematopoyesis y daba lugar a la formacion de
estructuras similares a la medula 6sea nativa. Sin embargo, a pesar de reportes previos

en la literatura es hasta 1970 cuando Friedenstein realiza el descubrimiento definitivo de
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las CEM a través de una serie de publicaciones. Este Ultimo autor, demostré por medio de
una serie de experimentos la existencia de una poblacién celular en la medula con
morfologia fibroblastoide, capacidad de adherencia al plastico en cultivo, formacion de
colonias, potencial de diferenciacion en osteoblastos In-vitro y que eran capaces de
transferir el microambiente hematopoyético, de modo que surgi6 la idea de que las células
del estroma de la medula ésea eran responsables del microambiente (Almeida-Porada et
al., 2020).

Experimentos posteriores permitieron caracterizar esta poblacion celular con mas
profundidad. En 1991 se desarroll6 el anticuerpo anti Stro-1, antigeno que se utilizé durante
mucho tiempo como marcador de CEM. Adicionalmente, en el mismo afio Caplan (Caplan?
incluir referencia), quien ha sido una autoridad para acufiar la terminologia, atribuyo
propiedades de células madre a esta poblacion celular de acuerdo con su capacidad de
diferenciacion. A partir de estos estudios pioneros, el avance en cuanto al conocimiento de
las células estromales mesenquimales ha ido aumentando considerablemente.
Actualmente se sabe que las CEM representan una parte fundamental del microambiente
especializado de la medula ésea, ademas ayuda a mantener las células progenitoras
hematopoyéticas por medio del contacto célula-célula y/o a través de un efecto paracrino
(Almeida-Porada et al., 2020). Asi mismo estan presentes en una variedad de tejidos
desempefando funciones reguladoras e interactuando con una gran cantidad de células

del sistema inmune.

1.2.3 Fuentes

El desarrollo de nuevas terapias celulares a base de CEM y el incremento en su interés de
aplicacion clinica han conducido a la identificacién de nuevas fuentes de aislamiento. A
pesar de que su descubrimiento y la mayor parte de resultados han sido de células aisladas
a partir de medula 6sea, se han aislado células con propiedades de CEM de una gran
variedad de tejidos humanos adultos y perinatales como tejido adiposo, piel, pulpa dental,
sangre periférica, sangre de cordén umbilical, placenta y gelatina de Wharton de cordén
umbilical (Petrenko et al., 2020). Adicionalmente, se ha descrito que las CEM especificas
de tejido o pericitos (progenitor perivascular de CEM) se distribuyen en las regiones
perivasculares de casi todos los tejidos del cuerpo, donde desempefia un rol importante

en la homeostasis y reparacion tisular. Sin embargo, pese a que las células aisladas de
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cada uno de los tejidos se identifiguen de forma similar en cuanto a fenotipo y
diferenciacion general, existen diferencias en el transcriptoma y secretoma, sugiriendo que
las CEM de cada tejido poseen una huella molecular que indica su origen, lo que

probablemente refleja sus propiedades y potencial bioldgico (Sacchetti et al., 2016).

1.2.4 Aislamiento e identificacion

Los métodos de aislamiento de CEM son diversos y han sido objeto de estudio para su
correcta aplicacion clinica. En general, todos los métodos aprovechan su capacidad de
adherencia al plastico y su potencial para homogenizar las poblaciones por medio del
cultivo celular. No obstante, y en adicién a la variabilidad generada por su origen, se ha
descubierto que el método utilizado para el aislamiento puede alterar sustancialmente la
identidad y funciones bioldgicas de las CEM, generando subpoblaciones con preferencias
de diferenciacion y expresion de marcadores. En consecuencia, para las aplicaciones
clinicas es fundamental partir de una poblacién celular bien definida y validar su
funcionalidad. Desafortunadamente, actualmente no existe un ensayo In-vivo para
cuantificar su capacidad de crecimiento y potencial de diferenciaciéon, lo que dificulta la
identificacion de las CEM menos diferenciadas y con un mayor potencial terapéutico. Asi
las cosas, diversos estudios han intentado determinar antigenos exclusivos de las CEM
gue permitan un aislamiento con relativa pureza y la seleccidon de subpoblaciones de

acuerdo con sus caracteristicas inmunomoduladoras y su sesgo de diferenciacion.

Pese a los esfuerzos realizados para definir un marcador especifico de las CEM, los
resultados no han permitido concretar la existencia de antigenos especificos de esta
poblacién celular. Se ha demostrado la expresién de varias moléculas incluyendo CD29,
CD44, CD54 (molécula de adhesion intercelular 1 [ICAM-1]), CD73, CD90, CD105, CD106
(molécula de adhesion celular vascular 1 [VCAM-1]) y Stro-1, sin embargo, ninguna de
estas es especifica de CEM. Como consecuencia, y con el objetivo de obtener resultados
comparables entre grupos, el Comité de Células Madre Mesenquimales y Tisulares de la
Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) definié un conjunto de criterios minimos
para definir las CEM humanas y son los que se utilizan actualmente para caracterizar estas
células después de su expansion In-vitro. Estos criterios incluyen: (1) Adherencia al
plastico; (2) expresion de los antigenos CD105, CD73 y CD90; (3) ausencia de marcadores
hematopoyéticos (CD45, CD34, CD11b, CD12 y CD19); (4) expresion del isotipo HLA-DR;
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y (5) la capacidad de diferenciarse a condrocitos, osteoblastos y adipocitos In-vitro bajo los
estimulos adecuados. Adicionalmente, se propone la ausencia de CD31 (molécula de
adhesion de células endoteliales a las plaquetas [PECAM]) con el propésito de
diferenciarlas de células endoteliales que fenotipicamente son muy similares (Almeida-
Porada et al., 2020).

Cabe resaltar que los criterios establecidos por la ISCT reflejan las caracteristicas de las
CEM expandidas en cultivos In-vitro y puede que no representen con precision las
propiedades biolégicas de las CEM In-vivo. De igual forma, aunque la poblacién celular
cumpla con estos criterios minimos de identidad pueden seguir siendo heterogéneas en
cuanto a su actividad biolégica y potencial terapéutico. Por tal motivo, los procesos de
manufactura actualmente se enfrentan a un reto de ambito traslacional que abarca una
gran cantidad de variables enfocadas a homogenizar la terapia con CEM y aclarar su

comportamiento In-vivo (Caplan et al., 2019).

1.2.5 Inmunomodulacion por CEM

Las células estromales mesenquimales se utilizaron inicialmente para reparacion y
regeneracion de tejidos debido a su capacidad de diferenciacion, sin embargo,
rapidamente se incrementd el conocimiento sobre su capacidad de interactuar con el
sistema inmune y ejercer un efecto inmunomodulador. Las CEM interactian tanto con la
inmunidad innata como con la inmunidad adaptativa principalmente mediante dos
mecanismos; contacto célula-célula y por medio de una actividad paracrina. La funcion
inmunomoduladora de las CEM puede aplicarse sobre una gran variedad de células
inmunes donde podemos incluir células T, células B, células asesinas naturales (NK),

macrofagos, monocitos, células dendriticas (CD) y neutréfilos (Song et al., 2020).

Mediante el contacto celular las CEM han demostrado tener la capacidad de regular el
sistema inmune a través de la expresion de moléculas regulatorias y polarizando la
respuesta hacia un perfil inmunosupresor. In-vitro se ha reportado que el co-cultivo con
células T CD4+ activa la via Notchl/FOXP3 induciendo un subtipo de linfocitos T
regulatorios (Tregs) (Del Papa et al., 2013). Adicionalmente, se ha demostrado que las
CEM derivadas de placenta expresan altos niveles de los ligandos de muerte celular

programa PDL-1 y PDL-2, los cuales pueden inhibir la proliferacién de células T (Wang et
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al., 2013). Cabe resaltar que el efecto supresor de las CEM sobre los linfocitos T no tiene
ninguna restriccibn inmunogenica, siendo similares los resultados obtenidos con
mesenquimales autélogas o alogénicas (Zhao et al., 2016). Yan et al demostraron que las
Tregs expuestas a CEM resultaron ser mas inmunosupresoras que las que no se co-
cultivan y que la expresion de PDL-1 e IL10 podrian ser los factores determinantes en la
interaccion (Yan et al., 2014). Dentro del linaje linfoide las CEM también pueden interactuar
y ejercer un efecto sobre los linfocitos B. Las CEM pueden alterar considerablemente la
diferenciacion de células B reduciendo significativamente la produccién de anticuerpos de
isotipo IgM, IgG e IgA, asi como, también disminuye la expresién de CXCR4, CXCR5 y
CCRY7 alterando las propiedades quimiotacticas (Lee et al., 2014).

El alcance inmunomodulador de las células estromales mesenquimales es tan amplio que
también interaccionan con el sistema inmune innato modulando gran parte de su
respuesta. Las CEM también tienen la capacidad de alterar el fenotipo NK, suprimiendo su
proliferacién, disminuyendo la secrecién de citocinas y reduciendo la citotoxicidad contra
células que expresen HLA clase |. Los mecanismos incluyen el contacto célula-célula y la
secrecion de factores solubles donde se destaca el TGFB1 y la PGE2, lo que demuestra
diferentes formas de las CEM para interactuar con esta poblacion celular (Sotiropoulou et
al., 2006). Xiang et al. demostraron que las CEM indujeron la expresion de CD40, CD80,
CD86 y HLA-DR durante la diferenciacion de células dendriticas (CD) derivadas de
monocitos y disminuyeron la expresion de CD86 y CD80 en co-cultivos con células
dendriticas maduras (W. X. Gao et al.,, 2017). Adicionalmente, la diferenciacion de
progenitores de medula 0sea en células dendriticas en presencia de sobrenadantes
condicionados con CEM fue inhibida a través de la secrecion de IL-6. Asi mismo, las células
mesenquimales pueden inhibir las propiedades efectoras de las CD como el
procesamiento de antigenos y la presentacion a células. Por altimo, los co-cultivos de CD
y CEM, asi como la administracién In-vivo, da lugar a una regulacién a la baja en la
expresion de CCR7 y CD49d, dos moléculas implicadas en el retorno de las CD a los
organos linfoides. Como consecuencia, se produce la inhibicién de la migracion de las
células dendriticas a los ganglios linfaticos y la presentacidon antigénica a las células T

especificas de antigeno (Chiesa et al., 2011).
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Las células de origen mieloide también son blanco del potencial inmunomodulador de las
células estromales mesenquimales. Durante el periodo inflamatorio los neutréfilos son una
de las primeras células en migrar al érgano afectado. Las CEM tienen la capacidad de
conservar la viabilidad y la funcion de los neutréfilos inhibiendo la apoptosis de células en
reposo y activadas por la IL-8, sin afectar la fagocitosis, la expresion de moléculas de
adhesion y la capacidad migratoria. De igual forma, la secrecién de IL-6 por parte de las
CEM rescata a los neutréfilos de la apoptosis preservando su viabilidad (Raffaghello et al.,
2008). Cassatella et al. demostraron que después de la activacion del TLR3 las CEM
derivadas de medula 6sea tuvieron la capacidad de ejercer un efecto anti-apoptotico sobre
los neutrdfilos, preservando su viabilidad y funcionalidad. Los experimentos de
neutralizacion indicaron que los efectos bioldgicos de las CEM sobre los neutréfilos
estuvieron mediados por la secrecién de 1I-6, Interferén- (INF-B) y el factor estimulante de
colonias granulocitos macrofagos (GM-CSF) (Cassatella et al., 2011). Por lo tanto, los
neutrofilos podrian considerarse uno de los blancos celulares mas representativos en la

mediacion del efecto inmunomodulador de las CEM.

Los macrofagos desempefian un rol fundamental en el sistema inmune innato, son células
especializadas en la eliminacion de células muertas y restos celulares. Ademas, los
macrofagos son células efectoras que participan en la respuesta inmune citotoxica
mediada por células. El conocimiento acerca de la regulacién de estas células por parte
de las CEM ha ido aumentando en los Ultimos afios y actualmente se sabe que esta
interaccidn es muy importante para una respuesta inmune correcta durante la inflamacién
y la reparacion de lesiones tisulares. En un modelo murino de sepsis la inyeccion de CEM
derivadas de medula 6sea tuvo un efecto terapéutico en mejorar la supervivencia del
animal. Los resultados sugieren que las CEM interactdan con los monocitos y macréfagos
reprogramando su fenotipo, a la vez que aumentan la produccién de IL-10 y disminuye la
expresion de TNF-a e IL-6. En cuanto al mecanismo, se comprobd que el efecto regulador
de las CEM dependi6 de la secrecion de prostaglandina E2 (PGE2) que actu6 sobre los
macréfagos a través de los receptores de prostaglandina EP2 y EP4 (Németh et al., 2009).
Gao et al. demostraron que las CEM de ratén polarizaron los macrofagos hacia un fenotipo
M2 de forma independiente del contacto celular. El efecto se vio acompafiado de la
inhibicion de NF-kB vy la activacién de la via STAT3 (S. Gao et al., 2014). Teniendo en

cuenta lo anterior, el conocimiento acerca de como las CEM logran modificar el fenotipo
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de los macrofagos serd de gran importancia para el tratamiento de enfermedades

inflamatorias en el futuro.

Es importante destacar que las CEM también pueden ejercer su efecto inmunomodulador
a través de la secreciobn de moléculas multifuncionales por medio de mecanismos
paracrinos, lo que se denomina secretoma y donde podemos incluir citocinas, guimiocinas
y factores de crecimiento. Dentro de las principales moléculas reguladoras se encuentra el
factor de crecimiento transformante -g1 (TGF-B1), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),
la PGE2, el interferdn-y (IFN-y), el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF), el factor
de crecimiento de los fibroblastos (FGF), la Indolamina-pirrol 2,3-dioxigenasa (IDO) y el
Oxido nitrico (ON), entre muchos otros. Estos factores paracrinos se empagquetan en
vesiculas extracelulares (VES) que suelen dividirse de acuerdo con su tamafio y célula de
origen en exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptéticos. Estos ultimos han despertado
un interés particular en los ultimos afios debido a su potencial terapéutico y la falta de
conocimiento sobre su funcién. Adicionalmente, aunque las VEs derivadas de CEM hayan
resultado ser terapéuticas de forma similar a las células en si mismas, sus efectos varian
de acuerdo con la fuente, la célula diana y el microambiente que rodea a las células (Song
et al., 2020).

El secretoma de las CEM ha tomado importancia debido a que se ha demostrado que estas
células pueden actuar sobre el sistema inmune innato y adaptativo por medio de su
actividad paracrina. Recientemente Mahmoudi et al. reportaron que los exosomas
derivados de CEM humanas aisladas de tejido adiposo disminuyeron la apoptosis de
neutréfilos y aumentaron su capacidad de fagocitosis. De igual forma, el medio
condicionado con CEM indujo fagocitosis de los neutréfilos y produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Mahmoudi et al., 2019) . Asi mismo, se ha demostrado que
las VE provenientes de CEM interfieren en la captacion de antigenos por células
dendriticas inmaduras e inhiben su maduracién. Adicionalmente, inducen una expresion a
la baja de marcadores de CD maduras (CD83, CD38 y CD80), al igual que una baja
secrecioén de citocinas proinflamatorias (IL6 e IL-12) y una expresion aumentada de TGF-
B (Reis et al., 2018). Por otro lado, y en concordancia con lo mencionado anteriormente,

las vesiculas extracelulares derivadas de CEM desencadenan la polarizaciéon de
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macrofagos potenciando la expresion de marcadores antiinflamatorios M2 mediante la

regulacion a la baja de IL-23 e IL-22 (Hyvarinen et al., 2018).

