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Resumen

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica autoinmune de etiologia
desconocida de curso progresivo, la cual conduce a un dafo articular irreversible. Una
novedosa estrategia terapéutica es la terapia con Células Madre Mesenquimales (MSCs).
Estas células poseen un potente efecto inmunosupresor, aunque algunos estudios
muestran resultados controversiales in vivo. Investigaciones recientes han propuesto que
el pre-acondicionamiento con compuestos bioactivos, modulan este efecto. Akt/mTOR es
una via de sefializacién que regula aspectos importantes del metabolismo celular y es
sensible a la inhibicién por Rapamicina. En MSCs se ha demostrado que el bloqueo de
Akt/mTOR por largo plazo, previene un fenotipo senescente, manteniendo alta
clonogenicidad y bajo dafo celular, sin embargo, se desconoce el efecto que pueda tener
el bloqueo a tiempos cortos con Rapamicina. En este trabajo se demostrd que el bloqueo,
durante una hora con Rapamicina a 50 ng/mL, mejora el efecto inmunosupresor de las
MSCs in vitro. No obstante, luego de la infusidn in vivo en un modelo de Artritis inducida
por colageno (CIA), no se observo una mejora clinica de la enfermedad. En contraste, el
pre-acondicionamiento durante una hora con Metformina a 5 UM, otro agente de bloqueo
Akt/mTOR, no aumenta el efecto inmunosupresor in vitro, pero si induce una mejoria
significativa de la enfermedad. Estos resultados proveen evidencia de que el ambiente
pro-inflamatorio puede modificar el efecto observado in vitro y demuestra que el bloqueo
a corto plazo con Metformina es suficiente para inducir un aumento de la capacidad

inmunosupresora de las MSCs in vivo.



Summary

PRE-CONDITIONING EFFECT OF MESENCHYMAL STEM CELLS, WITH RAPAMYCIN AND
METFORMIN ON THEIR IMMUNOSSUPPRESIVE CAPACITY, EVALUATED IN VITRO AND IN
VIVO IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF RHEUMATOID ARTHRITIS.

The Rheumatoid Arthritis (RA) is a systemic autoimmune disease of unknown etiology; the
course is progressive and finally leads to irreversible joint damage. A novel therapeutic
strategy for RA is cell therapy. Mesenchymal stem cells (MSCs) are capable to produce an
immunosuppressive effect; although some studies show paradoxical results after infusion
in vivo, latest researches have proposed pre-conditioning with bioactive compounds
modulate this effect. Akt/mTOR is a pathway that regulates temporal aspects of cell
growth, ribosome biogenesis and autophagic process and is sensitive to be inhibited by
Rapamycin. In MSCs it has been demonstrated long term blocking Akt/mTOR pathway
prevents the development of an age related phenotype, with high clonogenic frequency
and lower DNA damage by the reduction in the production of cytoplasmic reactive oxygen
species. Here we demonstrate that short term blocking Akt/mTOR pathways with
Rapamycin 50 ng/mL during one hour, enhance immunosuppressive effect of MSCs in
vitro, this preconditioning does not increase de release of nitric oxide as an
immunosuppressive mechanism and neither improved mean clinical signs after infusion in
a model of RA induced by collagen (CIA). However, Metformin 5 uM pre-conditioning,
other blocking agent of Akt/mTOR pathway does not enhance immunosuppressive effect

in vitro, but improve mean clinical signal. These results provide evidence that the in vivo

environment can change MSCs effect observed in vitro and raise the hypothesis that short



term blocking is not enough to establish an immunosuppressive effect, lasting after

infusion in vivo.



Introduccion

Artritis Reumatoide

Es una enfermedad sistémica inflamatoria autoinmune de etiologia desconocida, que
afecta principalmente las articulaciones. En la mayoria de los casos el curso es progresivo
y conduce al dafo articular irreversible [1]. En Individuos genéticamente susceptibles,
factores del medioambiente pueden activar reacciones inmunes patogénicas y también
linfocitos CD4+ los que estarian implicados en la patogénesis de Artritis Reumatoide (AR),
en particular, el linfocito T helper 1 (Th1) productor de IFN-y y linfocito T helper 17 (Th17)
productor de IL-17, que promueven la inflamacién sinovial y la formacion de osteoclastos
gue con el tiempo conducira a la destruccion de las articulaciones [2]. Eventos adicionales
como traumas o infecciones pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad por
reacciones inmunes focales en las articulaciones, resultando una inflamacion [3]. Si la
inflamacién se vuelve crénica, el fenotipo podria cumplir con los criterios para AR
establecidos por la American Rheumatism Association [4], criterios que también fueron
tomados por la guia clinica de Artritis Reumatoide del ministerio de salud del gobierno de
Chile (Tabla 1). No existen datos epidemiolégicos que determinen la incidencia vy
prevalencia de la AR en Chile, sin embargo no hay razones que hagan suponer que Chile
tenga caracteristicas epidemioldgicas diferentes al resto del mundo[5]. Por lo tanto, segun
la informacién disponible y extrapolada con los datos del Censo del afio 2002, entre los
hombres se espera que existan entre 1.700 a 5.200 nuevos casos cada afio y en las
mujeres entre 2.700 y 9.900 nuevos casos cada afio [6,7]. El Unico estudio a nivel
poblacional realizado en Chile estimd la prevalencia de la enfermedad en 0,46% [8].
Considerando estos ultimos valores y poblacion del censo del aio 2002, ello implicaria que
el nimero de individuos con AR en Chile estaria entre 27.000 y 90.000 pacientes [5]. La
enfermedad afecta de manera predominante a las mujeres y se ha reportado una relacién
de 3 y hasta 8 veces mas frecuente en las mujeres que en los hombres [9]. Del total de los
pacientes que padecen de AR, entre 60 al 90% tienen una evolucién clinica de deterioro

progresivo [10] y de aquellos pacientes que tienen trabajo remunerado al inicio de la AR,



10% de ellos deja de trabajar dentro del primer afio de inicio de la enfermedad y un 50%

estan incapacitados después de 10 afios [11].

Tabla 1: Criterios diagndsticos para Artritis Reumatoide. Se dice que un paciente tiene
Artritis Reumatoide si se reconoce al menos cuatro de estos criterios. Arnett FC et al.

1988.

1. Rigidez matutina presente por al menos 1 hora por 6 semanas

2. Al menos 3 areas articulares simultaneamente con hinchazén de tejido blanco o

fluidos, por 6 semanas.

3. Al menos una zona inflamada de la mufieca, articulacion metacarpofalangica o

articulacion proximal interfaldngica, por 6 semanas.

4. Participacién simultdnea de la misma area articular en ambos lados del cuerpo,

por al menos 6 semanas.

5. Noédulos subcutaneos vistos por un doctor.

6. Examen Positivo para factor reumatoide.

7. Cambios radiograficos de mano y en la mufieca.

El desarrollo de drogas para el tratamiento de enfermedades autoinmunes ha seguido
cursos similares al entendimiento de sus mecanismos patogénicos (Figura 1)[12]. Los
nuevos tratamientos en desarrollo para la AR apuntan a tres dreas principalmente:
1.citoquinas, 2.células y 3.vias de sefalizacion. Células en si mismas con funcién
inmunosupresora, han sido desarrolladas como herramienta terapéutica, una de ellas son

las Células Madre Mesenquimales (MSCs)[13].
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Figura 1: Linea de tiempo del descubrimiento de drogas para enfermedades autoinmunes. 1. Canakinumab fue
aprobado para el uso de sindrome periédico asociado a criopirina. 2. Metotrexato ha sido conocido desde 1940, pero
solo aprobado para el tratamiento de enfermedades autoinmunes en 1998. 3. El uso inicial de Ciclosporina fue en
medicina de trasplantes; sus efectos inmunosupresores la han llevado a ser utilizados en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes. DMARD, farmacos antireumaticos modificadores de la enfermedad; BRM, modificadores
de la respuesta biolégica. Chang C. et al 2013.

Célula Madre Mesenquimal.

Es una célula progenitora multipotencial no hematopoyética, con capacidad de auto-
renovacion y capaz de diferenciarse hacia distintos tipos celulares (Figura 2)[14,15]. Tanto
en etapas embrionarias como en etapas adultas, tienen por funcidon la formacion,
reparacion y renovacion de tejido [16]. Las MSCs estan presentes en la medula ésea, de
donde pueden ser aisladas e inducidas a diferenciarse en adipocitos, osteocitos o
condrocitos[17]. Sin embargo, también pueden obtenerse desde otros tejidos como la
pulpa dental [18], sangre fetal [19] y tejido adiposo [20,21] entre otros. Las funciones
fisioldgicas de las MSCs son variadas, reconstituyen el microambiente hematopoyético

favoreciendo la maduracién, diferenciacién y sobrevida de células sanguineas nacientes
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[22]. Ademas tienen un efecto inmunosupresor, incluso en etapas avanzadas de

diferenciacién en variados tipos celulares, lo que se traduce en un potente efecto

inmunomodulador de gran interés cientifico y potencial clinico [23,24].Las MSCs, ademas

son capaces de producir una variedad de factores de crecimiento, citoquinas y

quimioquinas [25]. Es probable que la expresidon de estas citoquinas y quimioquinas

jueguen un rol importante en la capacidad inmunomoduladora y en la quimiotaxis de las
MSCs in vivo [26].
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Figura 2: Esta figura muestra la habilidad de la Célula madre Mesenquimal (MSCs) en la cavidad de la médula espinal,
para auto-renovarse (flecha curva) y para diferenciarse (Flechas continuas y rectas) a través del linaje mesodermo. El

reporte de la habilidad para trans-diferenciarse en células de otros linajes (ectodermo y endodermo) es mostrado con
lineas discontinuas, la trans-diferenciacion es controversial in vivo. Ucelli et al. 2008.
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Caracterizacion de MSCs.

Debido a su potencial terapéutico y al creciente interés cientifico, la Sociedad
Internacional de Terapia Celular, establecié 3 criterios minimos que definen a la MSCs, de
origen humano, utilizadas en terapia celular como: 1. adherencia al plastico 2. Expresion
de antigenos de membrana especificos y ausencia de marcadores hematopoyéticos y 3.
diferenciacién multipotencial (Tabla 2)[27].La expresién de marcadores especificos en
MSCs en cultivo es variable segun diferencias de especies, fuente de tejido y condiciones

de cultivo [14].

