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RESUMEN

Las células troncales/estromales mesenquimales (MSCs) tienen un potencial de aplicacién en
el tratamiento de diferentes enfermedades inmunolégicas debido a su capacidad
inmunoreguladora. En la actualidad, la médula 6sea (MO) representa la fuente principal de
MSCs. Sin embargo, nuestro grupo de investigacion ha obtenido MSCs de fuentes alternativas
como la pulpa dental (PD), placenta (PL) y sangre de cordén umbilical (SCU), con capacidad
de inmunoregulacién similar a las de la MO. Algunos grupos de trabajo han demostrado que
las MSCs de la MO suprimen la proliferaciéon de linfocitos T a través de la produccion de
adenosina (ADO) mediada por la coexpresion de las ectoenzimas CD39 y CD73. Sin embargo,
se desconoce si las MSCs de otras fuentes recurren a esta via. Con la finalidad de contribuir
al conocimiento de las propiedades inmunosupresoras de las MSCs provenientes de fuentes
alternativas a la MO, en este trabajo se determind si éstas recurren a la via adenosinérgica
para modular la proliferacién de las células T.

Nuestros resultados muestran que las MSCs de PD, PL y SCU practicamente no expresan
CD39 en su membrana, sin embargo, si expresan altos porcentajes de CD73 a nivel
poblacional y membranal. Esto indica que, a diferencia de las MSCs de la MO, aquellas
provenientes de las fuentes alternativas analizadas, no producen ADO a partir de ATP. En
contraparte, las MSCs de todas las fuentes producen de forma similar altas concentraciones
de ADO a partir de AMP, siendo funcional dado que inhibe la proliferacion de linfocitos CD3".
En conclusién, nuestros resultados sugieren que las MSCs de PD, PL y SCU contrario a
aguellas de la MO, presentan diferencias en los mecanismos inmunosupresores en los que se
involucra la via adenosinérgica. Lo anterior, se debe considerar en la posible aplicacién clinica
de las MSCs provenientes de dichas fuentes alternativas, como terapia celular

inmunosupresora.
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ABSTRACT

Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) have an application potential in the treatment
of different immunological diseases due to their immunoregulatory capacity. Currently,
bone marrow (BM) represents the main source of MSCs, however, our research group
has obtained MSC from alternative sources such as dental pulp (DP), placenta (PL)
and umbilical cord blood (UCB), with immunoregulation capacity similar to those of BM.
Some working groups have shown that MSCs of BM suppress the proliferation of T
lymphocytes through the production of adenosine (ADO) mediated by the co-
expression of the ectoenzymes CD39 and CD73, however, it is unknown whether
MSCs from other sources recur to this way. With the purpose of contributing to the
knowledge of the immunosuppressive properties of MSCs from sources other than BM,
in this work it was determined if you are recurrent to the adenosynergic pathway to
modulate the proliferation of T cells.

Our results show that the MSCs of DP, PL and UCB practically do not express CD39
in their membrane, however if they express high percentages of CD73 at a population
and membrane level. This indicates that unlike the MSCs of BM, those from the
alternative sources analyzed, not produces ADO from ATP. In contrast, MSCs from all
sources similarly produce high concentrations of ADO from AMP, this being functional
since it inhibits the proliferation of CD3* lymphocytes. In conclusion, our results suggest
that the MSCs of DP, PL and UCB contrary to those of BM, present differences in the
Immunosuppressive mechanisms in which the adenosinergic pathway is involved. The
above should be considered in the possible clinical application of MSCs from these

alternative sources, such as immunosuppressive cell therapy.
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Institute:
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1 INTRODUCCION

1.1 Células troncales/estromales mesenquimales

Las células troncales/estromales mesenquimales (MSCs por sus siglas en inglés
Mesenchymal Stem Cells) se describieron inicialmente en la médula 6ésea (MO) de
ratones, cobayos, conejos, ratas, hamsteres, perros y seres humanos por Friedenstein
y colaboradores (Friedenstein et al., 1970; Friedenstein et al.,, 1968) como una
pequefia subpoblacién de fibroblastos de unidades formadoras de colonias que podia
distinguirse del resto de las células de la MO debido a su capacidad de adhesion al
plastico, la apariencia en forma de huso y su rapida expansion. Ademas, se describiod
la capacidad que tienen estas células para diferenciarse a tejido osteogénico
(Friedenstein et al., 1968), la presencia de bajos porcentajes de células adiposas
(Friedenstein, 1980) y su capacidad de diferenciarse a cartilago (Bab et al., 1986),
esta capacidad de diferenciacion hacia trilinaje fue confirmada en estudios posteriores
(Pittenger et al., 1999). Finalmente, los primeros marcadores de inmunofenotipado
utilizados para la identificacion de estas células correspondia a SH2 (CD105), SH3
(CD73) y STRO-1, asi mismo eran negativas para marcadores de células

hematopoyéticas como CD14, CD34 y CD45 (Pittenger et al., 1999; Simmons, 1991).