En el IDCBIS, Cruz et al mediante un enfoque simultaneo del transcriptoma completo y el
secretoma de las CEM de cordén umbilical durante la modulacién inmune, detectaron mas
de 6.000 genes expresados diferencialmente asociados a una variedad de procesos
biolégicos como la regulacion de la activacion leucocitaria, la produccién de citoquinas y
las moléculas de adhesion de membrana, fuertemente implicados en la regulacion de las
respuestas inflamatorias. Adicionalmente, los co-cultivos de PBMNC activados/CEM
indujeron la reprogramacion de las células CD14+ hacia el fenotipo M2-lyke, mostrando
altos niveles de expresion de CD206, CD163 y CD301 en comparacion con las células
CD14+ cebadas con estimulos inflamatorios. Las células CD206/CD163high también
secretaron niveles mas altos de MCP-1, G-CSF, IL-6, IL-10, IP-10 e IL 4 que los monocitos
CD206/CD163low y fueron capaces de suprimir la proliferacion de las células T activadas
por aCD3/CD28. Ademas, se demostré que una accién concomitante de los macréfagos
M2-like inducidos, la expresion de los ligandos PD-L1/2 derivados de las CEM, la
modulacioén de la expresion de moléculas de adhesion y la secrecion de IL-2R, promueven
la regulacién de las células T activadas, reduciendo el conjunto de células efectoras y
forzando un fenotipo terminalmente diferenciado (TEMRA) (Cruz-Barrera et al., 2020).

1.2.6 Aplicaciones terapéuticas de CEM

Actualmente el campo de aplicacion de células estromales mesenquimales ha aumentado
considerablemente, lo que se hareflejado en el incremento de ensayos clinicos en distintas
enfermedades de origen inflamatorio crénico, con resultados prometedores. La capacidad
inmunomoduladora de las CEM son la base de su aplicacion a enfermedades
inmunomediadas y dentro de las patologias més tratadas podemos incluir: la enfermedad
de injerto contra huésped, enfermedades degenerativas del sistema osteoarticular,
enfermedades cardiovasculares y enfermedades del espectro autoinmune (Lupus y

esclerosis multiple), entre otros.

Las enfermedades del tejido 6seo como la osteogénesis imperfecta y la hipofosfatemia,

han sido objeto de estudio para el tratamiento con CEM debido a sus efectos terapéuticos.
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En un ensayo clinico, se combiné el trasplante de progenitores hematopoyéticos con la
infusién de CEM del mismo donante, lo que se derivé en un mayor beneficio, pero de corta
duracién. Adicionalmente, la actividad inmunomoduladora de las CEM hace que las células
sean una atractiva herramienta terapéutica para ser utilizado durante o después del
trasplante, su aplicacion puede reducir la toxicidad de los regimenes de
acondicionamiento, al tiempo que induce el injerto hematopoyético y disminuye la
gravedad de la enfermedad de injerto contra huésped (EICH). Se ha comprobado que el
co-trasplante de células madre hematopoyéticas y CEM facilita el injerto, sin embargo, su
mecanismo aun no es del todo claro. De igual forma, la infusién de CEM haploidénticas
durante el trasplante pediatrico de sangre de corddén umbilical indujo una rapida

recuperacion hematopoyética (James et al., 2019).

Otro campo de estudio y aplicacion para la terapia con CEM son las enfermedades
cardiovasculares. Las propiedades de regeneracion e inmunomodulacion de las células
estromales mesenguimales representan una ventaja y son un candidato atractivo para el
tratamiento de estas enfermedades. Los ensayos clinicos han demostrado que la terapia
con CEM mejora las funciones cardiacas respectos a los grupos control. Las CEM
alogénicas son bien toleradas, con un aumento significativo de la eyeccién del ventriculo
izquierdo y una menor incidencia de arritmias y dolor toracico (Joshua M. Hare, Joel E.
Fishman, 2017).

Los trastornos autoinmunes se caracterizan por una respuesta inadecuada del sistema
inmune contra células y tejidos propios. En la Artritis Reumatoide, cuando el colageno tipo
Il es reconocido por las células T activa de forma incontrolada una respuesta inmune, lo
gue conlleva a la destruccion de las articulaciones. Las propiedades de suprimir la
proliferacion de células inmunes citotoxicas y de inducir la formacion de células
regulatorias, convierten a las CEM en una herramienta terapéutica razonable para el
tratamiento de esta enfermedad. Zheng et al. aislaron CEM de pacientes con Artritis
Reumatoide (AR) y demostraron que estas células inhiben la proliferacién de células T,
disminuyen la expresion de citocinas proinflamatorias y secretan IL-10. Adicionalmente,
describieron que el trasplante de CEM en las articulaciones con AR suprime la inflamacion
a través de la secrecion de TGF-B1, evitando la destruccién de las articulaciones (Zheng
et al., 2008).
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Dentro del espectro de enfermedades autoinmunes el lupus eritematoso sistémico (LES)
es una enfermedad sistémica que puede afectar cualquier parte del cuerpo ocasionando
graves dafios al organismo. Se ha demostrado que los pacientes con LES presentan
defectos en el sistema hematopoyético debido a la expresién desequilibrada de citocinas
y factores de crecimiento. Adicionalmente, en estos pacientes las células madre CD34+
derivadas de la medula sobre-expresan algunos marcadores de superficie (CD123 vy
CD166) que estan relacionados con la inflamacién y desarrollé de células T. Varios
estudios han demostrado que las CEM derivadas de medula 6sea tienen la capacidad de
mejorar la progresion autoinmune de la enfermedad y contribuir a disminuir la inflamacion
en los 6rganos afectados (Lufkin, 2013). Al igual que el LES, la diabetes tipo 1 es una
enfermedad autoinmune, sin embargo, en este caso el dafio esta mediado por la
produccion de autoanticuerpos dirigidos contra las células (3 del pancreas. La destruccion
de estas células disminuye la cantidad de insulina producida impidiendo controlar el nivel
de azucar en sangre. Resultados preliminares in vivo han sugerido que las CEM pueden
contribuir a solucionar este problema inmune, ya que pueden diferenciarse en células
productoras de insulina que responden a la glucosa, ademas de presentar propiedades
inmunomoduladoras. Adicionalmente, se ha investigado si las CEM residentes del
pancreas pueden ser forzadas a adoptar un linaje pancreatico. Las CEM aisladas de
sangre de cordén umbilical han demostrado la expresion de genes de desarrollo
pancreatico y pasos de diferenciacién similares a los que presentan las células B (Gabr et
al., 2017).

La esclerosis mdltiple es otra enfermedad autoinmune que involucra células T
autorreactivas. Los linfocitos T provocan la destruccion de la mielina y los oligodendrocitos.
El tratamiento de la enfermedad incluye farmacos inmunomoduladores o
inmunosupresores, sin embargo, a pesar de la eficacia para controlar el nimero de
recaidas, actualmente ninguna terapia es eficaz para detener la fase progresiva. Dado su
potencial inmunomodulador, las CEM han sido utilizadas en ensayos clinicos para el
tratamiento de esclerosis multiple recurrente. Los resultados sugieren que estas células
promueven la autorreparacion, reduciendo la formacion de cicatrices y estimulando la
formacion de nuevos vasos sanguineos. Adicionalmente, las CEM presentan una actividad
paracrina representada por la secrecién de factores de crecimiento y neuro-protectores

como la superéxido dismutasa 3 (Sarkar et al., 2018).
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Muchas enfermedades neurodegenerativas progresan rapidamente y no tienen una terapia
eficaz. Actualmente, ningln tratamiento es capaz de detener la progresion de la
enfermedad de Alzheimer (EA). Diferentes ensayos preclinicos han intentado mejorar los
déficits neuropatoldgicos en modelos animales de EA por medio de la terapia con células
madre. Shin et al. demostraron que las CEM activaron la via de autofagia y aumentaron la
supervivencia de las neuronas a nivel In-vitro e In-vivo. Adicionalmente, se ha evidenciado
gue las CEM aisladas de corddn umbilical aumentan la diferenciacion de Tregs In-vitro, las
cuales una vez trasplantadas en modelos animales de EA, modulan la activacién de la

microglia y promueven la supervivencia de las neuronas (Shin et al., 2014).

Teniendo en cuenta lo anterior, el potencial terapéutico de las CEM ha demostrado ser
bastante amplio y atractivo para su aplicacion clinica. Sin embargo, se debe destacar que
antes de las aplicaciones clinicas es necesario mejorar los protocolos basados en CEM y
el conocimiento acerca de la inmunogenicidad y comportamiento In-vivo. Uno de los
principales interrogantes de la terapia es la supervivencia y migraciéon de las CEM dentro

del microambiente al que se enfrentan.

1.2.7 Supervivenciay migracion de CEM.

La terapia celular basada en células estromales mesenquimales ha sido objeto de grandes
avances en cuanto a su conocimiento y eficacia terapéutica. Independientemente de la
fuente, las CEM han mostrado ser utiles para el tratamiento de enfermedades inflamatorias
y/o autoinmunes tanto en modelos preclinicos como en ensayos clinicos. Los mecanismos
asociados, su modo de accion y la biologia que subyace al efecto terapéutico se han
intentado definir y caracterizar a nivel in-vitro y en estudios preclinicos. Sin embargo, la
traslacion de la efectividad preclinica al &mbito clinico ha presentado varias dificultades.
Actualmente se sabe poco sobre la biodistribucién de las CEM cuando se enfrentan a un
microambiente altamente inflamatorio en un contexto in-vivo, principalmente en el ambito
clinico. Dentro del ambiente inflamatorio inherente a cada una de las enfermedades, las
CEM se enfrentan a varios estimulos como la hipoxia, el estrés oxidativo, las células
citotoxicas, la citocinas proinflamatorias, entre otros, que pueden inducir su muerte. Se
sabe poco sobre lo que ocurre con las CEM durante su distribucién en el organismo y su
infiltracion en el lugar de destino, lo que ha introducido nuevas hipétesis sobre una

persistencia limitada de las CEM que puede afectar su viabilidad y funcién
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inmunomoduladora (Weiss et al., 2019). Witte et al. realizaron de forma muy precisa el
seguimiento por medio de perlas Qtracker de CEM de cordén umbilical en modelos
preclinicos y demostraron que las células vivas se acumularon en pulmoén inmediatamente
después de la infusion. Veinticuatro horas después (24H), la mayoria de CEM estaban
muertas y se acumularon en pulmén e higado, adicionalmente, se encontraron contenidas
en monocitos. De igual forma se detectdé de manera sistémica presencia de monocitos
circulantes que fagocitaron CEM. Lo anterior demuestra que aun hace falta mucho por
conocer acerca del comportamiento y supervivencia estas células en el organismo (Baan
et al., 2018)

Las investigaciones acerca de la supervivencia y distribucién de las CEM han permitido
aclarar y conocer un poco sobre su comportamiento en el organismo, sin embargo, han
abierto una brecha en el conocimiento de su biologia y han sembrado varios interrogantes
gue actualmente son objeto de discusion cientifica tales como las circunstancias por las
cuales las CEM muertas podrian participar en procesos inflamatorios y si la apoptosis
determina cambios en la funcién moduladora y secretora de estas células. Mejorar el
conocimiento sobre el destino y comportamiento de las CEM dentro del microambiente
inflamatorio permitird el desarrollo de terapias celulares mas optimas y mejorarda la

traslacion al ambito clinico.

1.3 CEM APOPTOTICAS Y APLICACIONES CLINICAS

Actualmente existe relativamente poca informacién disponible acerca de modelos
preclinicos que hayan investigado el efecto de las CEM apoptéticas. Sin embargo, ya se
ha documentado y es objeto de investigacion actual, los efectos antiinflamatorios que son
provocados por la utilizacion de otras poblaciones celulares apoptéticas, lo que indica que
las CEM podrian comportarse de manera similar. En contraste, las investigaciones
disponibles con CEM apoptéticas han mostrado resultados prometedores que sugieren
gue para algunas condiciones inflamatorias este proceso de muerte celular puede
representar un potencial mecanismo terapéutico (Weiss et al., 2019). Modelos preclinicos
de lesion pulmonar aguda han demostrado que el microambiente inflamatorio afecta la
supervivencia y eficacia de la CEM administradas. De la misma manera, un estudio

reciente reporto que las administracion de CEM apoptéticas reducian signos de
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inflamacién en un modelo murino de respuesta alérgica de las vias respiratorias mediado

por una respuesta Th2 (Galleu et al., 2017).

Este efecto terapéutico no se limita solamente a enfermedades pulmonares, Sung et al. en
un modelo de rata de sepsis inducida por ligadura y puncién cecal, demostraron que la
administracion de CEM apoptéticas generadas In-vitro mediante cultivo en medios
privados de suero, tuvo un efecto terapéutico superior que las CEM viables. La expresion
de moléculas asociadas a la inflamacién (ICAM-1, MMP-9, TNF-a, NF-kB), estrés oxidativo
y reguladores apoptoticos (Bax, caspasa 3) fue menor en los modelos que recibieron CEM
apoptéticas. En cuanto al mecanismo, se sugiere que las células estromales
mesenquimales apoptéticas son mas eficaces para amortiguar la respuesta inmune a la
lesion, sin embargo, no se mencionan vias especificas de regulacion (Sung et al., 2013).
Recientemente, otros investigadores demostraron en un modelo de conejo de cicatrizacion
hipertrofica, que la inyeccion local de células estromales mesenquimales aisladas de
medula 6sea regulé la inflamacion y evito la formacién de cicatrices hipertréficas. El efecto
terapéutico se atribuy6 a la secrecion de la proteina antinflamatoria gen 6 estimulado por
el TNF-a (TSG-6), sin embargo, se evidencié que el nimero de CEM viables disminuy6
notablemente posterior a la administracion y se indujo apoptosis en la mayoria de las
células. Adicionalmente, la inhibicion de las caspasa-3 disminuyo las capacidades
inmunomoduladoras de las CEM y atenu0 sus efectos terapéuticos (S. Liu et al., 2014). De
forma similar, Cheung et al. demostraron que las CEM apoptéticas generadas In-vitro
mediante el tratamiento de un anticuerpo monoclonal anti-Fas provoco la eferocitrosis por
parte de los monocitos y polariz6 su respuesta hacia un fenotipo inmunosupresor,
permitiendo el aumento de la secrecion de PGE2 (Medication et al., 2005). Los monocitos
juegan un papel importante en la depuracién de células apoptéticas y la regulacién de la
respuesta inmune, sin embargo, no son los Unicos fagocitos que han demostrado tener
efectos inmunosupresores tras la eferocitrosis de CEM apoptéticas. Piraghaj et al.
probaron la hipétesis de que la eferocitosis de células estromales mesenquimales
apoptéticas promueve la polarizacion hacia el fenotipo M2 de los macrofagos. Los
resultados mostraron que en los co-cultivos de CEM apopt6ticas con macréfagos de la
cavidad peritoneal de ratones, se redujo la produccion de TNF-a, NO, y se aumento la

produccion de IL-10. Adicionalmente, la actividad arginasa y la capacidad de fagocitosis
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también fue superior en los macrofagos cultivados con CEM apoptéticas (Ghahremani
Piraghaj et al., 2018).