Debido a su actividad inmunosupresora, las MSCs han sido utilizadas como tratamiento
celular en diversas patologias autoinmunes y pro-inflamatorias, y tienen buena tolerancia
al tratamiento debido a que expresan débilmente MHC clase | y no presentan MHC clase
[l, asi como tampoco moléculas co-estimuladoras, por lo que son consideradas hipo-
inmunogénicas [28]. Sin embargo, bajo algunos estimulos inflamatorios, las moléculas
anteriormente mencionadas aumentan su expresion, lo que corrobora que la interaccion
con citoquinas pro-inflamatorias puede modificar la expresién de genes [29,30]. Asi
mismo ocurre con moléculas de adhesidon que permiten la unién con las células
progenitoras hematopoyéticas en su nicho. MSCs incubadas con linfocitos T de sangre
periférica, han mostrado mayor unién con linfocitos activados que con linfocitos no
activados [29], esta funcién es compatible con su capacidad para establecer interacciones

adhesivas firmes con progenitores hematopoyéticos [23].



12

Tabla 2: Resumen de criterios de identificacion MSCs humana. Dominici et al.2006

1. Adherencia al plastico bajo condiciones de cultivo estandar.

2. Fenotipo Positivo(=95% +) Negativo (2% +)
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 o CD11b
CD79a 0 CD19
HLA-DR

3. Diferenciacion in vitro hacia: osteoblasto, adipocito y condrocito.(demostrada por tinciéon

de cultivo celular in vitro)

Efecto inmunomodulador.

Las MSCs tienen efectos sobre distintas células del sistema inmune (Figura 3). Su
capacidad de disminuir la proliferacién linfocitaria es dosis dependiente y se logra un
mayor efecto cuando la exposicién es en etapas tempranas del proceso de proliferacién y

maduracion [31].

Cuando las MSCs hacen contacto con células T estimuladas por células dendriticas (DC) y
linfocitos de sangre periférica se produce una reduccién significativa, dosis dependiente
en la proliferacién de células T, tanto para linfocitos CD4+ como CD8+, ya sea debido al

contacto célula-célula, como a factores solubles [32].
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Figura 3.llustracion esquemadtica de la interaccidon entre MSCs y células del sistema inmune. Después de la activacion,
MSCs inhiben la proliferacion de células natural killer (NK), células B (B cell) y células T (T cell). Este efecto es mediado
a través de la secrecidon de varios factores, como PGE; (prostaglandina 2), HGF (factor de crecimiento de hepatocitos),
HLA-G (antigeno leucocitario humano-G)y TGF-B (factor de crecimiento transformante-B); la expresion de HO-1 (hemo
oxigenasa); la produccion de NO (oxido nitrico) por iNOS (oxido nitrico sintasa inducible) o la deplecion de TRP
(triptéfano) en KYN (kynurenina) por IDO (indoleamina 2,3-dioxigensa). Secrecion de IL-6 (interleuquina 6) puede
estar involucrada en la inhibicidon de neutrofilos o prevenir la generacion y maduracion de células dendriticas (DC)
desde monocitos. DC inmaduras podrian ser inducidas a la generacion de células T reguladoras (Treg). Djouad F. et al.
2009.

Los efectos inmunomoduladores de las MSCs estan fuertemente coordinados por factores
del microambiente y pueden responder a citoquinas inflamatorias como IL-1B (producidas
por monocitos) [33], IL-17 (producida por linfocitos Th17) [34] y mas importante a
interferén gamma (IFN-y). El IFN-y es capaz de aumentar la inmunosupresion ejercida por

las MSCs, proceso conocido como licenciamiento [35].
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Mecanismo de Inmunomodulacion.

La modulacion inmune por las MSCs, ocurre tanto por sefiales contacto dependiente como
de factores solubles, en diferentes circunstancias [36]. La supresidn de proliferaciéon de
células T es mediada por factores solubles, como por ejemplo: factor de crecimiento
transformante (TGF-B), Kynurenina [37], Prostaglandinas E> (PGE») [36,38,39], Oxido
Nitrico [40], productos de Hemo-Oxigenasa y proteina de unién del factor de crecimiento

tipo insulina [36], entre otros [41].

Las prostaglandinas son uno de los factores implicados en la modulacién de la actividad de
células T [42] y en el proceso de induccidén de linfocitos Treg [36]. MSCs humanas vy
murinas expresan constitutivamente la isoforma inducible de ciclooxigenasa (COX2) y la
produccién de PGE, aumenta después del co-cultivo de MSCs humanas con células
mononucleares de sangre periférica [43]. La adicion de inhibidores de prostaglandinas
suprime sustancialmente la inmunosupresion mediada por MSCs [39]. Estos resultados
sugieren que PGE; es una de las moléculas involucradas en el efecto inmunomodulador de

MSCs [44].

La enzima indolamine 2, 3-dioxigenasa (IDO) es una enzima que cataliza la conversidn de
triptéfano en Kynurenina. La expresién de IDO es inducida por IFN-y en MSCs humanas y
es responsable de una inhibicion en la proliferacidon y un significativo aumento en la
muerte de células T. Ademas de alterar la funcién de las DC [45], la deplecion de
triptéfano también ha sido propuesto como mecanismo de inhibicién de proliferacién de

células T [46,47].

En MSCs la induccién de la enzima Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iNOS) estd involucrada
en la inhibicién de proliferaciéon de células T. Inhibidores de iNOS restituyen la
proliferacion de células T, lo que sugiere que el Oxido Nitrico (NO) producido por MSCs, es
uno de los mediadores de la supresion en la proliferacién de células T [40]. Investigaciones
recientes demuestran que la via de NO puede jugar un rol importante en los diferentes

efectos inmunomoduladores de las MSCs, al contrario PGE; no estaria relacionada [48].
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Aplicaciones y desafios.

La investigacion pre-clinica ha demostrado que las MSCs derivadas de médula 6sea, tejido
adiposo, tejido sinovial y el cordén umbilical, suprimen las funciones de diferentes células
del sistema inmune, lo que plantea la posibilidad de nuevas terapias para las
enfermedades autoinmunes incluyendo la AR [49]. Por ejemplo se ha demostrado que la
administraciéon de MSCs en un modelo de artritis inducida por coldgeno (CIA) suprime
marcadamente la osteoclastogénesis segun analisis histoldgico, estos datos sugieren que

el reclutamiento de MSCs limita la destruccion inflamatoria en el area articular [50].

Las MSCs pueden ser un efectivo tratamiento en AR. La infusidn sistémica de MSCs in vivo,
reduce la severidad de CIA [51]. Las MSCs mejoraron significativamente los signos
generales en torno a los 21 dias después de recibir la inyeccién y desaparecieron por

completo en el dia 34 después del tratamiento en el mismo modelo animal [52].

A pesar de la evidencia de los potenciales usos terapéuticos y de los mecanismos
moleculares descritos hasta el momento, la administracién de MSCs en algunos modelos
muestra resultados opuestos, dependiendo del estadio de la enfermedad (in vivo) y la
razén entre MSCs:células efectoras (in vitro) [53-55]. Los datos que han sido publicados
respecto al efecto terapéutico de las MSCs son contradictorios, algunos no demuestran
efectos in vivo [56] o incluso muestran empeoramiento de los sintomas de la enfermedad
[57,58] mientras que otros demuestran claros beneficios de la terapia celular con MSCs
[51,59]. El avance de la terapia celular con MSCs estad severamente limitado por la pobre

sobrevida de las células implantadas [60].

Algunas drogas inmunosupresoras han sido utilizadas en el pre-acondicionamiento de
MSCs con el objetivo de potenciar su efecto in vivo [61,62]. Ademas se ha demostrado que
las MSCs pre-acondicionadas con citoquinas pro-inflamatorias logran un aumento en su

capacidad inmunosupresora [35,63].

Por otro lado, el envejecimiento celular esta asociado con la reduccién en la capacidad

auto-renovacién y potencial de diferenciacion de MSCs y estos cambios relacionados con
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la edad son similares o incluso mds pronunciados durante el cultivo de MSCs in vitro [64].
La reduccién en el numero y funcién de MSCs con la edad, puede ser asociada con la

acumulacién de daiio celular [65,66].

El mayor desafio para el éxito del trasplante de células madre es mejorar la tasa de
sobrevida de MSCs trasplantadas in vivo contra el ambiente perjudicial producido por
condiciones patoldgicas especificas [67]. El receptor mamifero de Rapamicina (mTOR), ha
sido postulado como un blanco farmacoldgico que regula la sobrevida de las MSCs y su
efecto antiinflamatorio [60,64]. Estudios recientes han propuesto que la activaciéon de
mTOR promueve senescencia y sugieren que la via de seifalizacion de Akt/mTOR estd
asociada a una pérdida de quiescencia, envejecimiento prematuro y disminucién del pool
de MSCs auto-renovantes [68-71] (Figura 4). Por lo que la via Akt/mTOR es una via

atractiva de pre-acondicionamiento de MSCs.
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Figura 4 Diagrama esquematico que ilustra los mecanismos sugeridos que participan en la prevencion del
envejecimiento MSCs por la inhibicién de Akt/mTOR. El cultivo a largo plazo de MSC lleva a la pérdida de la auto-
renovacion y diferenciacion, la acumulacién de dafio en el ADN y senescencia. La inhibicién de las vias Akt/mTOR
mantiene MSCs en quiescencia, regula la generacion de ROS citoplasmatica y la expresion de genes de pluripotencia.
Esto se traduce en la promocién de la auto-renovacion y el potencial de diferenciacion de MSC que se pierde durante
el envejecimiento. Gharibi et al. 2013.
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Rapamicina.

La Rapamicina fue aislada a principios de los afios 70 en una muestra de suelo obtenida en
Isla de Pascua, Chile [72]. La Rapamicina es un farmaco con propiedades
inmunosupresoras y anti-proliferativas, utilizado en prevencion del rechazo de trasplante
de rifién y en la enfermedad de injerto contra hospedero [73-75] y algunos canceres [76];

y ejerce su accion mediante la inhibicién de mTORCL1.