Conforme mas conocimiento se tenia acerca de las MSCs y su considerable
potencial terapéutico en una amplia variedad de disciplinas biomédicas, mas grupos
de trabajo comenzaron a estudiarlas. Sin embargo, cada uno de ellos usaba diferentes
métodos de aislamiento, expansion y caracterizacion. Por lo cual era dificil comparar

los resultados del estudio y contraste, lo que obstaculizaba el progreso en el campo,



ante esta situacion la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT por sus siglas
en inglés International Society for Cellular Therapy) en 2006 establecio los criterios
minimos para definir a una MSC (Dominici et al., 2006) (Figura 1) los cuales son los

siguientes:

a) Se adhieren a la superficie del plastico y toman forma fibroblastoide bajo
condiciones de cultivo estandar.

b) Expresan simultaneamente los marcadores fenotipicos CD105, CD73 y CD90,
presentan bajos niveles de moléculas del antigeno leucocitario humano (HLA por
sus siglas en inglés Human Leukocyte Antigen) |, carecen de marcadores de
células hematopoyéticas como CD34 y CD45, marcadores de células
endoteliales como CD31 y de HLA tipo Il.

c) Son capaces de diferenciarse cuando se cultivan en un medio inductor

especifico, al menos, en adipocitos, condroblastos y osteoblastos.

Ademas de las caracteristicas previamente mencionadas, las MSCs poseen
tres propiedades biologicas y funcionales. La primera propiedad es su potencial
multilinaje para diferenciarse en distintos tipos celulares ademas de los mencionados
en el parrafo anterior como, cardiomiocitos, células epiteliales, de retina, neurales,
pancreaticas, hepatocitos mioblastos y miocitos al ser incubadas en medios inductores
especificos (Gregory et al., 2005; Karadz et al., 2011; Kim & Cho, 2013; Sabapathy et
al.,, 2012; Ullah et al., 2015; Wililams & Hare, 2011). La segunda propiedad es la
capacidad de soporte hematopoyético, debido a que las MSCs producen moléculas

gue favorecen la formacion de células hematopoyéticas (Fajardo-Orduia et al., 2015).



La tercera propiedad es la capacidad inmunosupresora mediada por su interaccion
con los linfocitos y otras células del sistema inmunoldgico (Castro-Manrreza et al.,

2014; Castro-Manrreza & Montesinos, 2015).

e ,M""/’{i%;
TEJIDO CARTILAGO HUESO

ADIPOSO

Figura 1. Caracteristicas de las células troncales/estromales mesenquimales. Son
células de morfologia fibroblastoide, expresan simultdneamente los marcadores
inmunofenotipicos CD105, CD90 y CD73 y pueden diferenciarse en adipocitos (tejido

adiposo), condrocitos (cartilago) y osteoblastos (hueso).




1.2 Fuentes de MSCs

La medicina regenerativa es la innovacién para el cuidado de la salud a nivel mundial,
apoyada profundamente con el uso de células troncales obtenidas de diversas fuentes
como las células troncales hematopoyéticas, las células troncales neuronales y las
MSCs. Esta dirigida a la reparacion de érganos y tejidos dafiados a causa de diversos
padecimientos como las enfermedades cardiacas, hepaticas, desordenes
hematoldgicos, problemas gastrointestinales, neuromusculares, renales, pulmonares,
enfermedades inmunoldgicas entre muchas otras (Prasajak & Leeanansaksiri, 2014;

Sharma et al., 2014; Zhao et al., 2016).

En los dltimos afios las MSCs han atraido la atencion de los investigadores de
todo el mundo debido a su potencial aplicacion en el tratamiento de varias
enfermedades. Por esto, su investigacion se ha intensificado, buscando diferentes
fuentes para su estudio por varias razones:. en primer lugar, el desarrollo del
conocimiento en cuanto a las propiedades de estas fuentes comparadas con las MSCs
de la MO que son consideradas el estandar dorado; segundo, la necesidad de
conseguirlas de fuentes éticamente aprobadas que de otro modo serian desechadas;
en tercer lugar, el obtener MSCs de la MO en un individuo de edad avanzada
representa una disminucion significativa en el niamero y su potencial biolégico,
ademas de ser un procedimiento doloroso e invasivo para el donante, lo que lleva a la
utilizacion de fuentes que no tengan esta problematica (Haddad & Saldanha-Araujo,

2014; Rao & Mattson, 2001).



Hoy en dia se ha demostrado que se pueden obtener MSCs de casi todos los
tipos de tejidos maduros como el tejido adiposo, tejido sinovial, piel, pulmén, rifidn,
cerebro, higado, bazo, masculo, sangre periférica, tejidos dentales tales como la pulpa
dental, tejido gingival, ligamento periodontal, entre otros. Ademas, también se pueden
obtener de fuentes neonatales, entre las cuales podemos mencionar al fluido del
amnios, sangre de corddén umbilical, cordon umbilical, placenta, entre otras (Haddad
& Saldanha-Araujo, 2014; Hass et al., 2011; Huang et al., 2009; Williams & Hare, 2011)

(Figura 2).

La gran mayoria de estas fuentes permiten obtener un nimero alto de MSCs y
son obtenidas de desechos clinicos que no representan ningun procedimiento invasivo
para el donador debido a que su obtencién es facil. A pesar de que varios trabajos
han demostrado que las MSCs de diferentes fuentes pueden diferir en la expresion de
los marcadores de superficie, morfologia, capacidad de diferenciarse, proliferacién,
senescencia, produccién de citocinas, inmunogenicidad, frecuencia de unidades
formadoras de colonias y otras caracteristicas. Muchas otras evidencias han
demostrado que sus propiedades fisiolégicas son similares a las observadas de
aquellas provenientes de la MO (Castro-Manrreza et al., 2014; Fajardo-Ordufia et al.,
2015; Fossett & Khan, 2012; Hass et al., 2011; Huang et al., 2009; Karadz et al., 2011;
Li et al., 2007; Mattar & Bieback, 2015; Montesinos et al., 2009; Montesinos et al.,

2013; Ren et al., 2012).