En conjunto, estos resultados resaltan el potencial terapéutico de las CEM apoptéticas
para ciertas condiciones, asi como la importancia de los fagocitos para poder ejercer su
efecto inmunosupresor. Sin embargo, pocas investigaciones estudian los mecanismos
asociados a la interaccion entre las CEM apoptéticas y el microambiente, asi como sus
vias de regulacion. Un mecanismo que esta tomando relevancia y esta siendo estudiado
recientemente, son las vesiculas extracelulares provenientes de células apoptoéticas,
denominados cuerpos apoptéticos (AB), y su potencial inmunoregulador. Liu et al. en un
modelo de infarto de miocardio descubrieron que las CEM trasplantadas sufrieron
apoptosis y ademds liberaron cuerpos apoptéticos para mejorar la angiogénesis y
recuperar la funcion cardiaca a través de la activacion de la autofagia. Mecéanicamente,
estos autores plantean que después del trasplante local, las CEM experimentan una
apoptosis a corto plazo y liberan AB que son internalizados por las células endoteliales
(CE) del receptor. Posteriormente, al interior de las CE se activa la via lisosomal y se
promueve la expresion del TFEB (Factor de transcripcion EB), que es un gen maestro para
la biogénesis lisosomal y la autofagia. Estos resultados sugieren que la interaccion entre
CEM apoptéticas y el microambiente inflamatorio es mas complejo de lo que podria parecer

a simple vista, lo cual amerita mas investigacion al respecto (H. Liu et al., 2020).

Cabe resaltar que, dada la complejidad de la interaccion, el microambiente y la falta de
conocimiento en cuanto al mecanismo, el efecto terapéutico de las CEM apoptéticas no
siempre se deriva en resultados positivos. Recientemente un ensayo clinico aleatorio
multicéntrico doble ciego demostré que la administracion de CEM viables resulto segura
pero no eficaz para el tratamiento de sindrome de dificultad respiratoria agua (SDRA). Sin
embargo, los analisis post hoc identificaron que alrededor del 85% de las células
administradas no eran viables. Lo anterior sugiere que las CEM apoptéticas pueden no
tener un efecto terapéutico en SDRA, aunque, a esto se deben sumar variables como el
momento, dosis y via de administracion, lo cual puede interferir en los resultados
obtenidos. Por lo tanto, las CEM apoptéticas no pueden reemplazar desde el punto de vista
terapéutico a las células viables, cada una de ella representa un potencial terapéutico

aplicable en diferentes contextos y presumiblemente por diferentes mecanismos. La
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creciente investigacion y experiencia del efecto terapéutico de las CEM apoptéticas plantea
ideas importantes del mecanismo, que permite la generacion de hipétesis y su posterior

estudio clinico (Weiss et al., 2019).

1.3.2 Propiedades inmunomoduladoras de las células
apoptoticas

La apoptosis es un mecanismo regulado de muerte celular que se produce en diferentes
situaciones fisioldgicas y mantiene la homeostasis de diferentes células inmunes mediante
el recambio. Una de las diferencias entre la apoptosis y otros procesos de muerte, es que
las células apoptoéticas no liberan su contenido citoplasmatico evitando una respuesta
inflamatoria. Uno de los principales mecanismos para evitar la respuesta inmune a células
apoptoticas es la activacion de la caspasas. Estas enzimas impiden la respuesta inmune
innata al inactivar la secrecion de interferones tipo 1 o al oxidar sefiales de peligro, evitando
asi la liberacién de patrones moleculares asociados al dafio o DAMPs. Adicionalmente, la
activacion de las caspasas efectoras contribuye a la atraccion de los fagocitos a través de
la secrecion de factores quimiotacticos, denominados sefiales “find-me”, que incluyen
lipidos o nucleotidos. De este modo, se realiza de manera silenciosa la eliminacion de
células apoptéticas y se evita la necrosis secundaria asociada a la liberacion de DAMPs,

previniendo también la generacién de autoinmunidad (Saas et al., 2016).

El segundo requisito, después de la activacion de las caspasas, para evitar una respuesta
inflamatoria, es la eliminacién o aclaramiento eficaz de las células apoptéticas. Este
proceso esta dirigido por los fagocitos y comprende una serie de pasos que van desde el
reclutamiento, el reconocimiento, la fagocitosis y la respuesta final. Antes de ser eliminadas
por los fagocitos, las células apoptéticas inducen transitoriamente la respuesta inmune
hacia un estado inmunosupresor a través de la expresion de factores como TGF-j3, IL-10,
CCRS5, Anexina-Al, trombospondina-1, entre otros. In-vivo, este efecto inmunomodulador
se prolonga y aumenta debido a la reprogramacion que sufren los fagocitos posterior a la
internalizacion de células moribundas, lo que sugiere una cooperacion activa entre los
fagocitos y las células apoptéticas. Yamaguchi et al. demostraron que el sobrenadante de
células apoptéticas inducia la expresion de genes antiinflamatorios en macréfagos. En
cuanto al mecanismo, estos autores encontraron que en los sobrenadantes de células

apoptéticas se acumulé monofosfato de adenosina (AMP) que fue metabolizado por los
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macrofagos a través del receptor de adenosina A2a, lo que a su vez indujo la expresion de

genes antiinflamatorios (Yamaguchi et al., 2014).

La eferocitosis es el proceso mediante el cual los fagocitos, como los macréfagos, eliminan
a las células moribundas. Este mecanismo es fundamental para prevenir la liberacion de
DAMPs, la resolucion de la inflamacion y para el inicio de la reparacion tisular. Se estima
gue este proceso sucede alrededor de 3 horas después de la sefial apoptotica, tiempo en
el cual las células apoptéticas pueden reorganizar sus microtibulos permitiéndoles
mantener la integridad de su membrana y evitando la liberacién de patrones moleculares
asociados al dafio. Actualmente se reconoce la existencia de distintos fagocitos con la
capacidad de eliminar células apoptéticas, sin embargo, algunos son considerados
“principiantes” y otro “profesionales”. Las células epiteliales y los fibroblastos estan
presentes en tejidos donde los macréfagos son escasos o donde su acceso es limitado,
alli pueden fagocitar células apoptéticas y son considerados fagocitos principiantes. Por
otro lado, los principales fagocitos implicados en el aclaramiento de células apoptéticas
después de la infusion (principalmente por via intravenosa) son los macréfagos y algunas
células dendriticas. Estos fagocitos participan en la captacion de leucocitos apoptéticos
transportados por la sangre y se localizan en pulmones, higado y bazo. Se ha demostrado
gue los macrofagos y las células dendriticas convencionales inmaduras (CD8a+) de las
zonas marginales del bazo participan en la eliminacién de células apoptéticas infundidas.
Adicionalmente, La reciente caracterizacion de subtipos de macrofagos y células
dendriticas esta ayudando a definir el papel de estos subconjuntos de células en la
tolerancia inducida por células apoptéticas. De esta forma, se ha demostrado que las
células dendriticas CD103+ adquieren antigenos derivados de células apoptoticas en los

pulmones y se los presentan a células T en los ganglios linfaticos (Desch et al., 2011).

Una vez se ha realizado el reclutamiento, reconocimiento y fagocitosis de las células
apoptoticas, se ha descrito que sigue la reprogramacion o polarizacion de los fagocitos
hacia una respuesta antiinflamatoria. La inhibicion de este efecto puede conducir a
procesos de autoinmunidad, como ocurre con la proteinasa 3 expresada en las células
apoptoticas. Después de la eliminacion de células apoptéticas, los macréfagos disminuyen
la expresion de citocinas proinflamaorias como el TNF-a o IL-12, al tiempo que aumenta le

secrecion de citocinas antiinflamatorias como TGF-B o IL-10. De forma similar, los
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metabolitos derivados de células apoptéticas, en particular los lipidos derivados del
colesterol pueden estimular las vias de sefializacién antiinflamatorias en los fagocitos. Asi
mismo, en modelos de enfermedades inflamatorias, la administracién de células
apoptéticas provoca una disminucion de citocinas inflamatorias circulantes y aumento de
citocinas antiinflamatorias. En particular, la neutralizaciéon del TGF-B inhibe el efecto
benéfico de las células apoptéticas. Ademas de citocinas antiinflamatorias, se ha
demostrado que los macréfagos después de hacer eferocitosis pueden secretar factores
proangiogenicos y metaloproteinasas que favorecen la resolucion de la inflamacién. Similar
a los macréfagos, las células dendriticas en el sistema linfatico también tienen la capacidad
de eliminar células apoptéticas. La eferocitosis por parte de las células dendriticas causa
el bloqueo en una fase inmadura o induce la generacion de células tolerogénicas. Estas
células pueden presentar el antigeno internalizado a las células T en los ganglios linfaticos
de drenaje e inducir la formacién de células inmunes reguladoras como células productoras
de IL-10 y Tregs. En general, la administracion de células apoptoéticas puede controlar la
inflamacién mediante el reinicio del proceso resolutivo. Adicionalmente, este enfoque
terapéutico puede restaurar la tolerancia a los autoantigenos mediante la inhibicién de las
respuestas desreguladas de células T y la induccidon de células tolerogénicas y/o
reguladoras. Lo anterior justifica el interés para la investigacion de los mecanismos
asociados, asi como el desarrollo de terapias basada en células apoptéticas en contexto

de trasplantes (Saas et al., 2016).

Por ultimo, a pesar de los efectos terapéuticos que se han demostrado para las células
apoptoticas, actualmente se sabe poco acerca de la naturaleza de la interaccién entre
estas células y el microambiente donde se generan. El reconocimiento por parte de los
fagocitos se ha descrito que se realiza a través de una serie de sefiales de reclutamiento
gue promueven la fagocitosis, sin embargo, los estimulos que inducen la apoptosis, asi
como la forma mas eficiente de hacer el aclaramiento y la reprogramacion de los fagocitos
aun no es del todo claro. En este sentido, y teniendo en cuenta el avance que ha tenido la
utilizacién de vesiculas extracelulares en los Ultimos afios, los cuerpos apoptéticos son

objeto de estudio actual y representan un potencial terapéutico poco explorado.
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1.4 CUERPOS APOPTOTICOS

1.4.2 Potencial terapéutico de los cuerpos apoptoticos.

Las vesiculas extracelulares (VES) son vesiculas asociadas a la membrana liberadas por
células en diferentes condiciones. Tradicionalmente se han clasificado de acuerdo con su
origen, tamafio y marcadores moleculares como exosomas (30-100nm, origen
endosomal), microvesiculas (50-1000nm, origen membrana plasmatica) y los cuerpos
apoptoticos (1000-5000nm) liberados exclusivamente por células apoptéticas. Las VEs
actian como importantes mediadores de la comunicacion intercelular en diversos
contextos a través de la transferencia de moléculas efectoras como proteinas, ARN y ADN.
Asi mismo, los niveles y el contenido de estas vesiculas se han visto asociado a la
progresion de infecciones y a la tumorogenesis. Por tal motivo, los exosomas y las
microvesiculas han sido reconocidos como agentes terapéuticos en los ultimos afios,
probando su eficacia en diferentes modelos preclinicos y ensayos clinicos. Las VESs propias
o modificadas han demostrado resultados favorables para la terapia contra el cancer,
vacunacion contra patdgenos, inmunoterapia, terapia regenerativa y para la administracion
de farmacos. Por ejemplo, los iExosomes, son exosomas derivados de CEM cargados con
un siRNA contra la mutacion KrasG12D que actualmente estan siendo sometidos a un

ensayo fase | para el tratamiento de cancer de pancreas (Phan et al., 2020).

Mientras que los exosomas y las microvesiculas han sido probados ampliamente como
agentes terapéuticos, los cuerpos apoptéticos (AB), un tipo de VEs mas grandes y
generados exclusivamente por células apoptéticas, estdn menos definidos y su
aplicabilidad terapéutica sigue sin ser explorada a profundidad. A la fecha existe un numero
modesto de estudios sobre los AB, sin embargo, se han realizado esfuerzos importantes
para conocer mas acerca de su biogénesis y funcién. La evidencia actual demuestra que
los cuerpos apoptéticos son mensajeros claves liberados por las células moribundas para
regular procesos como la eliminacioén de células, la homeostasis de tejidos, diseminacién
de patégenos y la inmunidad, demostrando asi un amplio potencial terapéutico y
posicionando los AB como otro candidato en el desarrollo de VEs hacia la aplicacién clinica
(Phan et al., 2020).
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Contrario a lo que se pensaba antes, la formacién de cuerpos apoptéticos es un proceso
coordinado y regulado que se lleva a cabo después de la induccién de apoptosis, conocido
como el desmontaje celular apoptético. Este proceso tiene una gran importancia en
mantener la homeostasis celular de una manera eficiente. Por ejemplo, como parte del
desarrollo normal, muchas células son sometidas a apoptosis, sin embargo, pocas veces
se observan en condiciones fisioldgicas, lo que sugiere una rapida eliminacién de estas
células. El fraccionamiento de células apoptéticas en AB permite la eliminacion rapida de
los desechos por medio de fagocitos profesionales. La alteracion en este proceso causa
una eliminacion defectuosa de AB y se ha visto asociado a procesos inflamatorios, asi
como a la generacion de autoinmunidad, debido a lisis de los AB y la exposicion de
autoantigenos. Fujita et al. demostraron que la diferenciacion osteogénica in-vitro de CEM
indujo muerte celular por apoptosis, y que estas células apoptéticas no eliminadas sirvieron
para la formacion de los depdsitos de calcio durante la diferenciacion a osteoblastos (Fujita
etal., 2014). De forma similar, los anticuerpos aislados de pacientes con lupus eritematoso
sistémico pueden reconocer el autoantigeno histona H3 enriquecido en los AB e inducir
una respuesta autoinmune de las células T CD4+ (Fournel et al., 2003). En determinadas
infecciones, los ABs también pueden ayudar a la progresién de la enfermedad y empeorar
la carga viral. El virus de la gripe Ay el virus de la hepatitis C pueden ser transportados a
otras células susceptibles a la infeccion por medio de los AB. Asi mismo, los AB derivados
de tumores pueden transferir horizontalmente oncogenes a células receptoras

favoreciendo la tumorogenesis (Phan et al., 2020).

Ademas de las funciones béasicas que se han reconocido para los AB, cada dia es mas
claro que estas vesiculas poseen propiedades similares a los exosomas y microvesiculas,
gue pueden ser explotadas terapéuticamente. Particularmente, los AB estan disponibles
facilmente, son faciles de purificar, facilitan el trafico de biomoléculas, reprograman la
respuesta en células receptoras, entre otras caracteristicas. La rapida eliminacion de las
células apoptoticas por parte de los fagocitos es una caracteristica que permite que los AB
se consideren como “mensajeros” cruciales entre las células danadas, las células sanas y
las células inmunitarias en procesos de regeneracion tisular y la autoinmunidad. De este
modo, la investigacion asociada a la biogénesis y mecanismos de los AB, asi como su
interaccidn con otras células, puede ser rapidamente aprovechada con fines terapéuticos

y de diagnaéstico.
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1.4.3 Cuerpos apoptéticos para inmunoterapiay vacunacion

Una de las principales propiedades de los AB es cargar en su interior biomoléculas que
puedan ser aprovechadas por otras células del sistema inmune. En el caso del cancery la
infecciones, estas vesiculas cargan antigenos tumorales y patogénicos que pueden
desencadenar una respuesta inmune. Los fagocitos profesionales como las células
dendriticas hacen eferocitrosis de los AB y presentan a las células T promoviendo su
respuesta a través del proceso de presentacion cruzada. Para la infecciébn con
micobacterias se ha descrito que la forma en la que los macrofagos mueran e interactien
con las demas células es crucial para la propagacion de la infeccién. Algunas cepas de
micobacterias inducen apoptosis en los macréfagos y la liberacion de AB, estas vesiculas
cargan antigenos bacterianos que pueden inducir la eferocitosis y presentacién cruzada
por células dendriticas promoviendo la activacién de células T CD8+. Particularmente, este
efecto benéfico contra las micobacterias se pierde con la inhibicién de la apoptosis, lo que
sugiere que los AB pueden ser candidatos promisorios para el desarrollo de vacunas en
esta enfermedad (Behar et al., 2011). Ademas de cargar antigenos tumorales o
bacterianos, los AB poseen dos (2) propiedades Unicas mediante las cuales pueden
ofrecen ofrecer una respuesta potente en comparacion con VEs de células vivas; 1)
reconocimiento y procesamiento especifico y rapido por parte de los fagocitos, 2) la
generacion del complejo MHC-antigeno de manera mas eficiente. Esto se ha comprobado
en estudios donde hicieron pulsos con AB de células dendriticas y se observo una mayor
activacion de células T y liberacion de interferon y. Del mismo modo, en estudios de
vacunacion, las células dendriticas autélogas pulsadas con AB tumorales provocaron una
respuesta de linfocito CD8+ antigeno especificos de leucemia y una disminucién de Tregs

en el 40-60% de los paciente sin generar autoinmunidad (Phan et al., 2020).