El receptor de Rapamicina tiene importancia en la regulacién de la proliferaciéon celular
[77] (Figura 5). La actividad inhibidora de Rapamicina se produce tras la formacién del
complejo Rapamicina-FKBP12. Los eventos que siguen rio abajo a la inactivaciéon de mTOR
resultan en el bloqueo de la progresién del ciclo celular entre la fase G1 y S[76]. Estudios
en levaduras demuestran que mTOR tiene dos funciones esenciales: regular cuando vy

dénde las células proliferan, segun las condiciones del microambiente [78].
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Figura 5: Via de sefializacion de mTORC1 y mTORC2. Complejo del receptor mamifero de Rapamicina 1 (mTORC1)
regula el crecimiento celular y el tamafio por control de traduccion de ARNm, biogénesis de ribosomas y autofagia.
Diversas sefales surgen desde factores de crecimiento, varias citoquinas, ligando de moléculas co-estimuladoras y
receptor de antigenos, proteinas WNT, niveles de energia celular, asi como hipoxia, estrés celular y dafio de ADN
determinan la actividad de mTORC1. Estas sefiales median todos los efectos a través del complejo de esclerosis tuberosa
1y 2 (TSC1-2), que es el principal regulador negativo de mTORC1. Activacion de sefializacion RAS-MAPK (Proteina
quinasa activada por mitégenos) y fosfoinositol 3 quinasa (P13K)-AKT, resulta en la inhibicidn de la fosforilacion de TSC2 y
remueve la represion de RHEB (RAS homologo enriquecido en el cerebro) que es el estimulador de mTORC1. Activacion
de sefializacion PI3K-AKT es regulado negativamente por fosfatasa homdloga de tensina (PTEN). Activacién de mTORC1
promueve la transduccion de ARNm por estimulacion de quinasa S6 1 (S6K1; también conocido como RPS6KB1) e
inhibido por EIFAEBP1 (proteina de unidon de iniciacién de traduccidn eucariota 1). Activacion de S6K1 también puede
retroalimentar negativamente la entrada de PI3K-AKT por facilitar la degradaciéon de los intermediarios de sefalizacion
entre receptores de membranas (como receptor de insulina) y PI3K. Una disminucion de los niveles de energia y
nutrientes (sefializado por proteina quinasa activada por AMP; AMPK), asi como condicién de hipoxia, incrementa la
inhibicion mediada por TSC1-TSC2 de mTORC1 que esta rio abajo de la entrada desde quinasa glicégeno sintasa 3
(GSK3). mTORC2 no es inhibido directamente por Rapamicina, pero la administracién a largo plazo interrumpe su
ensamblaje en algunas células. mTORC2, activado por PI3K, directamente fosforila AKT. mTORC2 también regula la
dindmica del citoesqueleto a través de pequefia homologa RAS GTPasa (RHO) y proteina quinasa C (PKC). PDK1, quinasa
dependiente de fosfoinositol 1.Thomson et al. 2009.
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Metformina.

La Metformina es la droga mdas ampliamente utilizada en el tratamiento de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2). La Metformina, suprime la produccidon de glucosa hepatica y
aumenta la sensibilidad a insulina, reduce la lipolisis en adipocitos y la absorcién de
glucosa por el intestino, estos efectos estimulan la traslocacion del transportador GLUT4
en la membrana plasmatica del musculo esquelético [79,80]. La Proteina Quinasa activada
por AMP (AMPK) parece ser el intermediario de mayor accién farmacoldgica de esta droga
para suprimir la lipogénesis e inducir la oxidacién de acidos grasos [81,82]. Lejos de sus
efectos hipoglicémicos, la Metformina emerge como un potencial agente en quimio-
prevencion del cancer. Recientes estudios epidemioldgicos relacionan la administracién de
Metformina con reduccién de la incidencia, recurrencia y mortalidad de variados tipos de
cancer en pacientes con DM2 [83-88]. La Metformina puede reducir el riesgo de cancer
por dos principales mecanismos: 1.- supuesto efecto de restriccidon de calorias, apoyado
por la activacion de AMPK, mecanismo por el cual se activan procesos catabdlicos y se
reducen todos los procesos que consumen energia, incluyendo la proliferaciéon celular
[89,90] y 2.- la reduccion de insulino-resistencia y por lo tanto de niveles de insulina [91].
La activacion de AMPK inhibe la activacién de mTOR a través de la funcién de TSC2 [92,93]
(Figura 6). Estos mecanismos promueven, acorde al tipo y la extension de la injuria,
mecanismos supresivos adicionales, contribuyendo a la detencion de la progresién del
tumor o induccién de muerte celular [94]. Investigaciones de pre-acondicionamiento con
Metformina en MSCs solo evaluan las diferencias en los potenciales de diferenciacion

[95,96].
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Figura 6: Mecanismo de accion de Metformina. Supresion de sefalizacion de mTORC1 ocurre a través de un
mecanismo dependiente de AMPK (en lineas rojas y proteinas en verde) e independiente de AMPK (en lineas azules y
proteinas amarillas y rosadas). El mecanismo dependiente de AMPK a su vez puede ser sostenido por una activacion
directa (verde) o indirecta (verde claro). La activacidon directa o activacion alostérica es gobernada por unién de AMP,
mientras que la activacion indirecta es lograda a través de la fosforilacién Thr172 (P en circulo verde) por complejo
trimérico LKB1, quinasa 2 quinasa dependiente de calmodulina (CaMKK2) o quinasa 1 activada por TGF-f (TAK1), y el
efecto protectivo de ADP, quien produce la desfosforilacién insensible de Thr172. Ambos tipos de activacion de AMPK
resultan en la supresién de sefializacién de mTORC1 mediado por eje TSC1/TSC2/RHEB/Raptor/mTOR. Se conocen dos
mecanismos independientes de la activacion AMPK: el primero (proteinas en amarillo) es regulada por proteinas Rag a
través de un complejo trimérico llamado “Complejo Regulador”, el cual mueve mTORC1 desde la ubicacidn perinuclear,
donde esta ubicado el activador RHEB, para la supresion citoplasmatica de la sefializacion de mTORC1 y el segundo es
dependiente de REDD1 (rosado). [94]



21

Hipoatesis.

El pre-acondicionamiento de Células Madre Mesenquimales con Rapamicina vy
Metformina durante una hora, aumenta su capacidad inmunosupresora in vitro y su
actividad terapéutica in vivo en un modelo experimental de Artritis inducida por colageno

en ratones machos de la cepa DBA/LacJ.
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Objetivos.

Objetivo General
Estudiar la capacidad inmunosupresora de las células madre Mesenquimales pre-
acondicionadas con Rapamicina y Metformina, durante una hora, in vitro e in vivo en un

modelo experimental de Artritis Reumatoide inducida por colageno.

Objetivos Especificos

1. Obtener, cultivar y caracterizar MSCs desde medula ésea de ratones C57BL/6.

2. Determinar la capacidad inmunosupresora in vitro de MSCs pre-acondicionadas
con Rapamicina y Metformina durante una hora y comparar este efecto
inmunosupresor con el obtenido por MSCs no pre-acondicionadas.

3. Evaluar el efecto in vivo de MSCs pre-acondicionadas, sobre la progresion de
signos clinicos y del didmetro articular, en un modelo de enfermedad de Artritis

Reumatoide inducida por colageno en ratones machos DBA/LacJ.
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Materiales y Métodos.

1. Cultivo y Caracterizacion.

e Modelo animal.

Ratones C57BL/6 de 5-8 semanas, provenientes del bioterio del Instituto de Salud Publica
de Chile (ISP) fueron mantenidos en micro aisladores con comida y agua autoclavada, en
una habitacion termorregulada, y foto periodo 12h luz/12h oscuridad. Los animales fueron
mantenidos segln las normas internacionales de mantencién de animales de
experimentacién, Manual de Animales de Laboratorio (NIH) y manipulados de acuerdo a la

Guia del Institutional Animal Care and Use Committe (IACUC).

e Obtencion de MSCs.

Células provenientes de medula ésea fueron obtenidas a partir de fémur y tibia de 3
ratones hembras adultas C57BL/6 y fueron cultivadas a 1x10° células/cm? en medio de
cultivo (a-MEM, GLUTAMAX™, no nucleésidos, LifeTechnology©) suplementado con: 10%
suero fetal bovino certificado, (SFB, calificado para MSCs, Biological Industries©), 1.000
U/mL Penicilina y 100 ug/mL Estreptomicina (Penicilina-Estreptomicina 10X, 100.000 U/mL
Penicilina G sal sédica y 100 mg/mL Estreptomicina sulfato, Biological Industries©) a 37°C
con 5% de CO;. Luego de 4 dias de cultivo, las células no adherentes fueron removidas y
cuando las células adherentes alcanzaron 80% de confluencia, se procedié al pasaje de
células mediante proceso de tripsinizacién (Solucién C Tripsina EDTA 0,05%, EDTA 0,02%
con rojo Fenol, Biological Industries©) a un nuevo frasco de cultivo. Luego del quinto
pasaje se procedid a purificar las MSCs mediante seleccién negativa con el kit BEAT anti

CDA45 (CD45 microbeads, mouse, MACS MiltenyiBiotec©).
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e Inmunotipificacion.

Después del pasaje numero diez, se realizé la Inmunotipificacién de MSCs mediante
citometria de flujo, con un citémetro BD FACSCANTO II™, BD Biosciencies©, utilizando
anticuerpos control de isotipo: 1gG2ak-FITC, 1gG2bk-PE, IgMA1-FITC y anticuerpos de
marcadores de membrana especificos para MSCs: CD34-FITC, CD45-PE, Scal-FITC, CD44-
PE, CD29-FITC.Todos los anticuerpos utilizados fueron adquiridos en BD Biosciencies©

(Figura 9).

e Diferenciacion celular.

Las MSCs se diferenciaron hacia linaje adipogénico, osteogénico y condrogénico de

acuerdo a protocolos pre-establecidos (Carridn et al.)[54].