FUENTES DE MSCs

FUENTES ADULTAS
i
=W
RINON PULMON
\/
TEJIDO MEDULA '
B%ﬂ?ffgs ADIPOSO OSEA '
» l PIEL HIGADO
-
MSCs MSCs
- -
T %oo |
i SANGRE DE =0
CORDOM UMBICAL PLACENTA CORDON UMBILICAL

FUENTES NEONATALES

Figura 2. Fuentes potenciales de obtencion de células troncales/estromales
mesenquimales. Esquema representativo de algunas fuentes de MSCs, pueden ser
clasificadas en tejidos adultos como médula 6sea, tejido adiposo, pulpa dental o en tejidos

neonatales como corddn umbilical, sangre de cordon umbilical y placenta.
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1.3 Propiedades inmunoreguladoras de las MSCs

Las MSCs tienen un gran potencial para el tratamiento de diversas enfermedades,
especialmente las que estan relacionadas con el dafio tisular que implican reacciones
inmunes. Diversos estudios han demostrado que las MSCs son inmunosupresores en
condiciones in vitro e in vivo (Shi et al., 2010). Esta propiedad inmunomoduladora que
poseen las MSCs pueden ser divididas en dos caracteristicas; 1) la inmunosupresion,
gue hace referencia a la capacidad que tienen estas células para poder suprimir las
funciones de los linfocitos T, B y las células asesinas naturales (NK, por sus siglas en
inglés Natural Killers), las cuales pueden ser; proliferacion, diferenciacion, produccion
de factores solubles como las citocinas y la citotoxicidad. 2) el inmunoprivilegio, que
se refiere a la idea de que las MSCs por alguna razén estan protegidas de los
mecanismos de defensa inmunoldgica (Hass et al., 2011). Esta ultima caracteristica
de las MSCs se debe a varias razones, por ejemplo, a una baja expresion del HLA-1

y la ausencia de marcadores clase Il (Prasajak & Leeanansaksiri, 2014).

Se sabe que las MSCs pueden migrar a sitios en donde ha ocurrido un dafio
(Barry & Murphy, 2004; Wei et al., 2013) en donde secretan moléculas como el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés Vascular
Endothelial Growth Factor), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, por sus siglas
en inglés Hepatocyte Growth Factor), factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-
1), factor de crecimiento transformante (TGF-[3, por sus siglas en inglés Transforming
Growth Factor beta) -B y el factor estimulante de colonias de granulocitos y

macréfagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés Granulocyte Macrophage Colony-
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Stimulating Factor) que son importantes para reducir la apoptosis de los tejidos

normales alrededor de los tejidos lesionados (Newman et al., 2009).

Su efecto inmunomodulador tanto en el sistema inmune innato como en el
adaptativo, se debe a la secrecién de prostaglandina E2 (PGE-2), TGF, HGF,
indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), el factor estimulante de colonias de macrofagos (M-
CSF, por sus siglas en inglés Macrophage Colony-Stimulating Factor) e interleucina
(IL)-6 entre otras, las cuales suprimen la proliferacion de células T, aumentan
secrecion de citocinas anti-inflamatorias, inhiben la maduracion de células dendriticas
y la proliferacion de células NK, permiten el arresto del ciclo celular en la fase GO/G1,
inhiben la secrecion de citocinas pro-inflamatorias, impiden la activacion de las células
Ty las células B (Corcione et al., 2006; Sharma et al., 2014; Sun et al., 2014) y mas
aun, pueden generar y expandir a las células T reguladoras (Tregs) que son
importantes para la regulacion de las respuestas inmunes por su efecto anti-

inflamatorio (Burr et al., 2013) (Figura 3).

Por otra parte, otros estudios han demostrado que las MSCs producen citocinas
inflamatorias, como el Interferon (IFN) -y, el factor de necrosis tumoral (TNF, por sus
siglas en inglés Tumor Necrosis Factor) -a y la IL-1 o/, necesarias para ejercer o
mejorar sus acciones inmunosupresoras. Recientemente se ha demostrado, tienen la
capacidad de generar adenosina (ADO) una molécula que posee un efecto
inmunosupresor sobre las células del sistema inmunoldgico y que no ha sido
caracterizada en las MSCs provenientes de fuentes alternativas a la MO (English,

2013; Haddad & Saldanha-Araujo, 2014).
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EFECTO INMUNOMODULADOR DE LAS MSCs
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Figura 3. Las células troncales/estromales mesenquimales ejercen su potencial
inmunosupresor a través de la secrecion de moléculas reguladoras inmunes. Las MSCs inhiben
la proliferacion y la funcion de las células T, células T citotdxicas (LCT), células T asesinas naturales
(NKT) y células B. Por otro lado, pueden estimular la produccion de células T reguladoras,
neutréfilos y células dendriticas (DC). Estos mecanismos se asocian a varios factores solubles que
juegan un papel importante en sus efectos inmunosupresores. Entre ellos se encuentran la
prostaglandina E2 (PGE2), el factor de crecimiento transformante (TGF)-f1, la indoleamina 2,3-
dioxigenasa (IDQ), 6xido nitrico, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), interleucina (IL) -6 e
IL-10 entre otros. (Tomado y modificado de Zhao et al., 2016. Journal of Cellular Immunotherapy
2 (2016) 3-20).
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1.4 Nucleétidos, nucledsidos y sus receptores en el sistemainmunolégico

El sistema inmunoldgico es una red de células fuertemente reguladas e integradas
gue funciona para preservar y restaurar la homeostasis en el organismo. Sin embargo,
la activacion inapropiada de este sistema puede dar lugar a niveles inaceptables de
dafio colateral en los tejidos y el desarrollo de diversas condiciones fisiopatolégicas,
tales como enfermedades alérgicas o autoinmunes. El sistema inmunolégico se apoya
de un sistema purinérgico para mejorar las funciones celulares inmunes, como la
interaccion célula-célula, secrecion de citocinas y quimiocinas, expresion de antigenos
de superficie, la eliminacién de patégenos intracelulares, y la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species)

(Antonioli et al., 2013).