Cabe resaltar que no todos los AB resultan ser inmunogénicos y es aqui donde las
investigaciones deben tratar de definir la naturaleza de los cuerpos apopt6ticos que si lo
son. La inmunogenicidad de los AB est4 asociada a factores como el estimulo de
apoptosis, el tipo de célula, la tasa de eliminacion, la ausencia de contenido antigénico,
entre otros. El contenido antigénico de los cuerpos apoptoticos puede desencadenar la
tolerancia en vez de la autoinmunidad o inducir una respuesta antigeno especifica. Las
células dendriticas residentes de tejidos con células apoptéticas migran hacia los ganglios
linfaticos e inducen tolerancia periférica en las células T mediante la secrecién de TGF-8
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y la induccion de Tregs. Esta propiedad tolerogénica de los AB abre un panorama amplio
para hacer la traslacion hacia el tratamiento de enfermedades alérgicas y autoinmunes. La
diabetes tipo 1, caracterizada por el auto ataqué contra las células B del pancreas
productoras de insulina, es objetivo de tratamiento con AB. Los ratones diabéticos
autoinmunes vacunados con células dendriticas inmaduras pulsadas con AB derivados de
células B mostraron una reduccién significativa de la incidencia de la enfermedad, asi como
de la recaida (Phan et al., 2020).

1.4.4 Cuerpos apoptoticos paraterapia de regeneracion

El interés actual por hacer tratamiento a base de células estromales mesenquimales ha
permitido explorar los beneficios terapéuticos de los exosomas y las microvesiculas para
inducir la regeneracion y reparacion tisular, obteniendo resultados prometedores. De igual
forma, se ha podido identificar que los AB liberados por estas células contienen moléculas
de sefializaciébn que promueven la supervivencia y diferenciacion de los fagocitos no
profesionales residentes de tejidos. En los tejidos epiteliales se ha demostrado que las
células madre moribundas se comunican con las células adyacentes mediante la
produccion de cuerpos apoptéticos que contienen Wnt8a para promover el recambio
celular en los epitelios. Mecanicamente, las células madre basales fagocitan los cuerpos
apoptoticos y activan la sefializaciéon Wnt lo que las estimula a dividirse para mantener el
numero de células (Brock et al., 2019). De forma similar, Qinyu et al. demostraron que los
cuerpos apoptéticos obtenidos de osteoblastos maduros promovieron la diferenciacion
osteogénica (Ma et al., 2019). En general, se ha demostrado que los AB tienen un papel
importante en la regulacion local de la homeostasis tisular, y se destaca el papel de los
cuerpos apoptéticos obtenidos a partir de células madre para la induccion de la
regeneracion. Cabe resalta la seguridad de los AB en terapia regenerativa ya que no

induce una respuesta inflamatoria ni el rechazo del injerto.
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1.4.5 Cuerpos apoptoticos para la entrega de farmacos y como
herramienta de diagnostico.

Las VE (exosomas y microvesiculas) han sido ampliamente propuestos como vehiculos
para la carga y entrega de moléculas deseables en las células receptoras. Las VE
representan una ventaja técnica con relacibn a los métodos de entrega sintéticos
(liposomas y nanoparticulas) debido a la versatilidad de la carga, los métodos de carga, su
composicion lipidica y la maquinaria molecular de eliminacion que mejora su estabilidad y
biodisponibilidad. En contraste, los cuerpos apoptéticos son VE de mayor tamafio y
generados por células moribundas, sin embargo, la carga y administracién sigue sin ser
explorada a profundidad. La literatura disponible permite identificar y anticipar el potencial
terapéutico de los AB como vehiculos de entrega de farmacos, y no es de sorprender que
en los proximos afios su utilizacion y potencial crezca de forma exponente. Los estudios
de carga antigénica y de biomoléculas en los AB para activar y regular la respuesta inmune,
permite inferir que el potencial de carga de los cuerpos apoptéticos con farmacos y su
entrega a fagocitos, representa una herramienta atractiva para ser explotada en los

préximos afios (Phan et al., 2020).

Cabe resaltar que dentro de la investigacion enfocada al desarrollo de los AB como
vehiculos de farmacos se debe considerar algunos aspectos inherentes a la biologia de
estas vesiculas. El primero por considerar es la carga de los AB, ya que en su mayoria se
han utilizado las vesiculas generadas por la célula y no se conoce muy bien como acceder
a una carga externa, sin embargo, los resultados sugieren que la mejor forma de cargarlos
es a través de la célula que los produce. En segundo lugar, el tamafio y la rapida captacion
por parte de los fagocitos puede dificultar su biodistribucién y disponibilidad. En tercer
lugar, las células blanco deberian ser estratégicamente los fagocitos y modular su
respuesta. Por ultimo, la baja estabilidad en cultivo (3-6 horas a 37C) que presentan los

AB podria afectar su potencial (Phan et al., 2020).

Los cuerpos apoptoticos son un sello distintivo de muerte celular y de ese modo, podrian
ser marcadores de enfermedades en la que se induzca la muerte celular como las lesiones
inducidas por farmacos, las lesiones cerebrales, el rechazo de trasplantes, trastornos
inmunoldégicos, entre otros. La Unica herramienta diagnostica que utiliza los AB es la

colopatia apoptotica, una prueba histolégica de biopsias gastrointestinales. De forma
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similar, los estudios histoldgicos revelan que los pacientes celiacos presentan un nivel
elevado de AB en su biopsia. Sin embargo, este método requiere personal bien formado y
técnicas complejas para su visualizacién. Un enfoque basado en la citometria de flujo para
cuantificar los AB estan mejorando la precisién y eficacia de estos procedimientos,
permitiendo identificar AB especificos de enfermedades y células. De esta forma, la
identificacion de marcadores de AB también se convierte en una campo de investigacion
disponible (Phan et al., 2020).
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2.DISENO EXPERIMENTAL

2.1 Aislamiento y caracterizacion de células estromales
mesenquimales a partir de gelatina de Wharton de cordén
umbilical.

Como insumo celular de partida, mediante un proceso de disgregacibn mecéanica

estandarizado en el Area de Produccién de la Unidad de Terapias Avanzadas (UTA) del

Instituto Distrital de Ciencia, Biotechologia e innovacién en salud (IDCBIS), se realiz6 el

aislamiento de células estromales mesenquimales (CEM) a partir de la gelatina de Wharton

de cordones umbilicales donados mediante el programa cordial y la firma de un
consentimiento informado (Cafias-Arboleda et al.,, 2020). Las CEM se criopreservaron
hasta su posterior uso en medio DMEM suplementado con 30% de lisado plaquetario
humano (LPh), heparina sddica (16U) y 10% DMSO a -180°C en nitrégeno liquido. Para
su uso las células se descongelaron y expandieron en cultivos in-vitro monocapa en medio

DMEM (Gibco) suplementado con 10% de LPh y heparina sédica (16U), mantenidos a

37°C y 5% de CO».

La identificacion de la poblacion celular se realizé de acuerdo con los criterios establecidos
por la sociedad internacional de terapia celular y protocolos previamente establecidos
(Cafias-Arboleda et al., 2020). Por medio de citometria de flujo se determiné la expresion
<2% de los antigenos CD45, CD34, CD31, HLA-DR y >80% de CD73, CD90 y CD105. Asi
mismo, se evalud la diferenciacion in-vitro de las CEM hacia osteoblastos y adipocitos
mediante cultivo en placa y la suplementacién con factores de crecimiento especificos. La
capacidad de las CEM para inhibir el crecimiento de células CD3+ humanas activadas
mediante perlas anti aCD3/CD28 fue evaluado como un criterio de potencia bioldgica.

2.2 Generacion y evaluacion de un modelo in-vitro de apoptosis
en células estromales mesenquimales.

Con el propésito de inducir muerte celular en las CEM, se estandarizo y evalué un modelo

in-vitro de generacion de apoptosis bajo diferentes estimulos. Para lo anterior, se realizé

la descongelacion de viales criopreservados y se expandieron en frascos de cultivo T-75

para su posterior tripsinizacion mediante el uso de Tripsina-EDTA. Posteriormente, se
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estimularon las CEM en presencia de Granzima B humana recombinante (MERCK,
SRP6258-10UG), Granzima A humana (MERCK, 368044-10UG), anti-Fas L humano
activador (MERCK, 05-201), Puromicina, LPS o irradiacién gama (25Gy). La concentracion
y el tiempo de estimulacién se determind para producir al menos un 50% de apoptosis de

forma progresiva.

La evaluacion del modelo In-vitro de apoptosis se realizé a partir de los principales cambios
gue tienen lugar en la célula durante un proceso apoptotico. Inicialmente se realizé la
evaluacion morfologica de las células por medio de microscopia convencional. Por otro
lado, se determiné la translocacion de la fosfatidilserina mediante el marcaje positivo con
Anexina Vy la exclusion del 7AAD por medio de citometria de flujo, identificando las células
en apoptosis temprana como Anexina V+/7AAD-, apoptosis tardia como Anexina
V+/7TAAD+ y necréticas como Anexina V-/7TAAD+. Adicionalmente, se visualizé la
fragmentacion del DNA que tiene lugar durante la apoptosis tardia, para lo cual se utilizd
la determinacion del ciclo celular con Pl y la tincibn TUNEL mediante el kit ApoTarget™
APO-BRDU (Thermo, KHO1001) que proporciona un método de tincién de dos colores
para etiquetar rupturas de ADN y ADN total, permitiendo detectar células apoptéticas por
medio de citometria de flujo. Por Gltimo, y como signo distintivo de apoptosis, se evalué la
activacion de las caspasas 3 y 7 mediante el kit CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection
Reagent (Thermo, C10740) que permite la deteccion por citometria de flujo de la activacion
de las caspasas 3y 7, e incorpora el SYTOX AADvanced Dead que permite visualizar de
forma sencilla las células apoptéticas y diferenciarlas de las células muertas por necrosis
(Fig. 1). Para el modelo de irradiacion se utilizo el equipo BIOBEAM 2000 que realiza ciclos

completos de irradiacion gamma a una dosis de 25Gy.
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Figura 1. Generacion de un modelo In-vitro de apoptosis. Las CEM fueron
descongeladas y expuestas a varios estimulos apoptéticos. El impacto de los estimulos
en el tiempo se evalud a partir de las diferentes modificaciones celulares de un proceso
de muerte celular por apoptosis.

De ese modo, se logrd inducir apoptosis en las CEM y se evalud la eficacia del modelo,
siguiendo las células apoptédticas en el tiempo desde distintas aproximaciones
metodolégicas, asegurando asi la diferenciacion entre células apoptéticas y necréticas, asi

como estimando la potencia del estimulo y evitando una necrosis secundaria.

2.3 Enriquecimiento y caracterizacién de cuerpos apoptoticos a
partir de células estromales mesenquimales apoptéticas.
Una vez estandarizado el modelo in-vitro para la generacion de apoptosis en CEM, se
utilizé esta misma estrategia y células para el enriquecimiento de cuerpos apoptoéticos (AB-
CEM). Una vez inducida la apoptosis en las CEM, se aislaron los cuerpos apoptéticos a
partir del sobrenadante de cultivo mediante un protocolo de centrifugacién diferencial y se
caracterizaron en el tiempo. Para esto, el sobrenadante se centrifugé a 300g durante 10min
para descartar células y debris celular. Posteriormente, el sobrenadante se centrifugé a
4000g x 20min para sedimentar la fraccion de cuerpos apoptoticos de 1000 — 5000nm.
Para la caracterizacién de los cuerpos apoptoticos se utilizé el marcaje con un anticuerpo
anti-fosfatidilserina para identificar la presencia de este fosfolipido como un marcador
caracteristico. De igual forma, se evalué la presencia de marcadores funcionales para lo
cual se realiz6 la tinciéon con un anticuerpo anti-PDL-1. Adicional a esto, se cuantificaron
los AB a partir de su tamafio utilizando estandares de tamafos especificos y el marcaje

con el anticuerpo anti-fosfatidilserina por medio de perlas de conteo en citometria de flujo.
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De esta forma se obtuvieron suspensiones enriquecidas de cuerpos apoptoticos

provenientes de CEM apoptéticas que fueron utilizados para experimentos posteriores
(Fig. 2).
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Figura 2. Enriguecimiento y caracterizacion AB-CEM. El sobrenadante de los cultivos
de CEM irradiadas se sometié a un protocolo de centrifugacién diferencial. La fraccion
obtenida se caracteriz6 a partir del tamafio, expresion de fosfatidilserina, expresién de
PDL-1 y su cuantificacion.

Para caracterizar el potencial inmunosupresor de los cuerpos apoptoticos se evalud su
capacidad directa para inhibir la proliferacion de células CD3+ humanas activadas con
perlas anti-biotina conjugadas a anticuerpos biotinilados aCD3/CD28 en ensayos de co-
cultivos, siguiendo metodologias previamente validadas por la UTA (Cruz-Barrera et al.,
2020). Para estos ensayos, las PBMCs se aislaron a partir de conos de aféresis
proporcionados por el banco de sangre del IDCBIS mediante una centrifugacion diferencial
utilizando el gradiente con Ficoll y se criopreservaron hasta su uso. La inhibicién de la
proliferacion se cuantifico a través del conteo de poblaciones CD3+ mediante citometria
de flujo y se calcul6 un porcentaje de inhibicion en base a los conteos de PBMCs, PBMCs
activadas y PBMCs activadas + CEM (Fig. 3).
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Figura 3. Evaluacién del efecto directo de los AB-CEM con células CD3+. Las
PBMCs fueron activadas con perlas aCD3/aCD28 y se co-cultivaron con AB-CEM en
relacion AB-CEM:PBMC, 3:1 y 10:1. Posterior a 5 dias se realiz6 un conteo de las
poblaciones CD3+ y se determiné el porcentaje de inhibicion.