Para la formacién de osteoblastos, se sembraron las células en una placa de 24 pocillos a
10.000 células/cm? utilizando el medio de diferenciacién (Osteogenesis Differentiation
Medium StemPro®, LifeTechnology©) durante 14 dias. A continuacién se realiz6 una
tinciéon con Alizarin Red 40 mM (Sigma Aldrich©), y luego se observé por microscopia
Optica (Microscopio Invertido Olympus IX51) y se tomd fotografias con aumento 40X
(Cdmara Micrometrics® 516 CU y software para cdmaras de alta resolucién Micrometric SE

premium) para registrar los depdsitos de calcio tefiidos.

Para la formacidon de adipocitos, se sembraron las células en una placa de 24 pocillos a
10.000 células/cm? utilizando el medio de diferenciacién (Adipogenesis Differentiation
Medium StemPro®, LifeTechnology©) durante 14 dias. A continuacién se realizd6 una
tincion con Oil Red 60% v/v (Sigma Aldrich©), y luego se observé por microscopia dptica
(Microscopio Invertido Olympus I1X51) y se tomé fotografias con aumento 40X (Camara
Micrometrics® 516 CU y software para camaras de alta resolucion Micrometric SE

premium) para registrar los depdsitos de lipidos tefiidos.

Para la formacién de condrocitos, se sembraron las células en una placa de 24 pocillos

desde un conglomerado de células utilizando el medio de diferenciacion (Chondrogenesis
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Differentiation Medium, StemPro®, LifeTechnology©) durante 14 dias. A continuacién se
realizé una tincién con Safranina O 0,1% p/v (Sigma Aldrich©), y luego se observé por
microscopia 6ptica (Microscopio Invertido Olympus IX51) y se tomd fotografias con
aumento 40X (Cdmara Micrometrics® 516 CU y software para camaras de alta resolucién

Micrometric SE premium) para registrar tejido cartilaginoso tefido.

2. Pre-acondicionamiento de MSCs.
Las drogas se reconstituyeron segun las indicaciones del fabricante. Rapamicina
(Rapamycin from Streptomyces hygroscopicus 295% (HPLC), poder, Sigma Aldrich©) y
Metformina (Metformin - CAS 1115-70-4 - Calbiochem®, Merck©). Luego de la
reconstitucién de las drogas, estas fueron mantenidas a -80°C y alicuotadas en buffer
fosfato salino (PBS) (Phospate Buffer Saline, Cornin©), estas alicuotas no presentaron la
formacién de precipitados, por lo que se asume que estan en solucién. En el caso de
Rapamicina, esta droga fue reconstituida en Dimetilsufoxido (DMSQ) (Sigma Aldrich©) la
concentraciéon de DMSO en cultivo es de 0,005% v/v, por lo tanto se asume que no

representa una variable a evaluar en los posteriores ensayos.

e Rapamicina.

Se sembraron las MSCs a 2500 células/cm? en frascos de cultivo de 25 cm? manteniéndose
en medio de cultivo por tres dias. Se procedié al pre-acondicionamiento de células MSCs,
luego de dos lavados con PBS, se agregd en dosis entre 10 y 50 ng/mLdisueltas en medio

de cultivo y se mantienen de acuerdo a los tiempos de exposicion 1y 24 h.

e Metformina.

Se sembraron células MSCs a 2500 células/cm? en frascos de cultivo de 25 cm?
manteniéndose en medio de cultivo por tres dias. Se procedié al pre-acondicionamiento
de células MSCs, luego de dos lavados con PBS, se agregd en dosis entre 5 y 10 uM
disueltas en medio de cultivo y se mantienen de acuerdo a los tiempos de exposiciéon 1y

24 h.
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e Combinacién Rapamicina y Metformina.

Se sembraron células MSCs a 2500 células/cm? en frascos de cultivo de 25 cm?
manteniéndose en medio de cultivo por tres dias. Se procedié al pre-acondicionamiento
de células MSCs, luego de dos lavados con PBS, se agrego dosis de Rapamicina 50 ng/mLy
Metformina 5 uM disueltas en medio de cultivo y se mantienen por 1 hora de exposicién

al estimulo.

3. Efecto inmunomodulador de las MSCs y MSCs pre-acondicionadas.

3.1. Efecto sobre la proliferaciéon de esplenocitos.
e Obtencién de esplenocitos.

Se obtuvo el bazo desde ratones machos adultos C57BL/6 en sala de procedimientos del
Centro de Investigaciones Biomédicas (CIB) de la Universidad de Los Andes, bajo normas
de asepsia adecuadas y se mantuvo en PBS estéril suplementado con 2 U/mL Penicilina 'y 2
ug/mL Estreptomicina. Bajo campana de flujo laminar, se disgregd el tejido y se hizo pasar
por un filtro 70 um (CellStrainer,Falcon®). Luego se centrifugaron las células obtenidas por
7 min. a 1700 rpm. Luego de eliminar sobrenadante, se re-suspendieron las células
mecanicamente en 10 mL de Medio RPMI (RPMI Medium 1640
GlutaMAX™, LifeTechnologies©) suplementado con 10% FBS. Luego se realizd una
separacion por gradiente de densidad (Ficoll-Histopaque®-1083, Sigma-Aldrich©) a
temperatura ambiente, con una centrifugacion a 1400 rpm por 20 minutos, para separar

fases de linfocitos/monocitos, eritrocitos, plaquetas, plasma y otros granulocitos.

e Tincidn con Kit de proliferacion celular.

La tincién con Kit de proliferacion celular (CellTrace™ Violet CellProliferation Kit, for flow

cytometry, LifeTechnology©) se realizé bajo las indicaciones del fabricante (Figura 7).
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Figura 7: Representacion grafica de la dilucion y marcaje del Kit de proliferacion celular. A) Dilucién de marcaje a
través de las generaciones celulares. B) Linfocitos de sangre periférica humana fueron cosechados y tefiidos con
CellTrace™ Violet y analizados por Citometria de Flujo. Los peaks violeta representan sucesivas generaciones de
células estimuladas con anti CD3 humano e IL2 y cultivadas por 7 dias. El peak delineado en negro representan células
que fueron cultivadas por 7 dias sin estimulo.

e Co-cultivo de MSCs pre-acondicionadas.

Para visualizar la inhibicion en la proliferaciéon celular de esplenocitos marcados
previamente con el kit de proliferacién celular, se sembraron en placas de 96 pocillos
colocando 200.000 esplenocitos y 20.000 MSCs (relacion 1:10) o 400.000 esplenocitos y
20.000 MSCs (relacion 1:20) por pocillo. Luego se agregd mitégeno policlonal
Concanavalina A (0,5 ug/mL). Se consideraron los respectivos controles: negativo de
proliferacién (sin Concanavalina A), proliferacion basal (sin mMSC), controles de marcaje

anti-CD3, control de marcaje de CellTraceViolet (Figura 8).

e Tincidn con anti-CD3 y analisis de proliferacién por citometria de flujo
Al término del cultivo, se tomd una alicuota de sobrenadante para la posterior medicion
de nitritos. A continuacidon se marcaron las células con anticuerpo monoclonal anti-mouse
anti-CD3 (APC anti-mouse CD3 Antibody, Biolegend®) segun instrucciones del fabricante.

Para marcaje de viabilidad se utilizd el ensayo de viabilidad de loduro de Propidio 0.5
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ug/ml (Sigma Aldrich). Finalmente se leen las muestras por citometria de flujo, con un

citdmetro BD FACSCANTO II™, BD Biosciencies©.
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Figura 8: Graficos representativos de los controles incluidos en ensayos de efecto sobre la capacidad de proliferativa
de esplenocitos en co-cultivo con MSCs pre-acondicionadas. A) Grafico de tamafio/granularidad en donde se
seleccionan las células que corresponde a los linfocitos. B) Grafico tubo control de marcaje con CD3-APC, en este control
las células no se marcan con el anticuerpo por lo tanto se observa que las células no marcadas se encuentran fuera de la
region de analisis seleccionado. C) Grafico del tubo control para marcaje con ioduro de propidio, se seleccionan las
células no marcadas en la regidon de analisis 3. D) Grafico tubo control de marcaje de CellTrace™violet en donde se
observa que las células no presentan marcaje. E) Gréfico tubo control positivo se observa el marcaje CD3+, marcaje
loduro de Propidio +, y la dilucion de CellTrace™violet ademas se presenta un histograma donde se grafican las distintas
generaciones celulares.
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Figura 9: Disefio experimental de Extraccion, Caracterizacidn, Pre-acondicionamiento y Evaluacion de la capacidad
Inmunosupresora de MSCs en ausencia o presencia de pre-acondicionamiento durante una hora con Rapamicina y

Metformina.
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3.2. Efecto sobre la produccién de Nitritos.

e Medicidén de Nitritos en sobrenadante de MSCs por espectrofotometria.

La medicién de Nitritos, producto de Oxido Nitrico (NO), se realizé mediante la reaccién
colorimétrica de Griess. Esta reaccion involucra la formacion de un croméforo mediante la
diazoacion de la sulfanilamida con dacido nitroso, seguido de una copulacidn con una
amina biciclica [97] (Figura 10). Una alicuota del sobrenadante de cada pocillo descrito en
la seccidn anterior es centrifugada por 5 min. a 1800 rpm. a temperatura ambiente, para
obtener el sobrenadante libre de células. Se cargan placas de 96 pocillos con las muestras
del sobrenadante y se procede a agregar el reactivo de Griess (GRIESS-ILOSVAY de
Merck©) y de esta forma se obtendrd el producto coloreado que es leido
espectrofotométricamente después de 15 minutos de reaccién en agitacion. La placa se
lee a 492 nm (Infinite® F50 / Robotic—Absorbance microplate readers, TECAN®). Todas las
mediciones se realizan en triplicado con un blanco de medio de cultivo, control negativo
con MSCs sin pre-acondicionamiento, y un control positivo de concentracién conocida de
Oxido nitrico. Se realiza una curva de calibracidn ocupando la solucién stock de NaNO;

(Sigma-Aldrich©).
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Figura 10: Reaccion de Griess para la deteccion de nitritos. Tomada y adaptada de Fermin A.et al[97]
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4. Efecto sobre la expresion de genes mediante técnica real time PCR

e Extraccion de ARN por kit QIAGEN.