En su estado fisiolégico, las células de los mamiferos contienen altas
concentraciones (1 a 10 mM) de adenosin trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés
Adenosine Triphosphate). Mientras tanto, el compartimiento extracelular contiene ATP
[junto con otros nucleétidos como el adenosin difosfato (ADP, por sus siglas en inglés
Adenosine Diphosphate), adenosin monofosfato (AMP, por sus siglas en inglés
Adenosine Monophosphate), uracilo di- y trifosfato (UDP y UTP, por sus siglas en
inglés Uracil Diphosphate y Uracil Triphosphate respectivamente) y el nucledsido
ADO] en bajas concentraciones nanomolares, aun asi, éste ATP extracelular es el
mas abundante entre los nucleétidos extracelulares y el incremento en su
concentracion se considera comunmente como una sefal de peligro clasica que

estimula la respuesta inmune en tejidos dafiados (Eltzschig et al., 2012; Vitiello et al.,
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2012). Elincremento en el ATP extracelular no s6lo se debe a la presencia de un tejido
dafado o estresado, sino que, también a sefiales ambientales externas que permiten
la liberacion del ATP al medio extracelular a través de vesiculas o canales, entre ellos,
canales de panexina, conexina, maxicanales y el receptor P2X7. Este ATP liberado
funge como una sefial quimioatrayente de las células del sistema inmunol6gico para
eliminar a las células dafiadas, mediante la activacion del inflamosoma y la secrecion

de citocinas pro-inflamatorias (Bono et al., 2015).

El efecto quimioatrayente por parte de los nucleétidos se debe a la familia de
receptores para nucleétidos descritos por Burnstock en 1978 (Burnstock, 1985)
conocidos como la familia de los receptores P1 (los cuales interaccionan con la ADO)
y la familia de receptores P2 (que interaccionan con los nucleétidos como ATP y UDP),
esta ultima, se subdivide a su vez en dos subfamilias P2Y (con ocho miembros, P2Y1,
P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11-P2Y14) y P2X (con siete miembros, P2X1-7) (Di Virgilio

& Adinolfi, 2017).

Cuatro son los subtipos de receptores P1 (Tabla 1) (Cronstein & Sitkovsky,
2017; Junger, 2011; Hasko et al., 2008), los cuales corresponden a Al, A2A, A2B y
A3. Todos los receptores de ADO P1 estan unidos a proteinas G y, en comun con
otros receptores acoplados a proteinas G, que tienen siete dominios
transmembranales; la region terminal NH2 de la proteina se encuentra en el lado
extracelular y el extremo COOH se encuentra en el citoplasma de la célula, todos
estan vinculados a la movilizacién de Ca?* al interior de la célula asi como la regulacion

de la enzima adenilato ciclasa, la cual esta involucrada con el aumento o inhibicion de
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la produccion de AMP ciclico (cCAMP), un segundo mensajero fuertemente relacionado
con la inhibicion o la activacion de vias de sefalizacién involucradas en la respuesta

inflamatoria (Saldanha-Araujo et al., 2011; Scarfi, 2014; Stagg & Smyth, 2010).

Tabla 1 Receptores P1 o de nucledsidos (Adenosina)

. Ligando Mecanismo de transduccién de Expresion en células del
Subtipo P1 natural . ! . P
: sefiales sistemainmunoldgico
preferido
P P Neutrofilos, monocitos,
Al ADO Gii (inhibicién de la sintesis de macréfagos, células
cAMP) e
dendriticas
Neutrofilos, monocitos,
L macrofagos, células
A2A ADO Gs (produccion de cAMP) dendriticas, células T,
células B, células NK
Neutrofilos, monocitos,
L macrofagos, células
A2B ADO Gs (produccion de cAMP) dendriticas, células T,
células NK
Neutrofilos, monocitos,
A3 ADO Gii, Gg11 (inhibicién de la sintesis de macrdéfagos, células
cAMP) dendriticas, células T,
células NK
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Los receptores P2X (Tabla 2) (Junger, 2009) consisten en canales i6nicos
regulados por un ligando trimérico, su activacion conduce a la entrada de cationes
como el sodio y el calcio, que despolarizan las células excitables y activan las enzimas
citosdlicas, respectivamente. Desempefian un papel clave en la sefializacion aferente
(incluido el dolor), la regulacién del flujo sanguineo renal, el endotelio vascular y la

respuesta inflamatoria (Jacobson, 2010).

Los receptores P2Y (Tabla 2) son receptores acoplados a proteinas G que se
activan mediante nucleétidos de adenina, uridina y aztcares de nucledtidos. La union
de los ligandos a sus receptores activan cascadas de sefializacion intracelular para
regular una variedad de procesos celulares, que incluyen nocicepcion, proliferacion,
diferenciacion, fagocitosis, secrecion, adhesion y migracién celular. Estas cascadas
de sefalizacidbn operan principalmente mediante la activacion o desactivacion
secuencial de proteinas G heterotriméricas y monoméricas, fosfolipasas, adenilato y
guanilato ciclasas, proteinas cinasas y fosfodiesterasas. Ademas, existen numerosos
canales idnicos, moléculas de adhesion celular y receptores tirosina cinasas que estan
moduladas por los receptores P2Y y operan para transmitir una sefial extracelular a

una respuesta intracelular (Erb & Weisman, 2012).