2.4 Evaluaciéon de Ila interaccion de células de linaje
monocito/macrofago CD14+ humanas con cuerpos
apoptoticos.

Una vez enriquecida y caracterizada la fraccion que contiene los cuerpos apoptoticos

derivados de CEM apoptoéticas, se evalud el efecto de la interaccién de éstos con células

del linaje monocito/macréfago CD14+ humanas. Para lo anterior, se llevaron a cabo
diferentes inmunoensayos estandarizados previamente en la UTA y adaptados a los
objetivos del proyecto (Cruz-Barrera et al., 2020) (Fig. 4). Brevemente, se realizé una
seleccion positiva de células CD14+ a partir de PBMCs obtenidas de sangre periférica
mediante microperlas magnéticas anti-CD14. Posterior al aislamiento, las células CD14+

se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de SFB y se mantuvieron a

37°C - 5% de CO, durante 24h antes de los ensayos. La pureza de las poblaciones se

determind mediante la tincién inmunoldgica con un anticuerpo anti CD14 y su analisis por
citometria de flujo. Los cuerpos apoptdticos se afiadieron al cultivo de
monocitos/macréfagos CD14+ en relacion 1:10 (monocito/macréfago: AB) y se dejaron en

cultivo durante 5 dias. Después, se determiné el fenotipo regulador de macréfagos M2 en



Contenido 34

las células mediante la tincién con los anticuerpos CD163, CD206 y CD301 mediante

citometria de flujo.
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Figura 4. Evaluacion del efecto inmunomodulador de los AB-CEM. EIl potencial
inmunomodulador de los cuerpos apoptoticos obtenidos a partir de CEM irradiadas se
determind mediante inmuno-ensayos In-vitro. El efecto directo de los AB-CEM se evalud
como la capacidad de inhibir la proliferacion de poblaciones CD3+. El efecto sinérgico y
su interaccion con células del linaje monocito/macréfago CD14+ humanas se determiné
mediante la respuesta de estas células en términos de expresion de marcadores tipo
M2, capacidad inmunosupresora, expresion de check points y analisis de secretoma.

Los monocitos/macréfagos condicionados con AB-CEM y con fenotipo M2 fueron retados
en un ambiente de inflamacién in-vitro, determinando su potencial inmunosupresor (Fig.
5). Los sobrenadantes de estos cultivos se recogieron para realizar el analisis de la
secrecion de citocinas y factores de crecimiento por medio del ensayo multiplex de
citocinas (Luminex) midiendo el cambio en expresion de moléculas como IL1b, IL2, IL4,
IL5, IL6, IL7, IL8, IL10, IL12, IL15, IL17, TNF-a, IFN-y, MIP 1-2, MIG, RANTES, GMCSF,
GCSF, VEGF, HGF, FGFb y MCP-1 .
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Figura 5. Evaluacion del efecto sinérgico de los AB-CEM con células CD14+. A partir de
un banco de PBMCs se realizé una seleccion positiva de células CD14+ mediante perlas
micromagnéticas y se sembraron en placa de 24 pozos. Posteriormente, estas células
seleccionadas se condicionaron con AB-CEM en relacién 10:1 (AB-CEM:CD14) y se dejaron
en cultivo durante 5 dias. Pasado este tiempo se tomé los sobrenadantes para analisis de
secretoma y se evalué en las células CD14+ la expresion de marcadores tipo M2. Por altimo,
las células CD14+ condicionadas con AB-CEM se retaron con PBMCs activadas con perlas
oCD3/aCD28, se co-cultivaron durante 5 dias y se determind su porcentaje de inhibicion.

2.5 Analisis de los datos

Los datos generados mediante citometria de flujo fueron analizados mediante el software
FlowJo V10. Las gréaficas se generaron a partir del paguete de andlisis Prism Graphpad y
se realizaron test de ANOVA de 1 via - 2 vias y pruebas T-student para determinar la
significancia de los datos, segun corresponda de acuerdo con la distribucion de los datos.
Para realizar el heatmap y PCA se utilizé el software RStudio versiéon 3.6.2 (Platform:
x86_64-w64-mingw32/x64 (64-bit)) mediante los paquetes library (gplots, ggplot2, GGally,
corrplot, RColorBrewer, cluster, mclust, pheatmap). Para la generacién de los RadViz se
uso el software Orange 3.22 para Mac OS X para generar los diagramas vectoriales segun
el aplicativo RadViz y la recomendacion del programador. Para los analisis Ward y
Ward.D2 también se utiliz6 el software R mediante los paquetes stats(), dendextend(). Para
el analisis ADL, mediante RStudio y haciendo uso de la funcion ‘partimat()’ del paquete
‘klar’, se presenta el resultado grafico de dicho analisis; asi, se representan los limites de
clasificacién de un modelo discriminante lineal bajo la aproximacion del teorema de Bayes

para cada par de predictores (citoquinas). Cada color representa una regién de
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clasificacién acorde al modelo (es decir, cada grupo experimental), se muestra el centroide

de cada regién y el valor real de las observaciones.
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3.RESULTADOS.

3.1 La irradiacion gama representa el mejor modelo de
apoptosis In-vitro para el enriquecimiento de cuerpos
apoptoticos de células estromales mesenquimales.

Las células estromales mesenquimales se obtuvieron mediante un proceso de
disgregacion mecanica de la gelatina de Wharton y se realizaron los ensayos necesarios
para su identificacion (Fig. 6). La determinacién de los antigenos de superficie demostro la
pureza de las células; el porcentaje de expresion para los marcadores CD73, CD90 y
CD105 fue superior al 90% y para CD45, HLADR y CD34 fue inferior al 2% en todos los
donantes (Fig. 7A). De igual forma y siguiendo los criterios de identidad propuestos por la
Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT), se evalué la capacidad de diferenciacion
de las CEM hacia los linajes adipogénico y osteogénico. La tincion con rojo de alizarina de
los depésitos de calcio permitié evidenciar la diferenciacion hacia el linaje adipogénico y la
tincién con aceite rojo evidencid la acumulacién de lipidos en el citoplasma de las células
caracteristico de los condrocitos (Fig. 7B). Por ultimo, se utilizé la capacidad de las CEM
para inhibir la proliferacion de células CD3+ humanas activadas con perlas anti
aCD3/aCD28 como criterio de potencia para su efecto biolégico y se cuantific6 mediante

el MFI la expresién de PDL-1 como marcador de su accién inmunosupresora (Fig. 7C).
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Figura 6. Produccion CEM. Las células estromales mesenquimales se aislaron de la

gelatina de Wharton mediante un proceso de disgregacion mecanico estandarizado en el
area de produccién de la Unidad de Terapias Avanzadas (UTA) del IDCBIS.
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Figura 7. Identificacion y caracterizacion CEM. Para la caracterizacion de las CEM se
determind el porcentaje de expresion >90% de los antigenos CD73, CD90, CD105 y la
expresion <2% de CD45, HLADR y CD34 (A). Asi mismo, se indujo y evalud la
diferenciacién hacia los linajes adipogénico y osteogénico (B). Por ultimo, se caracterizé
el efecto inmunosupresor de las CEM al inhibir la proliferacion de células CD3+ humanas
activadas con perlas anti CD3/CD28 (C) y se midio la expresién de PDL-1 como marcador
de este efecto (D). n=4-5 donantes CEM. ****p<(0.0001

Una vez aisladas las CEM, se gener6 y evalué un modelo in-vitro de apoptosis que permitié
enriquecer los cuerpos apoptoticos de forma significativa y evitar en gran medida la

necrosis secundaria. Inicialmente, se probaron varios inductores de apoptosis en busca de
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uno que impulsara la muerte celular de forma gradual y fuera facil de replicar en volumenes
grandes. La determinacién del ciclo celular con Pl demostré ser un método eficiente para
evidenciar la fragmentaciéon del DNA y la consecuente acumulacion de una poblacién Sub-
GO. Los estimulos inflamatorios mediante el tratamiento con FasL activador y Granzima B
humana sintética no lograron inducir muerte celular por apoptosis después de las 24 horas.
Estos estimulos no fueron eficientes incluso incrementando la dosis de forma significativa
y combinandolos (Fig. 8A). Por este motivo, se utilizé el LPS como otro estimulo apoptético
reportado para las CEM. Sin embargo, el tratamiento con lipopolisacarido durante 24 horas
tampoco logré enriquecer la poblacién Sub-G0, a pesar de incrementar la dosis al doble
(Fig. 8B). Los tratamientos de origen inflamatorio no resultaron ser eficientes en generar la
fragmentacion del DNA y resultaban poco eficientes al escalar el volumen de tratamiento,
por lo cual, se decidié implementar la utilizacion de un agente quimico altamente toxico
para la célula como la puromicina. De igual forma, se incluy6 la doble tincibn Annexina
V/7AAD para detectar la translocacion de la fosfatidilserina como un signo temprano de la
apoptosis. La puromicina tiene la capacidad de inhibir la sintesis correcta de proteinas y
provoca una muerte celular significativa, en dosis altas resulta ser altamente toxica y en
dosis bajas puede provocar una muerte celular gradual. El tratamiento con 0.5ug/mL de
este antibiético provoco a las 48 horas un aumento significativo de células en apoptosis
temprana y tardia, asi mismo la morfologia de las células se vio afectada (Fig. 8 Cy D). A
las 72 horas de tratamiento no fue posible detectar células y la muerte fue del 100%, por
lo tanto, se descart6 este estimulo ya que resultoé altamente toxico para las células en un

periodo de tiempo corto, ademas de su efecto residual en el medio de cultivo.
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Figura 8. Generacién de un modelo In-vitro de apoptosis. Las CEM fueron tratadas
con estimulos inflamatorios y quimicos con el propdsito de inducir apoptosis. El
tratamiento con FasL activador y Granzima B humana sintética durante 24H de forma
individual o combinada, asi como en dosis altas (HIGH) y bajas, no logro inducir la
fragmentacion de DNA cuando se determind el ciclo celular con Pl (A). De forma similar,
el tratamiento con LPS durante 24H tampoco consigui6é estimular la muerte celular (B).
La translocacion de la fosfatidilserina y la permeabilidad del 7AAD fue determinada
después del tratamiento con puromicina (0.5ug/ml) durante 48 horas (C) y (D). n=4-5
donantes CEM. ***p<0.0002

Debido al poco efecto que tuvieron los estimulos inflamatorios y quimicos, se utilizo la

irradiacion gama dada su relacion con la induccion de procesos de muerte inmunogénica

y su facilidad al escalar el modelo. Para lo anterior, se realizaron cultivos de CEM en placas

de 100mm hasta alcanzar una confluencia del 60-70% y posteriormente se irradiaron con

dos ciclos completos a una dosis de 25Gy. Posterior a la irradiacién los cultivos se
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mantuvieron a 37°C con 5% de CO, hasta su posterior andlisis. La valoracion del efecto de
la irradiacion en las CEM se realizé inicialmente por medio de la determinacién de la
translocacion de la fosfatidilserina mediante el marcaje con Anexina V y la perdida de la
integridad de la membrana por medio de la incorporacion del 7AAD. El cultivo de 24 horas
post irradiacion demostré un aumento de células en apoptosis temprana (Anexina V + /
7AAD -) y apoptosis tardia (Anexina V 8+ / 7AAD +) respecto a células sin irradiar
cultivadas en DMEM, asi mismo, se evidencié pocas células necréticas (Anexina V - /
7AAD -) y un encogimiento de la morfologia celular (Fig. 9)
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Figura 9. Cambios morfolégicos y de membrana en CEM irradiadas. Las CEM
fueron sometidas a 2 ciclos completos de irradiacién a una dosis de 25Gy. Se evalué la
respuesta de las células al estimulo apoptético a través de la tincion con Anexina V 'y
7AAD desde el dia 1 hasta el 5 post irradiacion, evaluando la translocacién de la
fosfatidilserina y la permeabilidad de la membrana, respectivamente. n=3-4 donantes

Estos primeros resultados fueron la motivacion para realizar una curva de citotoxicidad
para la irradiacion y se determind el momento mas adecuado para inducir por lo menos el
50% de células en apoptosis temprana, sin llegar a obtener una gran cantidad de células
necroticas. En la curva de citotoxicidad las CEM demostraron ser sensibles a la irradiacion
de forma progresiva exhibiendo signos caracteristicos de un proceso apoptético como el
encogimiento de la membrana celular, la translocacion de la fosfatidilserina y la
permeabilidad de la membrana a partir del dia 1 hasta el dia 5 de cultivo post irradiacién
(Fig. 9). A pesar de mostrar rasgos propios de una muerte celular por apoptosis al dia 5
post irradiacién, las CEM no lograron superar el 40% de células en apoptosis temprana.
Teniendo en cuenta lo anterior y que los cuerpos apoptoéticos representan el Gltimo paso
de un proceso apoptotico completo, se evalud la fragmentacion del DNA a partir del dia 5
de cultivo post irradiacién como un estado intermedio del proceso de muerte celular. La
tincion del ciclo celular con PI (Fig. 10 A) y el marcaje de fragmentos de DNA con el ensayo
TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling) (Fig. 10 B) permitié evaluar de
forma precisa la integridad del DNA tanto en los controles como en las CEM post irradiacion
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Figura 10. Fragmentacion del DNA en CEM irradiadas. Las CEM fueron sometidas
a 2 ciclos completos de irradiacion a una dosis de 25Gy. La fragmentacion del DNA
en respuesta a la irradiacién en el dia 5 se determindé mediante el ciclo celular con PI
(A) y el ensayo TUNEL (B) como un signo intermedio de un flujo apopto6tico completo.
Adicionalmente se observé un cambio en la morfologia celular; un desprendimiento y
un encogimiento del citoplasma, sintomas caracteristicos de una muerte celular por
apoptosis. n=3-4 donantes.
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Aunqgue al dia 5 post irradiacion las CEM empezaban a expresar marcadores apoptéticos,
no fue posible evidenciar la fragmentacion del DNA, resultado que permitié inferir que las
CEM respondieron de forma progresiva a la irradiacion y la aparicion de marcadores
apoptoticos tardios estaba ligado al tiempo. Por lo tanto, se evalu6 la integridad del DNA
en los dias 8, 10 y 11 post irradiacién (Fig. 11). Fue posible detectar un aumento en la
fragmentacion del DNA a partir del dia 8 post irradiacion, sin embargo, desde el dia 10 el
aumento dejo de ser significativo. Con lo anterior, se confirmé la propiedad de las CEM
para responder de forma progresiva a la irradiacion y se determind que la mayor cantidad

de AB debia estar en el dia 9-10 post irradiacion de acuerdo con la expresion de signos de

apoptosis tardia.
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Figura 11. Respuesta de la fragmentacién del DNA en CEM irradiadas. Las CEM
fueron sometidas a 2 ciclos completos de irradiacion a una dosis de 25Gy. Teniendo en
cuenta que al dia 5 post irradiacion no se evidencio un alto grado de fragmentacion, se
evallo la respuesta en los dias 8,10 y 11 post irradiacién mediante la tincién con Pl y la
técnica TUNEL (A) y (B). n=3-4 donantes CEM. *p<0.0304; ***p<0.0002; ****p<0.0001

Por altimo y como signo propio de una muerte celular por apoptosis, se determin6é mediante
citometria de flujo la activacion de las caspasas efectoras 3 y 7. La activacién de las
endonucleasas y la consecuente fragmentacion del DNA depende de la activacion de las
caspasas efectoras, motivo por el cual, se evalud la activacion de estas proteasas en dias
intermedios en los que se habia analizado la integridad del DNA. Es decir, para los dias 3,
7, 9, 11 post irradiacion se realizd una curva de activacion de caspasas. La actividad
enzimatica basal de las caspasas se determind en un cultivo de CEM de 5 dias en medio
DMEM completo. A partir del dia 3 post irradiacion se evidencié un aumento de la actividad
enzimatica de las caspasas, sin embargo, solo un aumento significativo fue determinado
desde el dia 7 post irradiacion. Asi mismo, desde el dia 9 post irradiacién el aumento de la
actividad enzimética dej6 de ser relevante y en algunos casos empez6 a disminuir (Fig 12
A). Adicionalmente, se logré evidenciar que la dinamica y velocidad de muerte de los
donantes no es igual en todos los casos. El donante CEM-GW- 195 respondié de forma
mas lenta a la irradiacion mostrando una menor cantidad de células con caspasas
activadas. Sin embargo, cuando se normalizaron los datos mediante el MFI se evidencio

que la actividad enzimética era muy similar entre todos los donantes (Fig. 12 B).
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Figura 12. Curva de respuesta de la fragmentacion del DNA en CEM irradiadas.
Las CEM fueron sometidas a 2 ciclos completos de irradiacion a una dosis de 25Gy.
Se cuantificé la activacion de las caspasas 3/7 como signo distintivo de una muerte
celular por apoptosis mediante el uso del sustrato fluorogénico caspase detection
green reagent en los dias 3, 7, 9 y 11 post irradiacion (A). La actividad enzimatica se
normalizo mediante el MFI (B). n=3-4 donantes CEM.