Se sembraron MSCs en pasaje 14 a 2500 células/cm? en frascos de cultivo de 75 cm?,
luego de tres dias en medio de cultivo, se elimind el medio y se lavaron las células con
PBS, luego se realizd el pre-acondicionamiento en medio de cultivo durante una hora.
Después de cumplido el tiempo de estimulo se descartd el medio, se lavo las células y se
tripsinizaron. Luego se centrifugaron a 4000 rpm por 5 min a 4°C, se elimind el
sobrenadante y se mantiene el concentrado de células a -80°C hasta el procedimiento de
extraccion de ARN que se realizd segun las indicaciones del fabricante del kit de extraccion

de ARN (RNAEasy mini Kit, QIAGENO).

e Sintesis de ADNc.

A través de un espectrofotémetro (NanoDrop 2000™, ThermoScientific©), se determind
las absorbancias a 260, 280 y 230 nm para determinar la concentracion de ARN y su
pureza en las muestras. Se usaron 2 pg de ARN para la sintesis de ADNc y se utilizd
tratamiento previo con DNasa | para eliminar ADN contaminante en las muestras para lo
cual se incubd por 30 minutos a 37°C en Termociclador (MaxigenTermociclador™,
Axygen®). Para la detencién de actividad de la enzima, se usé EDTA 50 mM. Luego se
incubo las muestras a 65°C por 10 minutos. En seguida se incubd las muestras con
partidores especificos para cualquier seccion de ARN (RandomPrimers, Promega®©) para
comenzar la etapa de retro-transcripcién (Improm Il R.T, Promega®©), siguiendo las

instrucciones del fabricante en Termociclador (MaxigenTermociclador™, Axygen®).
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El disefio de partidores se realizd mediante secuencia FASTA y disefio de partidores en

software AmplifX version 1.7.0; de acuerdo a los genes de interés para establecer relacion

con la actividad inmunosupresora de MSCs (Tabla 3).

Tabla 3: Disefio de partidores de acuerdo a genes de interés relacionados con la capacidad
inmunosupresora de MSCs.

Proteina codificante

Secuencia del partidor

Secuencia del partidor Anti-

sentido sentido
Enzima Oxido Sintasa AGTTCTGCGCCTTTGCTCAT AGTGAAGCGTTTCGGGATCT
Inducible murina
(iNOs)
Enzima Ciclo AGATGTATGGCGGGAAGGAA AACTTGCCCTCACGGACAAT
Oxigenasa 2 murina
(COX-2)
Interleuquina 6 murina CCTTCCTACCCCAATTTCCA GGCATAACGCACTAGGTTTG
(IL-6)
Interleuquina 8 murina | GGCTACTGTTGGCCCAATTA GAGGTCTCCCGAATTGGAAA
(IL-8)
18s (gen ATCGCCAGTCGGCATCGTTTAT | GCCGCTAGAGGTGAAATTCTTGGA

normalizador)

e Curva de eficiencia.

Primero se diluyeron los partidores del gen a amplificar a una concentracion de 2,5 uM.

Luego se prepard el MIX del PCR utilizando GoTaq PCR Master Mix (Promega®©), Primer

sense/antisense 2,5 UM y agua DEPC y se agregaron a los pocillos adecuados. Por otro
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lado, se realizaron las diluciones seriadas de la muestra elegida de ADNc para realizar la
curva estandar (Diluciones: 1/1000, 1/10000, 1/100000, 1/1000000, 1/10000000,
1/100000000, 1/1000000000). Finalmente se colocan las muestras en el sistema de PCR
en tiempo real (Mx3000p™, Stratagene, AgilentTechnology©) vy se configura a las
temperaturas deseadas y una vez finalizado el procedimiento se procesaran los datos de
las amplificaciones, obteniendo la pendiente, el r> y el % de eficiencia para cada gen

(Figura 11).

0.000001
Initial Quantity {relative)

Figura 11: Representacion grafica de una curva de calibrado para la determinacion de eficiencia de los partidores y
posterior determinacion de la expresion relativa.

e RTQqPCR para genes: iNOs, PGE;, IL6 e IL8.

A partir de los resultados obtenidos de las curvas de eficiencia para cada uno de los genes,
se realizd RTqPCR a través del mismo procedimiento con las concentraciones de los

partidores 6ptimas, utilizando método 2-delta-Ct.
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5. Modelo in vivo de AR.

e Artritis Inducida por coldgeno (CIA).

Ratones machos DBA/1lLac) (The Jackson Laboratory, JAX®) de 8-12 semanas fueron
inoculados con una inyeccién intradermal (i.d.)a 1,5 cm distal desde la base de la cola, con
100 ug de Colageno tipo Il (Cll) (Chondrex inc.) emulsionado con adyuvante completo de
Freund (CFA) (Invitrogen©) y suplementado con Mycobacterium tuberculosis H37RA
inactivado por calor (DifcoLaboratories©). Al dia 21 post induccidn se inoculd un refuerzo
de Cll que consistid en una inyeccion intradermal (i.d.) a 1,5 cm distal de la primera
inyeccion, con 100 ug de Cll emulsionado con adyuvante incompleto de Freund. Al dia 28
post induccion se inoculd una solucidn de Lipopolisacarido LPS 50 ug (Sigma Aldrich©) en

PBS para sincronizar la aparicidn de los signos clinicos (Figura 12).

e Tratamiento con MSCs

Los ratones DBA/1Lac) fueron tratados via intra-peritoneal con 2,5x10° MSCs previamente
pre-acondicionadas con los distintos estimulos y diluidas en 100 uL de PBS en los dias 18 y
24 post induccién. Animales controles fueron inyectados sélo con vehiculo por via intra-
peritoneal a los mismos tiempos. Se evalué 3 veces por semana el score clinico y la

hinchazén articular segun caliper (ABSOLUTE DigimaticCaliper Series 500, Mitutoyo©)[98].
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Figura 12: Diseiio experimental de Artritis Inducida por Colageno

e Evaluacion de CIA.

Los signos clinicos de la enfermedad fueron medidos 2-3 veces por semana mediante un
score clinico visual subjetivo utilizando el siguiente criterio, establecido por Kim SH y col.
2000 : (0) sin evidencia de eritema e hinchazoén; (1) eritema e hinchazén leve limitada a la
articulacion media del pie o del tobillo; (2) eritema e hinchazén leve extendida desde el
tobillo hasta la articulacion media del pie (tarsal); (3), eritema e hinchazén moderada
extendida desde el tobillo hasta la articulacion metatarsal; (4)eritema e hinchazon severa
gue abarca los tobillos, el pie y los dedos [99] (Figura 13). Ademas de la medicidn de la
hinchazén articular utilizando un caliper registrando la hinchazén en milimetros (mm) de
grosor articular. Los ratones severamente afectados por la enfermedad, y de acuerdo a las
normas nacionales e internacionales de cuidado de animales, fueron eutanasiados bajo la
supervisiéon de un veterinario. El puntaje clinico se calcul6 mediante la suma de los

puntajes clinicos de cada pata del ratén de un grupo, y luego dividido por el nimero total
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de animales (score clinico maximo: 16). El puntaje maximo y la hinchazén articular fue

evaluado para cada ratén y expresados como Promedio+SEM.

Score O

Score 1

Score 2

Score 3

Score 4

Figura 13: Imagenes representativas de los distintos score clinicos, segun severidad de la enfermedad.

6. Efecto del estado de fosforilacion de S6K1 mediante Western Blot.

Se sembraron células MSCs en pasaje 14 a 2500 células/cm? en frascos de cultivo de
175cm?. Luego de 5 dias se tripsinizaron para sembrar 20.000 células/cm? en placas de
Petri 100 mm (Falcon©) en medio de cultivo. Después de 24 hrs. se eliminé el medio y se
colocd medio de cultivo en ausencia de FBS por 16 horas. A continuacién de la deprivacion
de suero, se restituyé el medio de cultivo con 10 % FBS y los distintos estimulos (Figura
14). Se cosecharon las células por arrastre con cellscraper (Falcon©) y buffer de lisis

(complete Lysis-M, 1mM EDTA en 10mL, Roche). Se centrifugaron los lisados celulares a
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13.500 rpm. por 10 minutos, para luego cuantificar las proteinas por medio de reaccién de
Acido Bicinchonico (BCA) con su respectiva curva de calibrado (R%: 0.9945) para posterior
lectura espectrofotométrica (Infinite® 200 PRO NanoQuant, TECAN®). Una vez
cuantificadas las proteinas se agregoé buffer de carga (Biorad©) para luego denaturar las
proteinas a 100°C por 5 minutos (Dry Bath, RockerScientific©). Una vez denaturadas las
proteinas se realizaron geles de poliacrilamida al 8% y se corrieron durante 1,5 horas a
120 V en buffer de corrida. Una vez separadas las proteinas, estas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa, una vez transferidas las proteinas, se incuban con anticuerpos
anti-pS6K1 (Phospho-p70 S6 Kinase (Thr389) (108D2) RabbitmAb,
CellSignalingTechnology®) en diluciéon 1:10.000. Luego de la incubacion se procede a la
incubacién con el anticuepro secundario anti-Rabbit (Goat anti-RabbitlgG (H+L)
SecondaryAntibody, Alexa Fluor® 750 conjugate, (LifeTechonology©) en dilucién 1:5000.
Se utilizé a-Tubulina (Anti-alpha Tubulin antibody [DM1A] - Loading Control (ab7291),
ABCAM®) como control de carga y como marcador de peso se utilizd Precision Plus

Protein™ Kaleidoscope™ Standards (BIORADO).

Deprivacidn de Suero Estimulas

| I N I I N |
M L ™ Wk B GHrs

Muestras

Figura 14: Modelo experimental
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7. Analisis estadistico.