En lo que respecta al sistema inmunoldgico, diversos estudios han demostrado
gue la sintesis de ATP es indispensable para soportar el requerimiento energético que
ocurre tras la activacion de los linfocitos T y otras células del sistema inmunoldgico e
para su proliferacion, diferenciacion y produccién de citocinas pro y anti-inflamatorias,

posteriormente a la activacion, (Schenk et al., 2008).
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Tabla 2 Receptores P2 o de nucleétidos

Subtipo
P2R

P2X1

P2X2

P2X3

P2X4

P2X5

P2X6

P2X7

P2Y1

P2Y2

P2Y4

P2Y6

P2Y11

P2Y12

P2Y13

P2Y14

Ligando
natural
preferido

ATP

ATP

ATP

ATP

ATP

ATP

ATP

ADP

UTP y ATP

UTP

UDP

ATP

ADP

ADP

UDP-glucosa

Mecanismo de transduccién de
sefales

Canal i6nico selectivo de Na*, K*y
Ca2+

Canal iénico selectivo de Na*, K* y
Ca2+

Canal i6nico selectivo de Na*, K*y
Ca2+

Canal iénico selectivo de Na*, K* y
Ca2+

Canal i6nico selectivo de Na*, K*y
Ca2+

Canal i6nico selectivo de Na*, K*y
Ca?

Canal i6nico selectivo de Na*, K*y
Ca?* y poros grandes permeables a
solutos de hasta 900 Da

Ggn1 (aumento de IP3/DAG)

Ggn1 (aumento de IP3/DAG)

Gg1 (@umento de IP3/DAG)

Gg11 (aumento de IP3/DAG) y Gi
(inhibicion de la sintesis de cAMP)

Gg11 (aumento de IP3/DAG) Gs
(aumento de cAMP)

Gi (inhibicion de la sintesis de cAMP)

Gi (inhibicion de la sintesis de cAMP)

Gi (inhibicion de la sintesis de cAMP)
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Expresion en células
inmunes

Neutrdfilos, monocitos,
macrofagos, células
dendriticas, células T,
células B, células NK

Células B

Células B, células NK

Neutrdfilos, monocitos,
macréfagos, células
dendriticas, células T,
células B, células NK
Neutrdfilos, monocitos,
macréfagos, células
dendriticas, células T,
células B

Células B, células NK

Neutrdfilos, monocitos,
macréfagos, células
dendriticas, células T,
células B, células NK
Neutréfilos, monocitos,
macrofagos, células
dendriticas, células T,
células B, células NK
Neutrdfilos, monocitos,
macrofagos, células
dendriticas, células T,
células B, células NK
Monocitos, macréfagos,
células dendriticas, células
T, células B
Neutrdfilos, monocitos,
macréfagos, células
dendriticas, células T,
células B
Monocitos, macréfagos,
células dendriticas, células
T, células B
Neutrdfilos, monocitos,
macréfagos, células T,
células B,
Neutréfilos, monocitos,
células dendriticas, células
T, células B
Neutrdfilos, células
dendriticas, células T,
células B, células NK



Por lo tanto, el ATP que se encuentra en un ambiente inflamatorio es crucial
para comenzar estos procesos y soportar el requerimiento energético que implica
esto, para poder aprovechar el ATP las células del sistema inmunitario se valen de
estos receptores para asi poder transportarlo hacia su interior, ademas la movilizacion
de Ca?" a través de canales activados por la uniéon de ATP extracelular a sus
receptores, activa la sintesis aerdbica de ATP y posteriormente es liberado al medio
extracelular cuando ya no es requerido en el interior de la célula a través de los

diferentes canales transportadores (Schenk et al., 2008).

Concluida la respuesta inmunoldgica, y contrariamente al efecto producido por
el ATP extracelular en un ambiente inflamatorio, se ha demostrado que la ADO actta
sobre diversas células inmunes, mediando los efectos anti-inflamatorios mediante la
inhibicion de las células inmunes activadas en un proceso de retroalimentacion

negativa para prevenir el dafo tisular adicional (Sitkovsky et al., 2004).

La ADO es un nucleésido de purina enddgeno constitutivamente presente en
bajas concentraciones en el espacio extracelular, que se ha establecido aumenta
drasticamente en condiciones metabdlicamente estresantes. La razon para el
aumento esté relacionado con la activacion de su regulacién automatica, cuya funcion
es proteger los dérganos de lesiones después de los estimulos estresantes de
iniciacion (Polosa & Holgate, 2006). La ADO se forma en el interior y exterior de las
células por dos vias distintas que implican dos sustratos diferentes, uno es AMP y otro
es S-adenosil L-homocisteina los cuales son transportados a través de las membranas

celulares por los transportadores de nucleésidos (Sachdeva & Gupta, 2013).
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1.5 Produccion de la ADO

Los niveles de la ADO extracelular son el resultado neto de su produccion mediada
por diferentes vias, una es por condiciones hipoxicas, donde la ADO alcanza
concentraciones altas dentro de la célula a través de una cascada de acciones
enzimaticas y conduce a su liberacion al espacio extracelular a través de
transportadores de nucleésidos, la otra via principal que contribuye a altas
concentraciones extracelulares de ADO durante el estrés metabdlico es la liberacion
y degradacion de los precursores de nucleotidos de adenina (ATP, ADP y AMP) por
una cascada de ectonucleotidasas, que incluyen a CD39 y CD73 (Sachdeva & Gupta,

2013).