Con base en los resultados generados para las células irradiadas, se establecié un modelo
in vitro de apoptosis que permitié conocer el comportamiento de muerte por irradiacion en
las CEM. El modelo permitié establecer la siguiente dinamica de muerte celular para las
CEM en respuesta a la irradiacion; Las CEM viables son sometidas a 2 ciclos completos
de irradiacion a una dosis de 25Gy, al dia 5 post irradiaciobn empieza a verse alterada la
morfologia celular con un encogimiento de la membrana, una permeabilidad celular baja,
translocacion de fosfatidilserina significativa y la actividad de las caspasas 3/7 reducida. Al
dia 7 post irradiacién los signos y marcadores apoptéticos son significativos; se aumenta
la permeabilidad celular y la consecuente pérdida de la integridad de la membrana, se
mantiene una translocacion significativa de la fosfatidilserina, se fragmenta el DNA y la
actividad de las caspasas 3/7 aumenta. Con lo anterior, de forma tedrica se estimé que el
empaquetamiento y liberacion de los AB-CEM debia estar a partir del dia 8 post irradiacion
(Fig. 13).
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Figura 13. Modelo in-vitro de apoptosis. Se utilizé la irradiacion gama como estimulo
para la generacion de un modelo in-vitro de apoptosis que permitid enriquecer y
caracterizar los cuerpos apoptéticos.

3.2 Las células estromales mesenquimales secretan cuerpos
apoptoticos de 1000-5000nm que expresan marcadores
funcionales.

Una vez estandarizado el modelo para la generacién y evaluacién de apoptosis en las
CEM, se enriquecieron y caracterizaron los AB-CEM a partir de los sobrenadantes de
cultivo de células irradiadas en los dias 8, 9 y 10 post irradiacién (Fig. 14). Con este
proposito, se obtuvo la fraccion de AB-CEM mediante un protocolo de centrifugacion
diferencial clasico que permitié enriquecer fracciones de tamafios de 1000-5000nm. Los
cuerpos apoptoticos se concentraron 100x en DMEM completo de acuerdo con su volumen
inicial para su conteo y caracterizacion. Para el conteo, inicialmente se determino el
tamafio de la fraccion enriquecida por medio de estandares de tamafio especifico (100nm,
200nm, 1000nm, 2000nm, 7000nm) y PBS1X triple filtrado para la correcta limpieza del
equipo (Fig. 14A). Una vez caracterizado el tamafio de la fraccion se realiz6 el conteo por
medio de citometria de flujo con la ayuda de perlas de conteo. Los conteos demostraron

gue a partir del dia 8 post irradiacion la generacién de AB-CEM se aument6 de forma
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considerable respecto a células cultivadas durante 5 dias en DMEM completo. A pesar de
gue en el dia 10 post irradiacién también se logré cuantificar una cantidad considerable de
AB-CEM, el promedio de los conteos entre donantes no demostré6 una diferencia
significativa respecto a los dias 8 y 9 post irradiacion (Fig. 14B). Sin embargo, para la
realizacion de los ensayos inmunes se utilizaron los cuerpos apoptéticos obtenidos de
células cultivadas durante 10 dias post irradiacion de acuerdo con los datos obtenidos en
el modelo in-vitro y en que la respuesta a la irradiacién de algunos donantes fue mas lenta.
Para la caracterizacion, primero se evalud la expresion de fosfatidilserina (PS+) en la
superficie de los AB-CEM mediante la tincion con un anticuerpo ya que este es mas
sensible que la tincion con Anexina V (Fig. 14A). Dentro de la fraccion de AB-CEM obtenida
se pudo evidenciar un porcentaje significativo que expresaba fosfatidilserina respecto a el
control de células cultivadas en DMEM completo, sin embargo, esta expresion fue
heterogénea entre los donantes en cuanto al nUmero de cuerpos PS+, no obstante, el
porcentaje de cuerpos PS+ se mantuvo entre el 20-66% del total (Fig. 14C). Adicional a la
fosfatidilserina, se determiné si los AB-CEM podian expresar marcadores funcionales que
ya han sido descritos como potentes inmunosupresores en las CEM, para lo cual se estimo
la expresion de PDL-1 sobre los AB-CEM. Al igual que la fosfatidilserina, la expresion de
PDL-1 fue enriquecida en los AB para las células irradiadas en contraste con las células
cultivadas en DMEM durante 5 dias, sin embargo, a pesar de ser una expresion
heterogénea, el porcentaje de AB PDL-1+ estuvo alrededor del 20%. Estos conteos y
caracterizaciones se realizaron en todas las fracciones obtenidas previo a los ensayos

funcionales (Fig. 14D).
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Figura 14. Conteo y caracterizacidén cuerpos apoptéticos CEM (AB-CEM). Los AB-
CEM se obtuvieron a partir del sobrenadante de cultivos de CEM irradiados alos 8,9y
10 dias post irradiacién. La fraccién enriquecida mediante un protocolo de centrifugacion
diferencial convencional logré enriquecer AB de 1000nm-5000nm. Adicionalmente, se
determiné que los CEM-AB expresaban fosfatidilserina y PDL-1en la superficie (A). Se
encontrd diferencias del nimero de CEM-AB entre los donante (B). El conteo de CEM-
AB que expresaban fosfatidilserina (C) y PDL-1 (D) fue heterogéneo y no representd

toda la fraccion obtenida. n=4 donantes CEM. *p<0.0304;**p<0.0010.
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3.3 Los cuerpos apoptoticos de células estromales
mesenquimales inducen la reprogramacion de
monocitos/macréfagos CD14+ e inducen un fuerte
fenotipo inmunomodulador.

La fraccion de cuerpos apoptdticos obtenida demostr6 tener un potencial
inmunomodulador de acuerdo con las moléculas de superficie determinadas; por su parte
la fosfatidilserina promueve la fagocitosis por parte de fagocitos profesionales como los
macrofagos y PDL-1 puede inducir un efecto inmunosupresor directo en células T.
Adicionalmente, dada la capacidad reguladora de las CEM, los cuerpos apoptoéticos son
vesiculas extracelulares que pueden transmitir su efecto inmunomodulador. En ese
sentido, se investigd el efecto inmunomodulador de los cuerpos apoptéticos mediante
ensayos inmunes in-vitro determinando su accién directa en células CD3+ y por otro lado

su efecto sinérgico con células del linaje monocito/macréfago CD14+ humanas.

La capacidad de los cuerpos apoptéticos para empaquetar y cargar en la superficie
moléculas funcionales les confiere la posibilidad de tener un efecto directo en la célula
mediante el contacto AB-célula (Fig. 15). Los co-cultivos en relacién 3:1 de AB-CEM y
PBMCs activadas con perlas aCD3/aCD28 demostraron que los cuerpos apoptoticos no
tuvieron la capacidad de inhibir la proliferacion de células CD3+ de forma directa, en
relacion con CEM viables. Este efecto no cambié aumentando la cantidad de AB-CEM en
relacion 10:1, por el contrario, la consecuencia fue estimular la proliferacién en relacién

con la activacién de PBMCs.
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Figura 15. Evaluacién del efecto inmunomodulador de los AB-CEM sobre PBMCs.
Se evalug el efecto directo en células T de la fraccion de AB-CEM. El co-cultivo de AB-
CEM con PBMCs activadas (aCD3/aCD28) evidencio que los cuerpos apoptéticos no
tuvieron la capacidad de inhibir la proliferaciéon de poblaciones CD3+ mediante el
contacto directo en relacién 3:1 (A) y 10:1 (B). El conteo de poblaciones CD3+ totales
se realiz6 mediante perlas de conteo en citometria, realizando un conteo de solo las
poblaciones CD3+ y su efecto en cada grupo experimental *p<0.0304; ***p<0.0002;
**rxn<(0.0001.

Estos resultados preliminares indicaron que un potencial efecto inmuno-modulador de AB
derivados de CEM no estaria asociado con la inhibicion directa de linfocitos T activados.
Previamente hemos hipotetizado que las CEM pueden generar sefiales moleculares que
podrian reprogramar la funcibn de otros tipos celulares, principalmente
monocitos/macréfagos. En este sentido estas células pueden generar un efecto
amplificador de regulacién de respuestas inmunes generado a partir de CEM. En linea con
lo anterior, se generé un modelo de inmunosupresor sinérgico de los cuerpos apoptoticos
con células fagociticas basadas en el pre-condicionamiento de células CD14+ humanas
con AB. De interés, se generaron AB de la linea de fibroblasto de pulmén human MRC-5,
con el fin de constatar la actividad biol6gica de AB-CEM con un tipo de AB derivado de
linaje mesenquimal (fribroblastooide). De este modo AB-CEM y AB-Fib generados de
cultivos sometidos a IR fueron enriquecidos y cuantificados (Fig. 16. A y B).
Posteriormente, las células CD14+ seleccionadas con microperlas magnéticas se co-
cultivaron junto con AB-CEM y AB-Fib en relacion 10:1 durante 5 dias. Los AB-CEM
indujeron la reprogramacion de monocitos/macréfagos CD14+ humanos modificando su
morfologia hacia un tipo macréfago y aumentaron la expresion de marcadores tipo M2
como CD206, CD163, CD301 (Fig. 16. C y D). Esta polarizacién fue solo significativa en el
tratamiento con AB-CEM, los AB-Fib y el LPS no lograron inducir el aumento en la
expresion de los marcadores de las células CD14+ al nivel de los cuerpos apoptéticos de
CEM. Teniendo en cuenta la capacidad de los AB-CEM para inducir la reprogramacion de
las células CD14+ hacia un fenotipo mas regulador tipo M2, se evalué si estas células
condicionadas eran funcionales y tenian la capacidad de inhibir la proliferacion de
poblaciones CD3+. Con este propdsito, las células CD14+ condicionadas con AB se
retaron con PBMCs activadas con oCD3/aCD28. De forma interesante, los
monocitos/macrofagos condicionados con AB-CEM tuvieron la capacidad de inhibir la

proliferacion de células CD3+ activadas (>90%) en comparacidn con
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monocitos/macrofagos solos (25%), condicionados con AB-Fibroblatos (50%) y activados
con LPS (20%) (Fig. 16. E y F). Adicionalmente, se demostré que el perfil regulador
adquirido por los monocitos/macréfagos después del acondicionamiento con AB-CEM
también incluyo la sobreexpresion de puntos de control inmunolégicos como PDL-1 (Fig.
16. G).
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Figura 16. Evaluacion del efecto inmunomodulador de los AB-CEM en
monocitos/macréfagos humanos. Se enriquecieron AB-CEM y AB-Fib (A) del
sobrenadante de cultivos irradiados (B) para evaluar su accion sinérgica. El
acondicionamiento de monocitos/macréfagos CD14+ humanos con AB-CEM demostro
la capacidad de los cuerpos apoptéticos para inducir un fenotipo regular en las células
CD14+ en términos de expresion de marcadores tipo M2 (C). Adicionalmente, se observo
cambios en la morfologia caracterizado por un encogimiento del citoplasma y una
disminuciéon del tamafio celular (D). La capacidad inmunosupresora de las células
CD14+ condicionadas con AB-CEM fue evaluada mediante la inhibicion de la
proliferacion de células CD3+ (E y F). Por ultimo, se determiné la expresiéon de moléculas
funcionales como CTLA4 y PDL-1 en los monocitos/macréfagos condicionados con AB-
CEM (G). *p<0.0304;**p<0.0010; ***p<0.0002; ****p<0.0001

La secrecién de citocinas anti-inflamatorias y factores de crecimiento es una de las
respuestas de las células fagociticas a los cuerpos apoptéticos. De forma similar, la
secrecion de citocinas anti-inflamatorias tambien representa uno de los mecanismos de las
CEM viables para lainmunomodulacién. En ese sentido, inicialmente se caracteriz6 el perfil
del secretoma para CEM viables durante un proceso de inmunomodulacibn como un

control del ensayo y del efecto de células vivas. Las CEM viables (CEM) secretan un pool
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de citocinas anti-inflamatorias y se diferencian del perfil de células mononucleares solas
(CTRL) y activadas con beads (BEADS) (Fig. 17 Ay B). Durante la inmunomodulacién las
CEM secretaron factores anti-inflamatorios como IL-4, IL- 10, IL-13, entre otros. Asi mismo,
se enriquecio la expresion de factores de crecimiento como GM-CSF, FGFb, G-CSF, VEGF
(Fig. 17 C).
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Figura 17. Secretoma CEM viables durante inmunomodulacién. Se determiné el
secretoma de CEM viables durante un ensayo de inmunomodulacion como control del
efecto bioldégico y del ensayo. Las CEM viables (CEM) secretan citocinas anti-
inflamatorias y factores de crecimiento cuando son co-cultivadas con PBMCs activadas
(A'y B). El perfil de secretoma diferencia de forma clara a las PBMCs activadas + CEM
(CEM), respecto a PBMCs no activadas (CTRL) y PBMCs activadas (BEADS). El grupo
experimental con CEM distribuye de forma diferencial algunos factores y citocinas (C).
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Por otro lado, se determin6 si las CEM en respuesta a la IR adquieren un perfil de
secretoma propio en comparacién con otras células de origen similar como los fibroblastos
y células viables, enriqueciendo factores que posteriormente pudieron ser empaquetados
y entregados en forma de AB-CEM a las células CD14+ humanas (Fig. 18). La IR logro
promover la secrecién y acumulacién de factores en el grupo de células irradiadas en
relacion con células cultivadas en condiciones basales (BF y BC), tanto en CEM (IC) como
en Fibroblatos (IF). Sin embargo, la respuesta de las CEM a la IR demostr6 se es
heterogénea y dependiente del donante. Como se evidencid en el modelo de apoptosis,
no todas las CEM responden de la misma forma a un estimulo apoptético y la tasa de
muerte también varia entre donantes, con lo cual la acumulacion de factores fue diferente
entre lotes. Sin embargo, se observo una clara agrupacion entre clusters (dendrograma)
gue denota una marcada segregacion del grupo de CEM irradiadas, con respecto a los
fibroblastos post-IR (Fig. 18 A). Una vez se homogenizé el grupo de las CEM, se evidencio
gue la IR promovié una respuesta en términos de secrecion de moléculas diferente para
las CEM en comparacion con Fibroblatos (Fig. 18 B). Las CEM en respuesta a la IR
aumentaron significativamente la secrecion de factores como CD25, G-CSF, IFN-alpha,
CCL4, GM-CSF, entre otros. En el caso de los Fibroblastos solo se observé una
acumulacion de CXCL10, diferenciando de forma clara el perfil de secrecién de las CEM

en respuesta a la IR (Fig. 18 C).
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Figura 18. Impacto de la IR sobre el secretoma de CEM. Se determind la secrecion
diferencial de citocinas y factores de crecimiento de CEM en respuesta a la IR.
Inicialmente, se evalud el impacto de la IR en CEM (IC) y fibroblastos (IF) mediante el
Dendograma comparativo de los algoritmos ward.D y ward.D2, en comparaciéon con
CEM (BC) y Fibroblastos (BF) viables (A). Posteriormente, se homogenizaron los grupos
CEM y se evalud la diferencia a partir del analisis de componentes principales PCA (B).
Finalmente, se evalud por separado la distribucién de las diferentes moléculas entre
cada uno de los grupos experimentales mediante el algoritmo RadViz (C).