Se asume que los datos obtenidos no siguen una distribucién normal (Distribucién
Gaussiana) por lo que se aplican test estadisticos no paramétricos para el andlisis. En
primera instancia se utiliza el Test de Friedman para comparar tres o mdas grupos
pareados. Se asume que ningln otro factor diferente al de interés, ha afectado los grupos
de datos. Para comparar dos grupos se utiliza el test no paramétrico de Mann Withney

two tails. Se considerd una diferencia significativa en valores P<0,05.
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Resultados

1. Caracterizacion de MSCs murinas extraidas desde medula 6sea.
Para determinar si las células obtenidas de medula ésea de ratéon C57BL/6 corresponden a
células de tipo Mesenquimales, es necesario caracterizarlas, este proceso consiste en
determinar morfologia, adherencia al pldstico, marcadores de membrana y capacidad de
tri-diferenciacién. El solo proceso de tripsinizacién es una forma de purificar el cultivo
celular, sin embargo, en este caso también fue necesario utilizar una seleccién negativa de
células positivas para el marcador hematopoyético CD45. Luego de este proceso las
células seleccionadas, presentan homogeneidad en la poblaciéon celular de morfologia
plana y fibroblastica, ademds de ser adherentes al plastico (Figura 15 A). Las MSCs
extraidas de ratones de cepa C57BL/6 presentan el siguiente fenotipo de marcadores de
membrana CD34 en 83,04%; CD45 en 0,97%; SCA1 en 70,20%; CD44 en 99,36%; CD29 en
99,84% de las células analizadas (Figura 15 B). La capacidad de diferenciacién es una
caracteristica propia de MSCs, en este caso, las células fueron capaces de diferenciarse a
los tres linajes mesodérmicos segun los protocolos de diferenciacién establecidos. Se
observé la formacién de vacuolas de lipidos propias de la diferenciacion adipogénica
(Figura 16 A), la formacidn de depdsitos minerales, propias de la diferenciacion
osteogénica (Figura 16 B) y se observé una micromasa de células marcadas con la tinciéon
de tejido cartilaginoso, propias de la diferenciacion condrogénica (Figura 16 C). Se pudo
observar que los controles de diferenciacién no presentan las estructuras antes

mencionadas y mantienen la morfologia anteriormente descrita.
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Figura 15: MSCs obtenidas de medula 6sea, presentan marcadores de membrana propios de este tipo celular. Las
células madre, una vez obtenidas, fueron cultivadas en medio normal de crecimiento hasta el pasaje 10 para su
posterior Inmunotipificacion por citometria de flujo. A) muestra células homogéneas fibroblasticas planas y
adherentes al plastico. B) muestra histogramas del andlisis de citometria de flujo en que se grafica el porcentaje de
células marcadas para cada anticuerpo: CD34 en 83,04%; CD45 en 0,97%; SCA1 en 70,20%; CD44 en 99,36%; CD29 en
99,84% de las células analizadas. Las determinaciones se establecieron mediante marcaje con control de isotipo
correspondiente.

40X

Figura 16: MCSs obtenidas de medula 6sea son capaces de diferenciarse en adipocitos, osteocitos y condrocitos. Las
células fueron sembradas a 10.000 células/cm? y estimuladas con medio basal y medio de diferenciacién por 14 dias
hasta la tincion celular. Las fotografias fueron tomadas en microcoscopia dptica a un aumento 40X. A la izquierda
muestra células control no estimuladas y a la derecha células cultivadas con medios de diferenciacion. A) Muestra de
vacuolas de lipidos tefiidos con Oil Red propios de adipocitos. B) Muestra de depdsitos minerales tefiidos con Alizarin
Red propios de osteocitos. C) Muestra de tejido cartilaginoso tefiido con Safranin O propios de condrocitos.



41

2. Evaluacion de la capacidad inmunosupresora de las MSCs.
Otra caracteristica importante de las MSCs es la capacidad de ejercer un efecto
inmunosupresor. Se determiné el efecto inmunosupresor de MSCs mediante la capacidad
de disminuir la proliferacién de linfocitos expuestos a mitdgeno policlonal Concanavalina
A (0,5 ug/mL) en co-cultivo con MSCs en razones 1:10 y 1:20 (Figura 17 A y B) mediante
una marca de proliferacion (CellTrace™ Violet) que se diluye segun los sucesivos ciclos de
proliferacion. La intensidad del marcaje es medido por citometria de flujo. Otra forma de
evidenciar este efecto es la distribucidon de las células segun los ciclos de dilucién de la
marca de proliferacion (Figura 17 C). Un aumento en la relacion MSCs:Esplenocitos
aumenta la inmunosupresion ejercida por las MSCs. Por lo tanto se determiné la razén
1:10, como la relacién dptima para evaluar el pre-acondicionamiento de MSCs con una

inhibicion de la proliferacion de un 54% en promedio.
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Figura 17: MSCs en relacion 1:10 (MSCs:Esplenocitos) mostré un aumento de sus capacidades inmunosupresoras.
MSCs fueron incubadas en presencia de linfocitos activados por Concanavalina A (0,5 ug/ml) en relacion 1:10 y 1:20 por
3 dias, siendo la relacién 1:10 la que mostré un mayor efecto inmunosupresor, expresado en A) la disminucion del indice
de proliferacion de linfocitos y en B) el porcentaje de linfocitos proliferantes. Se grafican X+DS. C) se muestra la
distribucidn del nimero de células segun ciclo de dilucién de CellTrace™ Violet. Se grafica mediante histograma. Analisis
estadistico Test Friedman *P<0,05 y la comparacion entre grupos experimentales por Mann Whitney two tail T test.
(N=3; n=3)
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3. Efecto del pre-acondicionamiento de MSCs.
Una vez seleccionada la relacién MSCs:Esplenocitos y determinado el nivel de
inmunosupresiéon de MSCs no pre-acondicionadas, es necesario evaluar el efecto
inmunosupresor de MSCs pre-acondicionadas con Rapamicina 10 y 50 ng/mL. MSCs pre-
acondicionadas con Rapamicina 50 ng/mL por una hora, mostraron un aumento en
capacidad de inhibir la proliferacién de linfocitos activados, en comparacién con MSCs sin
pre-acondicionamiento en relacion 1:10 (Figura 18). Por lo tanto, se determind que
Rapamicina a 50 ng/mL como la dosis necesaria para aumentar las capacidades
inmunosupresoras y en estudios posteriores se evidencié de mejor manera este efecto,
aumentando en un 28% en promedio la capacidad inmunosupresora de MSCs sin pre-

acondicionamiento (Figura 19).
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Figura 18: Evaluacion del pre-acondicionamiento de MSCs a dosis de Rapamicina 10 y 50 ng/mL. MSCs fueron pre-
acondicionadas por 1 hora en dosis de 10 ng/mLy 50 ng/mLde Rapamicina, luego incubadas en presencia de linfocitos
activados por Concanavalina A (0,5 ug/mL) en relacion 1:10 por 3 dias. El efecto inmunosupresor se expresa en A) la
disminucién del indice de proliferacion de linfocitos y en B) el porcentaje de linfocitos proliferantes. Se grafican X+DS.
Anadlisis estadistico Test Friedman ***P<0,0001 y la comparacion entre grupos experimentales por Mann Whitney two
tail T test ***P<0,0005 **P<0,005. (N=3; n=3)
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Figura 19: Pre-acondicionamiento con Rapamicina 50 ng/mL por 1 hr. Aumenta la capacidad inmunosupresora de
MSCs. MCSs fueron pre-acondicionadas con Rapamicina 50 ng/mL por una hora, luego incubadas en presencia de
linfocitos activados por Concanavalina A (0,5 ug/mL) por 3 dias, siendo el pre-acondicionamiento con 50 ng/mLde
Rapamicina la que mostré un mayor efecto inmunosupresor expresado como la A) disminucion del indice de
proliferacion de linfocitos y B) la disminucidn del porcentaje de linfocitos proliferantes. Se grafican X+DS. C) se muestra
la distribucidén del nimero de células segun ciclo de dilucidon de CellTrace™ Violet. Se grafica mediante histograma.
Andlisis estadistico Test Friedman ***P<0,0001 y la comparacion entre grupos experimentales por Mann
Whitneytwotail T test ***P<0,0005. (N=6; n=3)

Una vez establecida la concentracidn 6ptima para aumentar el efecto inmunosupresor, se
determind que no existen diferencias signicativas entre el pre-acondicionamiento de una
hora o de veinticuatro horas con Rapamicina 50 ng/mL, en cuanto a la capacidad de inhibir

la proliferacion de linfocitos activados (Figura 20).
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Figura 20: Pre-acondicionamiento con Rapamicina 50 ng/mL por 1 hr o 24 hrs. no presenta diferencias en la capacidad
inmunosupresora de MSCs. MCSs fueron pre-acondicionadas con Rapamicina 50 ng/mLpor 1 o 24 horas, luego
incubadas en presencia de linfocitos activados por Concanavalina A (0,5 ug/mL) por 3 dias, no se observa diferencias a
distintos tiempos de pre-acondicionamiento en el efecto inmunosupresor expresado como la A) disminucion del indice
de proliferacién de linfocitos y B) la disminucién del porcentaje de linfocitos proliferantes. Se grafica X+DS. Analisis
estadistico Test Friedman ***P<0,0001 y la comparacién entre grupos experimentales por Mann Whitney two tail T
test **P<0,005. (N=2; n=3)

Metformina se ha establecido como otro inhibidor de la via de sefalizaciéon mTOR, pero a
diferencia de Rapamicina, este inhibidor lo hace activando el intermediario AMPK ubicado
rio arriba de mTOR. Se evalud la capacidad de MSCs pre-acondicionadas con Metformina 5
y 10 uM, de inhibir la proliferacién de linfocitos activados en comparacién con MSCs sin
pre-acondicionamiento. Se determiné que en ninguna condiciéon antes mencionada se

evidencia un aumento en las capacidades inmunosupresoras de MSCs (Figura 21).
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Figura 21: Evaluacién del pre-acondicionamiento de MSCs a dosis de Metformina 5 y 10 pM. MSCs fueron incubadas
en presencia de linfocitos activados por Concanavalina A (0,5 ug/mL) en relacion 1:10 por 3 dias, luego de ser pre-
acondicionadas por 1 hora en dosis de 5 uM y 10 uM de Metformina. El efecto inmunosupresor se expresa en A) la
disminucién del indice de proliferacion de linfocitos y en B) el porcentaje de linfocitos proliferantes. Se grafican X+DS. C)
se muestra la distribucion del numero de células segun ciclo de diluciéon de CellTrace™ Violet. Se grafica mediante
histograma. Analisis estadistico Test Friedman ***P<0,0001 y la comparacién entre grupos experimentales por Mann
Whitneytwotail T test ***P<0.0005 (N=3; n=3)

4. Determinacion de la concentracion de nitritos en sobrenadantes de
ensayos de co-cultivo.

Segun estudios previos, la secrecion de NO por parte de las células madre Mesenquimales
murinas, seria uno de los principales mecanismos por los cuales ejerce su efecto
inmunosupresor. EIl NO es un metabolito bastante reactivo y permanece por muy corto
tiempo como tal, pudiendo oxidarse o reducirse dependiendo las condiciones del medio.
Se determind la concentraciéon de nitritos en sobrenadante de ensayos de co-cultivo de
MSCs con linfocitos activados por Concanavalina A (0,5 ug/mL), mediante reaccion de
Griess. No se evidencian diferencias de concentracidn de nitritos en los sobrenadantes de

ninguno de los pre-acondicionamientos comparados con la produccidén de nitritos por
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parte de MSCs no pre-acondicionadas. Por lo tanto en este caso la generacién de nitritos,
producto de NO, no estaria relacionado con la capacidad de inhibir la proliferacion de

linfocitos ni seria modulada por el pre-acondicionamiento de MSCs (Figura 22).