CD39 es una proteina de membrana integral que fosfohidroliza ATP y ADP de
manera dependiente a Ca?* y Mg?*, para producir AMP. Presenta cinco dominios de
secuencias altamente conservadas, conocidas como las ‘“regiones apirasa
conservadas”, que estan involucradas en la formacion del sitio activo y la catalisis de
nucledtidos extracelulares por fosfohidrélisis. Sufre modificaciones funcionales,
incluyendo la protedlisis y la glicosilacion limitada, siendo ésta ultima un factor
determinante en conferir su actividad catalitica. Presenta un dominio citosolico N-
terminal que se somete a la modificacion post-traduccional de palmitoilaciéon para
permitir la asociacién de la enzima con los microdominios ricos en esfingolipidos y
colesterol, comunmente denominados balsas lipidicas (Allard et al., 2017). Se expresa
constitutivamente en el bazo, timo, pulmon y placenta y en poblaciones de células

inmunes, tales como células B, células NK, células dendriticas, células de
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Langerhans, monocitos, macréfagos, neutrofilos y células Tregs (Antonioli et al., 2013;
Bono et al., 2015). Ademas su expresion puede ser promovida bajo la exposicién a

citocinas pro-inflamatorias, el estrés oxidativo, la hipoxia, y ligandos endogenos.

El segundo paso en el metabolismo de los nucledtidos de purina se logra
mediante la ectoenzima CD73, que desfosforila al AMP extracelular a ADO vy fosfato
inorganico (Pi) de manera dependiente a Zn?* y Co?'. Es una enzima anclada a
glicosilfosfatidilinositol (GPI, por sus siglas en inglés Glycosylphosphatidylinositol)
aunque también se presenta como una forma soluble tras la separacién del GPI, con
actividad similar a su forma de membrana unida. Desde un punto de vista estructural,
CD73 se organiza en tres dominios: (I) sitios de union de un dominio N-terminal que
contiene metal; (II) un dominio C-terminal que contiene el sitio catalitico; y (lll) una
hélice alfa corta que une los dominios C- y N-terminal. Su forma funcional consiste en
un homodimero no unido covalentemente estabilizado por interacciones hidrofébicas
entre los dominios C-terminales adyacentes. La homodimerizacién de CD73, asi como
la union de dos iones de Zinc, se requieren para la actividad catalitica. Existen
homodimeros de CD73 en dos conformaciones: abiertas y cerradas. La hidrolisis del
AMP requiere que la enzima cicle a través de ambos estados (Allard et al., 2017).
CD73 se encuentra en una gran variedad de tejidos, incluyendo colon, cerebro, rifion,
higado, pulmoén y corazén; en los leucocitos derivados de la sangre periférica, el bazo,
los ganglios linfaticos, el timo y la médula 6sea; asi como en el endotelio (Antonioli et

al., 2013). Constitutivamente se encuentra en células B, células NK, y Tregs, y su
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expresion puede ser disminuida en condiciones de diferenciacion de linfocitos o por

enfermedades como el VIH (Allard et al., 2017).

Finalmente, la conversion de la ADO en inosina por una enzima llamada
adenosina desaminasa (ADA) o una rapida fosforilacion a AMP por la adenosina
cinasa, previene que el exceso de ADO extracelular cause dafos perjudiciales al

sistema inmunoldgico (Saldanha-Araujo et al., 2011).

1.6 Efecto inmunosupresor de la ADO

La ADO tiene una gran capacidad inmunoreguladora la cual lleva a cabo a
través de los receptores especificos P1 presentes en las células del sistema
inmunoldgico (Deaglio et al., 2007; Mandapathil et al., 2010), En las células inmunes,
la sefalizacion de la ADO a través del receptor de ADO A2A, principalmente, y el
receptor A2B induce una elevacion del cAMP, asi como la activacion de las vias de
sefalizacion MAPK (del inglés Mitogen-Activated Protein Kinases) que incluyen ERK
1y 2 (del inglés extracellular Signal-Regulated Protein Kinase), JNK (del inglés c-Jun
N-terminal Kinase) y p38 MAPK, las cuales tiene un papel fundamental en la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular asi como en inducir la secrecion
de citocinas reguladoras como TNF-a, TGF-B, IDO, VEGF, PGE2, IL-6, IL-10, que
previenen el proceso de inflamacion (Kyurkchiev et al., 2014; Saldanha-Araujo et al.,
2011). Ademas, se ha determinado que en los linfocitos T citotéxicos la activacion de
APK es responsable de inhibir otras vias de sefalizacion implicadas en la
diferenciacion, proliferacion y la produccion de citocinas pro-inflamatorias, reduciendo

la citotoxicidad, asi como también activa vias involucradas en la induccion de la
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apoptosis (Bono et al., 2015). En la Tabla 3 se resumen algunos de los efectos de la
ADO sobre las células de sistema inmunolégico a través de sus diferentes receptores

(Haskdé & Cronstein, 2013; Linden, 2009; Blackburn et al., 2009).