Una vez caracterizado el impacto de la IR sobre las CEM, se evalu6 si el secretoma de los
monocitos/macréfagos humanos condicionados con AB-CEM presentaria una diferencia
con respecto a las células condicionadas con AB-Fib o LPS. Nuevamente el perfil de
expresion de citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento derivados de
monocitos/macrofagos tratados con AB-CEM (AB-Cem) fue distinto al observado en las
células tratadas con LPS (LPS) o AB-Fib (AB-Fib) (Fig. 19 A). El condicionamiento con AB-

CEM promovio una secrecion representativa de moléculas como IL1beta, RANTES, FGFDb,
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HGF, lo cual no se logré observar en las células tratadas con AB-Fib y LPS (Fig. 19 B).
Con el analisis lineal pareado (LDA) se estimo la probabilidad de que una observacion, es
decir cada uno de los factores significativos del RadViz pertenezca a cada una de las
clases o grupos experimentales, lo que valida la significancia de los factores asociados al
tratamiento con AB-CEM (AB-Cem). Cada color representa una region de clasificacién
acorde al modelo (es decir, cada grupo experimental), se muestra el centroide de cada
region y el valor real de las observaciones (Fig. 19 C). De este modo, los AB-CEM inducen
un fenotipo de monocito/macréfago distintivo, que de acuerdo con su perfil de expresién
de marcadores y de secrecion de factores solubles correspondientes con respuestas

inmuno-moduladoras y de homeostasis tisular del tipo Il
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Figura 19. Secretoma de células CD14+ condicionadas con AB-CEM. Se evalud si
los AB-CEM tuvieron la capacidad de promover la secrecién diferencial de citocinas y
factores de crecimiento en las células CD14+ humanas condicionadas. El algoritmo
RadViz demostr6 que la distribucién de algunas moléculas es propia del tratamiento con
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AB-CEM (AB-Cem), en comparacién con AB-Fib (AB-Fib) y LPS (LPS) (A). De acuerdo
con lo anterior, se evalud la concentracion diferencial del set de citoquinas mas
representativo: IL1beta, IL1RA, IL6, RANTES, FGFb, G.CSF, HGF, TNF-a (B).
Finalmente, se realizé un andlisis discriminante lineal pareado segun el set de citoquinas
mas representativo para determinar la probabilidad de pertenecer a cada grupo
experimental (C). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, **** p <0.0001.

Dado que los monocitos/macréfagos humanos condicionados tuvieron la capacidad de
inhibir la proliferacién de células CD3+ por encima del 90%, se determiné si este efecto
inhibitorio estuvo acompafiado de un perfil diferencial en el secretoma (Fig. 20). Se
evidencid que los monocitos/macrofagos condicionados con AB-CEM (AB-Cem) lograron
una distribucion diferencial de algunos factores de crecimiento en comparacion con el
tratamiento de AB-Fib (AB-Fib) y LPS (LPS) (Fig. 20 A). En los sobrenadantes de co-
cultivos donde se evidenci6 una inhibicion de células CD3+ mediante
monocitos/macréfagos condicionados con AB-CEM, se promovié una secrecion de IL1RA,
G-CSF, CCL3, IL6, TNF-qa, IL1beta, en comparacién con los AB-Fib y LPS (Fig. 20 B). El
tratamiento con LPS y AB-Fib no tuvo un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de células
T, efecto que se traslad6 al secretoma debido a que no se observé una acumulacion
diferencial significativa de factores y citocinas respecto al tratamiento con AB-CEM.
Finalmente, el (LDA) ayudo a determinar de forma mas robusta los factores que bajo un
modelo estadistico estan mas probablemente asociados al tratamiento con AB-CEM (Fig.
20 C).
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Figura 20. Secretoma de células CD14+ tipo M2 asociado a inmunomodulacion. El
efecto de los monocitos/macréfagos reprogramados hacia un fenotipo M2 después del
tratamiento con AB-CEM fue inhibir la proliferacion de células CD3+, motivo por el cual
se determiné el perfil del secretoma de estas células durante el proceso de
inmunomodulacién. La distribucién de los factores en las células CD14+ condicionadas
con AB-CEM (AB-Cem) fue diferencial (A) para algunos de ellos como: IL1RA, G-CSF,
CCL3, IL6, TNF-a, ILlbeta, en relacibn con celulas CD14+ que habian sido
condicionadas con AB-Fib (AB-Fib) y LPS (LPS) (B). Mediante un andlisis discriminante
lineal pareado segun el set de citoquinas anterior, se verificé el rendimiento operativo y
se muestran los binomios con menores tasas de errores aparentes (C). *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, **** p <0.0001.
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4.DISCUSION

Este proyecto aporta nuevo conocimiento sobre el estudio de muerte celular por apoptosis
en las células estromales mesenquimales y propone un mecanismo que contribuye a dar
claridad sobre el impacto de supervivencia de las CEM en el contexto de terapia celular.
En los ultimos afios las investigaciones sobre muerte celular han ido aumentado de forma
significativa, revelando nuevos mecanismos e implicaciones fisiopatologicas en el contexto
de diversas enfermedades y su terapéutica. Los esfuerzos de los investigadores han
estado dirigidos a generar modelos experimentales que permitan de manera controlada
inducir y regular estos procesos con el objetivo de entender procesos patolégicos
subyacentes y generar nuevas herramientas moleculares aplicadas al diagndstico,
tratamiento y prondéstico de diversos trastornos inmunes. Desde su descubrimiento, la
muerte celular ha estado estrechamente relacionada con procesos fisiolégicos y
patolégicos, como la inflamacion, trastornos autoinmunes y el cancer (Anderton et al.,
2020). Por lo tanto, el estudio de los procesos de muerte celular y su relacion con el sistema
inmunoldgico representa una gran oportunidad para el descubrimiento de nuevas
dinamicas celulares y moleculares que puedan trasladarse al campo diagndéstico y
terapéutico. Sin embargo, el avance en el conocimiento de este proceso ha sido afectado
por la complejidad inherente a la dificultad de distinguir los diversos tipos de muerte celular
(Hu et al., 2021). Todos los avances en el estudio de procesos de muerte celular regulada
requieren implementar modelos que permitan identificar con precision los cambios
morfoldgicos, bioquimicos, funcionales y de expresion génica subyacentes. Con base en
lo anterior, en este proyecto se generé un modelo que probo ser eficiente para la induccion
de muerte celular por apoptosis en CEM Yy fibroblastos a partir de la irradiacion ionizante,
generando puntos de control claves en el flujo apoptético y caracterizando la respuesta

celular particular de las CEM en el tiempo.

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que se descubrié desde 1951
cuando Glucksmann plante6 la hipotesis de que la muerte celular seria un requisito
indispensable para el desarrollo normal del organismo. Desde entonces, se ha
determinado que este tipo de muerte celular no solo es crucial para mantener la
homeostasis celular, sino también se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades

autoinmunesy el cancer. La apoptosis es un mecanismo de muerte celular desencadenado
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por una serie de condiciones extrinsecas e intrinsecas al organismo. Sin embargo, este
proceso depende en gran medida del nivel o intensidad del estimulo, convirtiéndolo en un
proceso altamente regulado y dependiente del microambiente en el cual se genere. Cabe
sefialar que cada célula puede poseer estimulos propios que pueden desencadenar este
tipo de muerte (Obeng, 2020). La radiacion ionizante es un estimulo altamente utilizado en
el tratamiento del cancer, sin embargo, sus efectos no son especificos del tumor y puede
afectar a otras células, activando programas de muerte celular como la apoptosis. En las
CEM demostramos que la irradiacion gamma a una dosis de 25Gy puede desencadenar
un programa de muerte por apoptosis de forma progresiva. La respuesta celular a la IR
comienza con signos caracteristicos de una apoptosis temprana, como la translocacion de
la fosfatidilserina y la expresion de caspasas. Dias después, a partir del dia 7 es detectable
la fragmentacion del DNA y el aumento progresivo de la actividad de caspasas 3/7. Este
comportamiento particular en respuesta a la IR representa una ventaja si se desea
disminuir la probabilidad de una necrosis temprana secundaria. En el organismo las células
apoptéticas son rapidamente fagocitadas por fagocitos profesionales como los
macroéfagos, interactuando de forma sinérgica para evitar procesos necréticos e
inflamatorios. A nivel in-vitro no existe una sefal de células fagociticas que rescate a las
células de una necrosis secundaria, con lo cual, la mejor forma de evitarlo es seleccionar
un estimulo que genere una muerte de forma progresiva y esto lo evidenciamos en las
CEM irradiadas, en comparacion con el tipo de muerte inducida por agentes quimicos

como la puromicina.

La radiacion ionizante (IR) es un tipo de energia liberada por los &tomos que viaja en forma
de ondas electromagnéticas (rayos gamma o X) o particulas (neutrones, beta o alfa)
(Organization, n.d.). La IR tiene la capacidad de alterar directamente la estructura atbmica
de &cidos nucleicos, proteinas y lipidos. Adicionalmente, el dafio celular esta mediado de
forma indirecta por los subproductos generados como radicales libres. Tras la exposicion
a la irradiacion, las células sufren una serie de alteraciones que pueden activar diferentes
mecanismos de muerte celular, entre ellos: apoptosis, necrosis, autofagia y muerte
inmunogénica, entre otros. El tipo de muerte inducida en la célula depende de varios
factores como: el tipo de célula, la dosis, calidad de la irradiacion, tension de oxigeno,
estado de mutaciéon de p53, capacidad de reparacion del ADN, estado redox y la fase del

ciclo celular en la cual fueron irradiadas. Algunos modelos pre-clinicos han demostrado
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gue la IR induce una respuesta antitumoral. Sin embargo, aln se desconoce mucho sobre
la comprensién de su efecto biolégico de la IR y la activacién inmunolégica. Actualmente
se sabe que la muerte no solo es un proceso de recambio celular, por el contrario, en
muchos modelos la liberacion de factores asociados a la muerte puede tener un efecto
terapéutico desencadenando una respuesta inmune benéfica, lo que se conoce como
muerte celular inmunogénica (MCI). La MCI ha sido un tema de discusion actual que ha
tratado de explicar el vinculo entre la IR y la respuesta inmune. Entender estos
mecanismos resultara benéfico para dilucidar los principales actores responsables de la

respuesta inmunoldgica y para optimizar el beneficio clinico (Golden et al., 2012).

La IR puede desencadenar muerte por apoptosis de formas distintas, dependiendo del tipo
celular y la dosis. La induccién de muerte puede ser a través de la via intrinseca (liberacion
de citocromo C) y la via extrinseca (activacién de caspasas), sin embargo, su toxicidad
estd mediada principalmente por la via intrinseca. La apoptosis a través de esta la via
intrinseca estd mediada por las rupturas de cadena simple (SSB) y de cadena doble (DSB)
del ADN. Los DSB forman complejos Mrell/Rad50/Nbsl y reclutan a ATM que se auto-
fosforilan, para posteriormente fosforilar a la proteina quinasa 2 (Chk2). Por otro lado, los
SSB forman complejos Radl/Rad9/Husl - Radl7/RFC que reclutan a ATR para su
posterior autofosforilacion y fosforilacion de la proteina quinasa de punto de control 1
(Chk1). Chkly Chk2 activados bloquean la progresién del ciclo celular regulando proteinas
como p53. La IR provoca eventos de fosforilacion de p53 que terminan en la acumulacién
nuclear de p53 transcripcionalmente activo quien es el responsable de activar la
transcripcion de los genes pro apoptéticos PUMA, Bax y NOXA. Adicionalmente, p53 libre
en el citoplasma se une al complejo Bcl2/Bax y libera la proteina pro apoptética BAX, la
cual permeabiliza la membrana mitocondrial externa y libera el citocromo C. Finalmente,
se forma el apoptosoma y se activa la caspasa 9 iniciando asi la cascada de sefializacion
de muerte celular. Por otro lado, la IR puede inducir apoptosis por medio de la via
extrinseca través de los receptores del factor de necrosis tumoral (TNF). El p53 activado
por la IR puede provocar la transactivacion de CD95/Fas ligando y la unién a su receptor.
Esta union ligando-receptor recluta la pro-caspasa-8 y forma el complejo de sefializacion
inductora de la muerte (DISC). La pro-caspasa 8 conduce a la activacion de las caspasas
efectoras 3 y 7 que inician toda la cascada enzimatica de degradacion proteica. De forma

interesante, las estrategias enfocadas a aumentar la apoptosis y sus efectos benéficos son
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un area de investigacion comun en oncologia. Sin embargo, p53 estd mutado en el 50%
de los tipos de cancer y algunos presentan maquinaria apoptética defectuosa, lo que ha
influido en el avance del conocimiento sobre la respuesta a la irradiacion (Golden et al.,
2012).

La muerte celular inmunogénica ha sido tradicionalmente asociada a la liberacion de 3
factores: translocacion vy liberacion de calreticulina (CRT), liberacion de HMGB1 y ATP.
Estos factores promueven la fagocitosis, procesamiento antigénico y la presentacion
cruzada a los linfocitos CD8 LCT. A pesar de que la apoptosis es un tipo de muerte que no
genera inflamacion, ni tampoco liberacion de contenido citoplasmatico debido a que al final
del proceso todo queda empaquetado en cuerpos apoptoticos, este mecanismo de muerte
ha sido asociado a procesos de muerte celular inmunogénica y a la liberacion selectiva de
factores solubles. La exposicién de calreticulina implica la activacién coordinada de 3
modulos especificos: estrés de reticulo, apoptosis y translocacion de CRT/ERp57. El
modulo apoptético requiere la activacion de la caspasa 8, la escisibn de Bap3l y la
activacion de Bax/Bak. Estudios recientes demuestran que la translocacién de CRT en la
superficie celular se produce en células tumorales expuestas a IR. De igual forma, se ha
demostrado que células tumorales sometidas a IR liberan de forma pasiva HMGB1 cuando
entran en un estado de apoptosis tardia. Por dltimo, la liberacion de ATP también ha sido
demostrada en modelos de irradiacion a través de mecanismo de muerte celular (Golden
etal., 2012).