‘o e

Figura 22: Secrecidn de nitritos no esta modulada por el pre-acondicionamiento de MSCs. Cuantificacion de nitritos por
reaccion de Griess en sobrenadantes de co-cultivo de MSCs con linfocitos activados por Concanavalina A (0,5 ug/mL) por
3 dias. Analisis estadistico One Way ANOVA y la comparacion entre grupos experimentales por Mann Whitney two
tail T test. (N=3; n=3)
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5. Determinacion de la capacidad inmunosupresora de MSCs pre-
acondicionadas con Rapamicina 50 ng/mL y Metformina 5 pM.

Para determinar si existe sinergismo entre la accién farmacoldgica de los dos compuestos

se procedié a realizar un pre-acondicionamiento conjunto con Rapamicina 50 ng/mL y

Metformina 5 UM lo que no representa un aumento significativo, comparado con el efecto

obtenido con el pre-acondicionamiento con Rapamicina por si sola (Figura 23).

JA B
84 120+
100+

% Proliferacion

Indice de Proliferacion

Figura 23: Evaluacién del pre-acondicionamiento con Rapamicina 50 ng/mLen conjunto con Metformina 5 uM por 1
hr.Las MCSs fueron pre-acondicionadas con Rapamicina 50 ng/mLy Metformina 5 uM por una hora, luego incubadas en
presencia de linfocitos activados por Concanavalina A (0,5 ug/mL) por 3 dias. El pre-acondicionamiento con ambas
drogas no mostré un mayor efecto inmunosupresor expresado como la A) disminucion del indice de proliferacion de
linfocitos y B) la disminucion del porcentaje de linfocitos proliferantes. Se grafica X+DS. Analisis estadistico Test

Friedman **P<0,001 y la comparacion entre grupos experimentales por Mann Whitneytwotail T test *P<0,05
**p<0,005. (N=2; n=3)
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6. Determinacion de la expresion de genes relacionados con la
capacidad inmunosupresora de las MSCs.

Se determiné la expresion relativa de algunos genes que codifican proteinas que se han
propuesto como responsables del mecanismo por el que MSCs ejercen su efecto
inmunosupresor. Se evidencié que el pre-acondicionamiento modula la expresion de estos
genes pero no tienen relacidon coherente con un fenotipo inmunosupresor, se observa un
aumento en la expresion tanto de genes anti-inflamatorios (iNOS y COX2) como de genes
pro-inflamatorios (IL6 e IL8) en células pre-acondicionadas con Rapamicina 50 ng/mL al
igual que el pre-acondicionamiento de Rapamicina mas Metformina. El pre-
acondicionamiento con Metformina por si sola parece no modular en la misma medida
qgue lo hace el pre-acondicionamiento con Rapamicina, sin embargo cuando se somete a
las MSCs al pre-acondicionamiento de ambas drogas, existe un sinergismo en cuanto a la

modulacion de genes relacionados a la capacidad inmunosupresora de MSCs (Figura 24).
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Figura 24: Aumento de la expresion relativa de iNOS y COX2 en MSCs pre-acondicionadas con Rapamicina (Rapa) 50
ng/mLy en conjunto con Metformina (Met) 5 uMpor 1 hr se relaciona con aumento en la capacidad inmunosupresora.
A) Las MSCs fueron sembradas 10.000 celulas/cm?2 por 24hrs para luego pre-condicionar las MSCs por 1 hora para la
cosecha de células luego de 24 hrs. Resultados de la expresion relativa de A) iNOS B) COX2 C) IL6 C) IL8 por RT-PCR en
tiempo real. Se grafica X+DS. Andlisis estadistico OneWay ANOVA *P<0,05 y la comparacion entre grupos
experimentales por Mann Whitneyonetail T test *P<0,05. (N=2; n=3)
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7. Determinacion del estado de fosforilacion de la via de seializacion
mTOR en células MSCs pre-acondicionadas.

Se determiné el estado de forsforilacion mediante Western Blot del intermediario rio
abajo de la via de sefializacién Akt/mTOR. Los resultados demuestran que el estimulo de
factores tréficos contenidos en SFB es capaz de fosforilar la proteina S6K1, lo que da
cuenta de la capacidad de censar nutrientes que tiene esta via de sefializacién. Ademas se
evidencia que Rapamicina 50 ng/mL es capaz de inhibir la fosforilacién del intermediario,
lo que seria concordante con su efecto inhibidor de mTOR. Sin embargo, Metformina no
fue capaz de revertir la fosforilacion del intermediario. La accién conjunta de las drogas
logra revertir la fosforilaciéon pero seria un efecto atribuible a Rapamicina. Por otro lado,
se observd que este efecto se mantiene durante 0,5; 3 y 6 horas después del pre-

acondicionamiento (Figura 25).
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Figura 25: A) Rapamicina 50 ng/mLes capaz de revertir la fosforilacién que producen los factores tréficos contenidos
en el SFB 10% en el que se cultivan las MSCs. Se sembraron 20.000 células/cm2 por 24 hrs para proseguir con una
deprivacion de suero por 16 horas, para luego pre-condicionar las células en medio normal de cultivo (10% SFB) a 0,5;
3, 6 horas. NE no estimulado. B) Grafico de la razon de sefales obtenidas por las muestras en comparacion con el
control de carga a Tubulina.
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8. Artritis inducida por colageno.
Se evalud el potencial terapéutico de las MSCs pre-acondicionadas en un modelo de
artritis reumatoide murino inducida por coldgeno. La inyeccién i.p. de MSCs logré
disminuir los signos clinicos, sin embargo no de manera significativa, se observa una
disminucion en el promedio de los signos clinicos durante el curso posterior a la
sincronizacién, comparado con el grupo inyectado con PBS. Paraddjicamente a lo
observado in vitro el pre-acondicionamiento con Rapamicina 50 ng/mL no mostré un
comportamiento diferente en la disminucidn de signos clinicos en comparaciéon con el
grupo de MSCs no pre-acondicionadas, mientras que el grupo de MSCs pre-
acondicionadas con Metformina 5 UM lograron disminuir significativamente los signos
clinicos de la enfermedad (Figura 26). El pre-acondicionamiento en conjunto con
Rapamicina y Metformina, logré disminuir los signos clinicos, sin embargo no en la misma

magnitud que lo hizo el tratamiento con MSCs pre-acondicionadas con Metformina 5 uM.
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Figura 26: Pre-acondicionamiento con Metformina 5 pM aumenta las capacidades inmunosupresoras de MSCs
expresado en la capacidad de disminuir signos clinicos en Artritis inducida por colageno. Cada grupo experimental
tiene 3-8 ratones. Se pre-condicionaron las MSCs como se indica por 1 hora para posterior inyeccién de 2,5X106 de MSCs
en los dias post-inmunizacion 18 y 24.Medicién de Score segun el siguiente esquema 0=sin hinchazén,1= hinchazén de
los tobillos, 2= hinchazén de huesos tarsales, 3= hinchazén y edema en pata completa y 4=mdaximo edema y
deformacion. Se grafica X+SEM. Anadlisis estadistico One Way ANOVA *P<0,05 y la comparacion entre grupos
experimentales por Mann Whitney two tail T test *P<0,05.

También se evalué la hinchazén articular producida por la generacién de artritis inducida
por colageno, procedimiento que se llevd a cabo en conjunto con la medicién de los signos
clinicos. Los hallazgos medidos por signos clinicos aparentes se correlacionan con lo
obtenido al medir la hinchazon articular, ya que se muestra que el diametro articular de
los ratones tratados con MSCs pre-acondicionadas con Metformina 5 uM disminuye en
comparacion con los ratones no tratados, ademas se hace mas evidente el efecto del pre-
acondicionamiento de ambas drogas, efecto atribuido al pre-acondicionamiento con

Metformina (Figura 27).
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Figura 27: Pre-acondicionamiento con Metformina 5 pM aumenta las capacidades inmunosupresoras de MSCs
expresado en la capacidad de disminuir el diametro articular en Artritis Reumatoide inducida por colageno. Cada
grupo experimental tiene 3-8 ratones. Se pre-condicionaron MSCs como se indica por 1 hora para posterior inyeccién de
2,5X10°% de MSCs en los dias post-inmunizacidn 18 y 24. Se determind el diametro articular mediante Caliper digital. Se
grafica XtSEM. Analisis estadistico One Way ANOVA *P<0,05 y la comparacion entre grupos experimentales por Mann
Whitney two tail T test ***P<0,0005, **P<0,005, *P<0,05.