Tabla 3 Los receptores de adenosina regulan la funcién de las células del sistema
inmunolégico

Célula inmune Receptor de Adenosina
Al A2A A2B A3
 adhesién a
fMLP
I MAC-1,
integrina P2, L-
selectina, VCAM-
1, ICAM-1, VLA-4
Promueve la ¥ ROS, TNF-q,
quimiotaxis y la MIP-1a/CCL3, Estimula la
adherencia al MIP-1 Q/CCM’ i guimiotaxis
endotelio leucotrieno B4
FAP
Inhibicién de la
fagocitosis de
neutréfilos
mediada por Fcy
Inhibicién de la
degranulacion
Inhibe la
fagocitosis
{ TNF-a, ROS, Regula la
Monocitos - IL-12, IL-12p40, TIL-10 produccion de IL-
IL-18, IFN-y y la 12
expresion de
ICAM-1

Inhibe la Regula la
Macréfago M1 1 Fey . ;ﬁ’g_‘;‘(“’;gs T IL-10 pmd”ccl";” de IL-
TIL-10 4 MIP-a
Estimula la
diferenciacion de
Macréfago M2 - macrofagos M2 TIL-10
T Factores pro-
angiogénicos

Neutroéfilo

23



Tabla 3 Los receptores de adenosina regulan la funcion de las células del sistema
inmunoldgico (continuacién)

Célulainmune

Receptor de Adenosina

Al A2A A2B A3
Inhibe la
diferenciacion de
Thl7
Estimula la
CélulaT Inhibe CAMP diferenciacion de JIL-2 -
Treg
T cAMP
J CD69, TNF-q,
IL-4, IFN-y
induce Ia I CD80, CD86
Células quimiotaxis y 1 TEzal Eg& .
dendriticas m°""'é2‘§i°” de 1 IL-10, CAMP, i Inhibe cAMP
) proteinas MAPK
VHLA-L p42/p44
Células B i Inhibe las sefales i i
de la via NF-«xp
Incrementa su Inhibgtletl,ac.tividad
. - citotdxica
Células NK ;félt\ggi?;(; L TNF-a, IEN-y,
GM-CSF, MIP-1a
Media la
degranulacion de
através de
. activaciéon de la
Mastocitos - - TIL-8, IL-4, IL-13 fosfoinositida 3-
cinasa
T ca*
intracelular
T Ca* intracelular
Inhibe la
guimiotaxis
Eosinodfilos . Mej'(?ra la - - IT;SZS&ESQEQE,
liberacion de O2 . -
inducida por C5a
y la liberacion de
Oz inducida por
Cbha
T Tregy su
Células iNKT {“g‘/i',ag
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2 ANTECEDENTES

En algunos trabajos se ha demostrado que las MSCs provenientes de la MO de
humano y raton coexpresan en su membranaplasmatica a las ectoenzimas CD39 y
CD73, producen ADO e inhiben la proliferacion de células T a través de esta via.
También se determind que la ADO producida por las MSCs tiene efectos inhibitorios
en la secrecion de citocinas pro-inflamatorias como IL-17 e IFN-y de células T
cooperadoras Th17 (Lee et al., 2014; Saldanha-Araujo et al., 2011; Sattler et al., 2010).
Otros estudios recientes han mostrado que las MSCs provenientes de cancer de
cérvix coexpresan CD39 y CD73 en membrana y producen altos niveles de ADO
(Mora-Garcia et al., 2016). En un estudio preliminar se demostro la expresion de CD73
en la membrana de MSCs derivadas de la SCU, estas tuvieron la capacidad producir
ADO a partir de AMP e inhibir la proliferacion de linfocitos T, pero no presentaron la
expresion de CD39, por tanto, no fueron capaces de fosfohidrolizar el ATP y ADP fue
nula (Kerkela et al., 2016). En MSCs de tejido gingival se ha descrito la expresion de
CD39 que en conjunto con CD73 es responsable de reducir la respuesta inflamatoria
en células CD3*, y que este mecanismo es mas fuerte que la produccién de citocinas

antinflamatorias como IL-10, PGE2 y el NO (Chen et al., 2013; F. Huang et al., 2017).

Finalmente, datos de nuestro grupo de trabajo han demostrado la capacidad
inmunosupresora de MSCs derivadas de la PL y la SCU de manera similar a las MSCs
de la MO a través de la secrecidén de citocinas antinflamatorias como IL-4, IL-10 y
PGE2 (Castro-Manrreza et al., 2014), mientras que otros grupos han determinado el

efecto inmunosupresor en MSCs derivadas de la PD (Vasandan et al., 2014).
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A pesar de que se han determinado distintos mecanismos inmunosupresores en las
MSCs provenientes de fuentes alternativas a la MO, se desconoce si estas fuentes
recurren a la via adenosinérgica para efectuar dicha inmunosupresion (Figura 4).
Debido a lo anterior, es necesario llevar a cabo ensayos experimentales que extiendan
el conocimiento actual de la biologia de la actividad de las MSCs para optimizar y
controlar la respuesta inmunolégica en especial de aquellas fuentes alternativas a las
MSCs de la MO para que puedan ser utilizadas en la clinica (Castro-Manrreza &

Montesinos, 2015).
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Figura 4. Las células troncales/estromales mesenquimales de la MO recurren a la via

adenosinérgica como mecanismo inmunomodulador. La via adenosinérgica se compone de dos

ectonucleasas que se presentan en la membrana celular de las MSCs de MO, una es CD39 la cual
hidroliza ATP hacia AMP la segunda es CD73 la cual hidroliza al AMP en ADO, finalmente esta

ADO actua sobre las células del sistema inmune a través del receptor de ADO A2A, principalmente,

incrementando los niveles de cAMP dentro de estas células, en células anti-inflamatorias como

linfocitos Treg éste CAMP activa vias de sefializacion cruciales en la produccién de citocinas anti-

inflamatorias, mientras que en células pro-inflamatorias, como linfocitos T citotoxicos, la

citotoxicidad se ve disminuida asi como la produccion de citocinas pro-inflamatorias. (Tomada y

modificada de Antonioli et al., 2013. Trends Mol Med. 19(6): 355-367).
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3 JUSTIFICACION