Poco se conoce del secretoma generado por las CEM en respuesta a la irradiaciéon. En
este estudio demostramos que las CEM exhiben un secretoma caracteristico después de
serirradiadas y se diferencian de otras células como los fibroblastos. Lo anterior demuestra
gue el proceso apoptoético en las CEM inducido por la IR esta relacionado con la generacion
y liberacion de factores especificos. Este comportamiento en particular va en concordancia
con todos los estudios que han demostrado el potencial terapéutico de las CEM
apoptoticas (Galleu et al., 2017). De forma interesante, en este proyecto demostramos que
la IR induce la secrecién diferencial de citoquinas y factores de crecimiento en las CEM
como CD25, GM-CSF, VEGF, EGF, CCL4, entre otros. Esta respuesta a la IR de las CEM
es propia y se diferencia de la respuesta de los fibroblastos, los cuales tienden a acumular

menos factores solubles. De acuerdo con esto, a pesar de compartir origen mesenquimal,
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el potencial inmunoregulador de las CEM al responder a la IR esta por encima del que
tienen los fibroblastos, confirmando una vez mas el potencial terapéutico de esta poblaciéon

celular.

Por otro lado, las vesiculas extracelulares, desde hace unos afios han despertado el interés
de la comunidad cientifica debido a su potencial para transferir informacion bioldgica entre
células y tejidos. Los cuerpos apoptoticos representan un campo de estudio reciente que
ha demostrado tener un potencial particular como posibles responsables de muchos
procesos biolégicos y, por lo tanto, en excelentes candidatos para el desarrollo de agentes
terapéuticos. Hasta hace unos afios fueron considerados como debris celulares, sin
embargo, actualmente se sabe que los AB contienen informacion valiosa de células
muertas que puede ser entregada a una diversidad de células receptoras. A diferencia de
los exosomas y las microvesiculas, los AB debido a su origen, tienen caracteristicas
particulares que les confiere ventajas bioldgicas; la generacidn de estas microvesiculas no
desencadena un proceso inflamatorio, reclutan fagocitos de forma eficiente promoviendo
una eliminacién rapida y debido a su tamafio tienen la capacidad de incorporar mayor

cantidad y diversidad de biomoléculas (Battistelli & Falcieri, n.d.).

A pesar del potencial que tienen los cuerpos apoptoticos, la complejidad de su formacion
y la falta de conocimiento asociado a su biologia ha impuesto una serie de dificultades
técnicas y cientificas que son motivo actual de discusion. La formacién de estas
microvesiculas ha demostrado ser dependiente del tipo celular y es un proceso que implica
una remodelaciéon compleja del citoesqueleto, como resultado, existe una alta diversidad
en el tamafio de los AB. Adicionalmente, en comparacion con los exosomas y las
microvesiculas, existen componentes de membrana caracteristicos de los AB, como el
marcador de apoptosis fosfatidilserina (PS) y C1q, asi como un proteoma y un perfil de
RNAs Unico en funcién de la célula que los genere. Estas caracteristicas particulares
representan una ventaja técnica y pueden ser utilizadas para la identificacion, aislamiento
y purificacion de AB. Actualmente se utilizan un conjunto de metodologias que se basan
en estas propiedades y han facilitado el estudio de estas microvesiculas, como la
centrifugacion en gradiente, la proteémica de escopeta y el andlisis con citometria de flujo
(Fuetal., 2021). Asociado a esta dificultad, la cuantificacion de las fracciones en la mayoria

de los casos se hace de forma indirecta de acuerdo con el contenido proteico o lipidico, lo
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cual tiende a variar entre células. Por este motivo, el desarrollo de estrategias mas

reproducibles y eficientes para el estudio de AB son de gran valor.

El avance en los equipos de citometria de flujo ha sido una ayuda sustancial para el andlisis
de microvesiculas. Los AB debido a su tamafio permiten una visualizacion y marcaje con
anticuerpos de forma eficiente por citometria de flujo, facilitando su conteo y
caracterizacion (Jiang et al., 2017). En este proyecto desarrollamos una técnica por medio
de citometria de flujo para el analisis de AB que resultd ser eficiente y reproducible. EI
tamafo es una de las principales caracteristicas de los cuerpos apoptéticos y la utilizacion
de estandares de tamafio especifico es una estrategia eficiente para caracterizar este
parametro. De igual forma, el conteo indirecto mediante perlas de conteo afiade precision
a los datos y permite tener un control mas eficiente a la hora de utilizar estas fracciones en

ensayos inmunes.

A pesar de la heterogeneidad, los AB estan empezando a ser considerados importantes
reguladores fisiolégicos, cuya funcion se extiende mas alld de la eliminacion de células
muertas. Estudios recientes han demostrado que los AB de diferentes origenes celulares
contribuyen a la inmunomodulacién y a la regeneracién de tejidos. En un modelo de
aterosclerosis se demostré que los AB derivados de células endoteliales inducen la
expresion y secrecion de CXCL12, lo que resulta en la proteccion de los vasos (Zernecke
et al., 2009). De forma similar, los AB provenientes de células estromales mesenquimales
han demostrado ser factores claves que participan en la migracion de CEM distantes en
un modelo murino de parabiosis (D. Liu et al., 2018). Asi mismo, el efecto de los AB no ha
sido solo demostrado en células fagociticas, también se ha evidenciado que los AB
tumorales promueven la respuesta de Tregs CD4+ y logran un efecto inmunosupresor en
células T citotoxicas CD8+ (Xie et al., 2009). En conjunto, estos descubrimientos ponen a
los AB como importantes actores en mdultiples contextos fisiol6gicos, lo que puede

contribuir a la generacion y aplicacién de terapias regenerativas e inmunoreguladoras.

Desde hace una década las CEM han sido consideradas herramientas terapéuticas
eficaces para muchos trastornos inflamatorios. Su efecto sobre varias células del sistema
inmune ha sido comprobado y se han utilizado como potentes agentes inmunosupresores
y regenerativos. En la UTA del IDCBIS se ha avanzado a profundidad en el estudio de

estas propiedades inmunomoduladoras y se han determinado diferentes mecanismos de
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accioén, entre los cuales se destaca la secrecién de citoquinas antiinflamatorias y la
expresion diferencial de genes (Cruz-Barrera et al., 2020). El perfil de secrecién de factores
solubles y de expresién génica obtenido en este estudio, soporta una vez mas que las
CEM obtenidas a partir de la gelatina de Wharton son agentes celulares con un potencial
inmunomodulador significativo y se caracterizan por la secrecion de factores solubles de
caracter antiinflamatorio como CD25 y IL-10. Estos resultados preliminares han servido de
soporte para hipotetizar que el componente extracelular de las CEM podria tener efectos
inmunosupresores sobre diversas poblaciones celulares inmunes. Los AB derivados de
CEM no serian la excepciéon. Adicionalmente, desde que se observdé que las CEM
infundidas in vivo podrian estar sujetas a apoptosis activa, se ha incrementado el interés
por el estudio del potencial efecto terapéutico de las CEM apoptbticas en
inmunorregulacion en el contexto de inflamacion. Teniendo en cuenta que la mayoria de
los ensayos que utilizan CEM apoptéticas no incluyeron procesos de purificacién, sus
efectos terapéuticos podrian atribuirse a la existencia de cuerpos apoptoéticos en las
formulaciones. En ese sentido, los AB-CEM emergen como adyuvantes biolégicos que
podrian complementar el efecto terapéutico de las CEM apoptéticas. Recientemente se ha
demostrado que la infusibn de AB-CEM induce la polarizacion de macréfagos, lo que
facilita la migracion y proliferacion de fibroblastos, promoviendo la cicatrizacién de heridas
cutaneas (J. Liu et al.,, 2020a). En esta misma area, se ha evidenciado que los AB
derivados de CEM promueven la curacion de heridas gingivales (Kou et al., 2018). Asi
mismo, los AB-CEM promueve la activacion de autofagia en células endoteliales,

potenciando la angiogénesis y mejorando la funcion cardiaca (H. Liu et al., 2020).

En cuanto a sus propiedades inmunoreguladoras, los AB-CEM han demostrado tener
efectos principalmente sobre la polarizacion y funcion de macréfagos. La PtdSer expuesta
en la membrana de los AB-CEM induce en los macréfagos la produccion del factor de
crecimiento transformante-p (TGF-B) y reduce el nivel de FOXO3 (Chen et al., 2019).
Incluso los AB-CEM quiméricos generados a partir de cargar los AB con nano particulas y
agentes antiinflamatorios logran promover una polarizacién hacia un fenotipo M2 de
macrofagos, mejorando asi el curso de la enfermedad (Dou et al., 2020). Los efectos de
los AB-CEM sobre el sistema inmune dependen principalmente de las células fagociticas
receptoras y su respuesta. Al igual que una célula apoptética, estas microvesiculas

biol6gicamente estan disefiadas para ser fagocitadas y representan un mecanismo de
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inmunomodulacién que se ejecuta a través de la respuesta de las células receptoras.
Existe poca evidencia asociada al efecto directo de los AB sobre las células, en parte
porque el material contenido en estas microvesiculas se encuentra empaquetado y
restringido de formas diversas, asi mismo la entrega esta disefiada para ser procesada por
una célula fagocitica. De forma interesante, nosotros demostramos que los AB generados
por CEM no tienen un efecto directo sobre la proliferacién de células CD3, su efecto
depende de la accion sinérgica de una célula CD14+ como los monocitos/macréfagos
humanos. La respuesta de los macrofagos a los AB-CEM es compleja y puede depender
de algunos factores como como la célula generadora de AB, el contenido de los AB, el
microambiente en el cual fagociten los AB y el sub-tipo de macréfago. Particularmente
nosotros demostramos que la respuesta de los monocitos/macréfagos a los AB-Fib no fue
tan significativa en términos de inhibicion de células T y la secrecion de factores solubles
fue diferente, respecto a la respuesta a AB-CEM. Se ha demostrado que células fagociticas
responden de forma diferentes a AB de acuerdo con el origen, teniendo asi una preferencia
para fagocitar cuerpos apoptoéticos de una célula determinada. En un modelo murino de
cicatrizacion de heridas cutaneas se demostré que la sensibilidad de los fibroblastos a los
AB-CEM es limitada. La respuesta en términos de proliferacion y migracion no es
significativa cuando se tratan con AB-CEM, respecto a la respuesta que tienen los
macrofagos (J. Liu et al., 2020a). Sin embargo, es importante considerar que en modelos
in-vivo se ha demostrado que la comunicacion entre macrofagos y fibroblastos es crucial

para promover la angiogénesis.

Adicionalmente, en este proyecto demostramos que los monocitos/macréfagos
condicionados con AB-CEM acumularon de forma significativa factores de crecimiento
como IL6, FGFb, G-CSF y HGF, a diferencia del tratamiento con AB-Fib y LPS. Liu et al,
demostraron que los sobrenadantes de cultivo de macrofagos tratados con cuerpos
apoptéticos de células estromales mesenquimales promovieron la proliferacion y migracion
de fibroblastos. En cuanto al mecanismo, no se especifico el origen de esta estimulacion,
sin embargo, lo macréfagos tratados con AB-CEM demostraron un fenotipo claro hacia un
perfil regulador M2. En ese sentido, es probable que los sobrenadantes de estos
macrofagos condicionados tipo M2 estuviesen caracterizados por un secretoma altamente
enriquecido de factores de crecimiento que favorecié el crecimiento de los Fibroblastos,

como lo demostramos en este proyecto (J. Liu et al., 2020b). En conjunto, estos resultados
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demuestran que los AB-CEM son mediadores claves del efecto de las CEM apoptéticas y

su estudio podria mejorar notablemente esta terapia celular.

De forma similar, el perfil de secrecion de citocinas de las células CD14+ cuando se retan
con PBMCs activadas es diferente al que se genera cuando las células se condicionan con
AB-Fib. A pesar de contar con un perfil tipo inflamatorio en el secretoma, estos
monocitos/macrofagos condicionados con AB-CEM lograron inhibir la proliferacion de
células T. En el sobrenadante, determinamos un incremento de IL1RA, G-CSF, CCL3, IL6,
TNF-a, IL1beta para los monocitos que tuvieron un efecto inmunomodulador. Actualmente
se sabe que la polarizacion M2 de los macréfagos va mas alla de la expresién de
marcadores de superficie y se pueden clasificar de acuerdo con el estimulo y las citoquinas
que liberan. De igual forma, dependiendo del subtipo de macréfago M2, los mecanismos
de inmunosupresion pueden variar. Los macrofagos M2b son inducidos por la estimulacion
con complejos inmunes, ligandos TLR o por agonistas del IL-1R. Este subtipo de
macrofagos se caracteriza porque tiene la capacidad de producir citoquinas tanto pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias como: la IL-10, IL-13, IL-6 y TNF-a. A pesar de su perfil
de citoquinas, este tipo de macréfago se reconoce como antiinflamatorio y tiene la
capacidad de inhibir la proliferacion de células T por medio de la Arginasa 1 y la
sedoheptulosa quinasa CARL. Los macréfagos M2b se han asociado a la regresiéon del

tumor, a inmunorregulacién y a promover una respuesta de tipo Th2 (Viola et al., 2019).

Por ultimo, la respuesta de las células CD14+ condicionadas con AB-CEM puede variar de
acuerdo con el microambiente en el cual sean expuestos, motivo por el cual, los analisis
gendmicos podrian proporcionar una idea mas profunda y clara de blancos moleculares
con funciones inmunomoduladoras en estas células. Este proyecto continuara con el
analisis de los monocitos/macrofagos condicionados con AB-CEM a nivel de expresion
génica (transcriptoma), sobre la base de aportar y mejorar el entendimiento de la terapia a
base de CEM. Confiamos en que el conocimiento alrededor de los AB-CEM y su
interaccion con células del linaje monocito/macréfago humanas ayudara en los préximos

afios a mejorar sustancialmente los problemas asociados a la supervivencia de las CEM.
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5.CONCLUSION

La terapia basada en CEM hoy en dia sigue planteando muchos interrogantes sobre la
viabilidad del producto celular in vivo y su interaccion con el microambiente tisular del
receptor. En este proyecto demostramaos que los cuerpos apoptéticos originados por CEM
de gelatina Wharton reprograman los monocitos/macréfagos humanos y les confiere la
capacidad de inhibir la proliferacién de linfocitos T, acompafiado de un perfil de secretoma
diferencial. Adicionalmente, técnicamente se generd un aporte al estudio de cuerpos
apoptoticos, el avance en la comprension de estas vesiculas extracelulares es una
necesidad actual y cualquier aporte a este campo representa un avance significativo. El
modelo de apoptosis estandarizado en este proyecto proporciona una metodologia
eficiente y reproducible para continuar los estudios en cuerpos apoptoéticos de CEM y otras

lineas celulares.

Por otra parte, la respuesta de los monocitos/macrofagos a los AB-CEM requiere de
andlisis mas profundos que permitan identificar blancos moleculares con propiedades
inmunomoduladoras que puedan ser utilizados para mejorar sustancialmente la terapia
celular basada en CEM. De igual forma, la interaccién entre los cuerpos apoptéticos y los
fagocitos profesionales como los macrofagos es altamente especifica y eficiente en
términos de una respuesta inmune, motivo por el cual los AB son una plataforma para
dirigir una terapia hacia células del linaje monocito/macréfago. Por ultimo, la respuesta de
las células fagociticas como los macrofagos a cuerpos apoptéticos puede estar
influenciada de forma considerable por el microambiente en donde las células sean
comprometidas a desempefiar una respuesta inmune. En ese sentido, es necesario
evaluar células del linaje monocito/macréfago CD14+ en otros contextos inmunes como
procesos de reparacion de tejidos, donde seguramente la respuesta de las células

condicionadas con AB-CEM podria modificar su perfil de respuesta.
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