También se registrd la disminucién del peso de los ratones. No se observan diferencias
significativas entre los distintos grupos experimentales con CIA y el grupo control sano no
evidencia una pérdida de peso que pudiese sugerir la existencia de alguna enfermedad
subyacente. De esta forma se confirma que los efectos medidos forman parte de los
efectos de la induccién de artritis y no por un efecto de la disminucién del peso de los

animales o de otras factores que pudiesen alterar este pardmetro (Figura 28).
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por 1 hora para posterior inyeccidn de 2,5X10° de MSCs en los dias post-inmunizacidén 18 y 24. Se grafica XxSEM.
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Discusion

Durante los ultimos aios, el uso de las células madre mesenquimales se ha convertido en
una excelente estrategia terapéutica para el tratamiento de diversas patologias pro-
inflamatorias y autoinmunes. Sin embargo, los mecanismos por los cuales las MSCs
ejercen su accién aun son desconocidos, aunque se han propuesto algunas alternativas. Es
necesario una mejor comprension de las interacciones que se producen entre MSCs vy
células especializadas del sistema inmune, para optimizar las aplicaciones terapéuticas y
para validar el fuerte potencial de las MSCs en el tratamiento de enfermedades
reumatoldgicas [100]. Esto sumado a que algunos trabajos cientificos describen un efecto
opuesto en patologias autoinmunes, ha impulsado la busqueda de nuevos enfoques para
la obtencidon de MSCs con capacidades inmunosupresoras potenciadas. En este contexto
el objetivo de este trabajo fue estudiar si el bloqueo farmacolégico de la via de
sefalizacion de Akt/mTOR pudiese estar modulando el efecto inmunosupresor de las
MSCs. Para el bloqueo farmacoldgico se utilizé Rapamicina y Metformina, considerando
gue son drogas seguras, aprobadas por la Food and Drug Administration, y utilizadas ya
sea para el tratamiento de la enfermedad de injerto contra hospedero en el caso de
Rapamicina, o para el tratamiento de DM2 en el caso de Metformina. En primera
instancia, se demostré que las células obtenidas de médula dsea cumplen con los criterios
descritos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ICST) y para esto, hay que
considerar que los marcadores de membrana en MSCs pueden mostrar diferencias segun
su origen humano o murino, incluso distintas cepas murinas presentan variaciéon en los
niveles de expresién en marcadores de membrana [101]. La expresidén de los marcadores
de membrana descritos como hematopoyéticos en cepas C57BL/6 son: CD34+ (mas del
75%), CD45- (menos del 2%) y SCA1 (mas del 75%) [101], por otro lado se han
determinado marcadores propios de MSCs son: CD34-, CD45-, CD117- (cKit), HLA- (menos
del 2%), CD13+, CD29+, CD44+, CD73+, CD90+, CD105+, y CD166+ (mas del 75%) [102].
Ademads, la capacidad inmunosupresora se establece como un criterio de caracterizacién,

es asi como MSCs tienen la capacidad de disminuir la respuesta inmune, en cuanto a la
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capacidad de disminuir la proliferaciéon de linfocitos en co-cultivo con MSCs, establecida
primeramente por Bartholomew et al.2002 quien disminuyé la reactividad linfocitaria ante
células alogénicas poniéndolas en co-cultivo con MSCs [31]. Los resultados presentados en
este estudio, demuestran que MSCs obtenidas de medula désea de raton C57BL/6
presentan la morfologia, la adherencia al plastico y los marcadores de membranas
descritos para este tipo celular, ademas son capaces de inhibir la proliferacién linfocitaria

de linfocitos activados por el mitégeno policlonal Concanavalina A (0,5 ug/mL).

La via de seializacién de mTOR ha captado el interés cientifico de los recientes afos
debido a que es un circuito de control de los mds fundamentales aspectos del
metabolismo, tales como: crecimiento celular, proliferacion, sobrevida y diferenciacién; a
un nivel celular y de sistemas [103]. mTORC1, isoforma sensible a la disponibilidad de
nutrientes, es también el mayor regulador de procesos de autofagia, que es una
respuesta celular adaptativa a la deprivacién de nutrientes, y que permite la muerte
celular [104]. La desregulacion de la via de sefalizacion de Akt/mTOR es comuUnmente
evidenciada en la progresién de algunos canceres y se ha establecido una relacién entre
los factores inflamatorios cominmente liberados por células cancerigenas (TNF-a) y la
activacion de mTOR [105]. Por otro lado, se ha establecido una relacién entre el
envejecimiento celular y la actividad de mTOR [78,106,107]. El envejecimiento celular esta
asociado a una pérdida de la auto-renovacion y potencial de diferenciacién en MSCs, estos
cambios son similares o mas pronunciados durante el cultivo celular in vitro [107]. Esta
pérdida de la auto-renovacion y funciones de MSCs estd asociada a la acumulacion de
dano celular [65,108] algunos estudios demuestran que la inhibicién a largo plazo de
Akt/mTOR con Rapamicina mantiene un estado indiferenciado, manteniendo alta
clonogenicidad y disminuyendo el daifio al ADN en MSCs [107]. Por otro lado, se ha
establecido que Metformina podria reducir la apoptosis en MSCs durante la isquemia e
Hipoxia/deprivacién de suero, debido a que reducen procesos de autofagia por medio de
inhibicion de mTOR [109]. Con estos antecedentes, en este estudio se identifico la via de

sefializacion de mTOR, como un potencial blanco farmacolégico que podria modificar la
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capacidad inmunosupresora de MSCs. Seglun los resultados obtenidos, el pre-
acondicionamiento a corto plazo (una hora) con Rapamicina (50 ng/mL) es capaz de
aumentar las capacidades inmunosupresoras de MSCs in vitro a pesar que el estimulo
inhibitorio de mTOR a corto plazo no ha sido estudiado y no se podria atribuir este efecto
a la generacién de un fenotipo quiescente, una disminucion en la autofagia o a una
disminucion en el dafio celular, lo que podria explicar el aumento en la capacidad
inmunosupresora. A pesar de aumentar las capacidades inmunosupresoras in vitro la
infusion de MSCs pre-acondicionadas con Rapamicina, en un modelo de AR in vivo, no
logroé disminuir los signos clinicos de la enfermedad. Este efecto se puede producir debido
a que tanto en el torrente sanguineo como en el lugar en donde se alojan las MSCs,
existen muchos factores que podrian revertir el efecto del pre-acondicionamiento o
modificar otros aspectos del metabolismo de MSCs. Esta descrito que el nivel de
citoquinas presentes en circulacién en un modelo in vivo, pueden cambiar el efecto que
tienen las MSCs segun el estadio de la enfermedad [57,110] y esta discrepancia entre los
eventos que se demuestran in vivo e in vitro en un modelo de CIA también fue descrita

por Schurger y col. 2010 [56].

Mediante la cuantificacion relativa de la expresidon de genes relacionados con fenotipos
pro o anti-inflamatorios se intentd proponer un mecanismo por el cual el pre-
acondicionamiento con Rapamicina ejerce el aumento en la capacidad inmunosupresora,
sin embargo, no es posible concluir un factor debido a que después del pre-
acondicionamiento con Rapamicina, aumenta la expresién de genes relacionados con un
fenotipo anti-inflamatorio como COX2 o iNOS y también los relacionados con un fenotipo
pro-inflamatorio como IL6, sin embargo, existe evidencia que plantea que IL6 podria ser

considerado como un producto anti-inflamatorio [111].

Metformina por otro lado, no logré aumentar las capacidades inmunosupresoras de MSCs
in vitro a pesar que, al igual que Rapamicina, virtualmente anula la activacién de mTOR
(medido como la fosforilacion de S6K1 en Thr3®) [112]. En esta investigacion, la

evaluacion del estado de fosforilacion del intermediario S6K1 en MSCs con pre-
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acondicionamiento de Metformina, no logré revertir la fosforilacion de este intermediario.
Este resultado paraddjico puede explicarse debido a que las publicaciones que reportan a
Metformina como un inhibidor de la via de mTOR utilizan concentraciones de 1 mM vy
cuando se evaluan concentraciones mas pequefias como 50 uM se revierte el efecto
inhibidor evidenciado por la fosforilacion de S6K1, por lo tanto, la concentracién 5 uM
utilizada de Metformina para el pre-acondicionamiento, no es suficiente para lograr la
inhibicidn de la via de sefalizacion de mTOR, por lo que se explica su incapacidad de
aumentar las capacidades inmunosupresoras de MSCs como lo hizo Rapamicina.
Interesantemente, la infusién de MSCs pre-acondicionadas con Metformina (5 uM) por
una hora, indujo una disminucidn significativa de los signos clinicos de la enfermedad,
esto plantea la interrogante que, a la dosis utilizada, estaria ejerciendo una acciéon
farmacoldgica a un nivel distinto de la via de Akt/mTOR y que permitid la disminucién de
signos clinicos en el modelo de AR. Por otro lado, reafirma la proyeccion de que es
necesario optimizar el modelo in vitro, en cuanto al efecto del licenciamiento de MSCs por
las citoquinas e interleucinas presentes en el circulacién en un modelo in vivo, variable

gue podria aumentar la representatividad de los efectos demostrados in vitro.
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Conclusiones

1.

10.

Las células extraidas de medula dsea de ratén cepa C57BL/6 cumplen con lo descrito
para ser consideradas MSCs.

Las MSCs logran inhibir la proliferacion de Esplenocitos activados por Concanavalina A
(0,5 ug/mL) en relacion 1:10 (MSCs:Esplenocitos), lo que demuestra su efecto
inmunosupresor.

El pre-acondicionamiento de las MSCs con Rapamicina 50 ng/mL por una hora, es
capaz de aumentar las capacidades inmunosupresoras comparadas con MSCs sin pre-
acondicionamiento, mientras que el pre-acondicionamiento con Metformina no
modifica las capacidades inmunosupresoras.

El pre-acondicionamiento de las MSCs no altera la concentracién de nitritos, producto
de NO, como posible mecanismo inmunosupresor.

Las MSCs pre-acondicionadas en conjunto con Metformina 5 uM y Rapamicina 50
ng/mL no muestran un aumento en sus capacidades inmunosupresoras comparadas
con las células pre-acondicionadas con Rapamicina por si sola.

Las MSCs inducen una disminucidn de los signos clinicos de AR, aunque los cambios no
fueron significativos.

MSCs pre-acondicionadas con Rapamicina 50 ng/mL por una hora no lograron
disminuir los signos clinicos en el modelo de AR.

MSCs pre-acondicionadas con Metformina 5 uM lograron disminuir los signos clinicos
de AR de manera significativa.

El pre-acondicionamiento de MSCs con la asociacién Rapamicina-Metformina lograron
disminuir los signos clinicos en el modelo de AR, sin embargo no en la misma magnitud
gue lo hizo las MSCs pre-acondicionadas con Metformina por si sola.

Los resultados obtenidos in vitro no reflejan los efectos en la progresiéon de signos
clinicos de AR, debido a que las condiciones de cultivo no reunen los factores que

permitan prever el comportamiento de MSCs infundidas en un modelo in vivo.
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