Previo a éste estudio, nuestro grupo de investigacion realizé un analisis comparativo
sobre la capacidad inmunosupresora de las MSCs obtenidas de MO, SCU y PL sobre
linfocitos T, demostrando su potencial inmunosupresor (Castro-Manrreza et al., 2014).
Por otra parte, otros grupos han sugerido que las MSCs provenientes de PD, también
presentan capacidad inmunosupresora sobre células T (Vasandan et al., 2014). Sin
embargo, aln no se conoce completamente los mecanismos mediante los cuales se
lleva a cabo dicha actividad inmunosupresora, en este sentido se desconoce si el
efecto inmunomodulador de las MSCs derivadas PD, la PL y SCU recurren a la via de
produccion de ADO a través de la actividad funcional de las ectonucleasas

CD39/CD73 para poder llevar a cabo esta funcion inmunosupresora.

Por tanto, es importante profundizar en el conocimiento de los mecanismos biolégicos
y bioquimicos asociados con las propiedades inmunosupresoras de las MSCs
provenientes de PD, PL y SCU ya que esto nos permitira no solo establecerlas como
fuentes alternativas a la MO sino que también podran ser consideradas en futuros
protocolos clinicos en el tratamiento de las enfermedades autoinmunes que aun

carecen de un tratamiento clinico que las erradique o las controle con efectividad.
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4 OBJETIVOS

General:

1. Determinar si las MSCs provenientes de MO, PD, PL y SCU recurren al
mecanismo de produccién de ADO para inducir un efecto inmunosupresor

sobre células T.

Particulares:

1. Evaluar la expresion de la ectonucleasa fosfohidrolitica de ATP/ADP (CD39) y
la ectonucleasa fosfohidrolitica de AMP (CD73) en las MSCs provenientes de

MO, PD, PL y SCU.

2. Analizar la actividad enzimética de las ectonucleasas CD39 y CD73 para

generar ADO en MSCs provenientes de MO, PD, PL y SCU.

3. Evaluar el efecto inmunosupresor de la ADO obtenida de sobrenadantes de

MSCs provenientes de MO, PD, PL y SCU sobre la proliferacion de células T.

5 PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Las MSCs provenientes de PD, PL y SCU tienen la capacidad producir ADO e inducir

un efecto inmunosupresor sobre células T?
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6 HIPOTESIS
Si las MSCs provenientes de PD, PL y SCU recurren a la via adenosinérgica, se
espera que el aumento de ADO extracelular tenga un efecto inmunosupresor sobre la

proliferacion de células T.
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7 METODO

7.1 Obtencién de las células estromales mesenquimales (MSCs)

Las MSCs utilizadas en este estudio fueron obtenidas de MO, PD, PL y SCU
de donadores sanos (Castro-Manrreza et al., 2014). Tres muestras diferentes de cada
fuente se mantuvieron en medio de cultivo DMEM bajo en glucosa (Gibco, California,
USA) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco, California, USA),
antibiéticos y L-glutamina a 37 °C con 5% de CO2y humedad saturante. Al alcanzar
una confluencia del 80% o superior, las células se despegaron mediante incubaciéon
en tripsina (Gibco, California, USA) y posteriormente fueron contadas con azul tripano

en una camara de Newbauer para evaluar su viabilidad (Hernandez-Estévez, 2016).

7.2 Inmunofenotipo y co-expresion de CD39y CD73 en las MSCs

Para determinar el inmunofenotipo de las MSCs obtenidas, se incubaron a una
densidad de 1 X10° células con uno de los siguientes anticuerpos monoclonales
(Becton Dickinson, Biosciences; San José, CA, USA): CD73, CD90, CD105, HLA-
ABC, HLA-DR, CD45, CD34, CD31, CD14, CD13 (Hernandez-Estévez, 2016). Para
determinar la co-expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en la membrana
celular de las MSCs, se determind mediante el marcaje con los anticuerpos

monoclonales CD39 y CD73. El analisis de las células se realiz6 a partir de la
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adquisicion de 10,000 eventos como minimo en un citometro de flujo FacsCanto Il

(Becton Dickinson, USA). Los datos se analizaron con FlowJo 10 software.

7.3 Lainduccion de la diferenciacion células de las MSCs

Para inducir la diferenciacién de las MSCs se siguieron los protocolos anteriormente

establecidos en nuestro grupo de trabajo (Hernandez-Estévez, 2016).

Para inducir la diferenciacion adipogénica las MSCs se cultivaron en medio
adipogénico comercial (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada) durante 3
semanas. Para evaluar la diferenciacion adipogénica, se agregoé Rojo Oleoso para
tefiir los lipidos presentes en las vacuolas intracelulares formadas y se contrast6 con

hematoxilina de Harris para tefiir el nlcleo y el citoplasma de las células.

Para inducir la diferenciacion condrogénica, las células MSCs se cultivaron en
medio condrogénico comercial (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada)
adicionado con TGF-B1, durante 4 semanas. Para evaluar la diferenciacion
condrogénica las células se tifleron con azul alciano para la deteccion de

mucopolisacaridos.

Para inducir la diferenciacién osteogénica, las células MSCs se cultivaron en
medio osteogénico comercial (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada) durante
3 semanas. Las células fueron tefiidas con SIGMA FAST BCIP/NBT (Sigma, St Louis
MO, USA), un sustrato precipitante para determinar la actividad de la fosfatasa

alcalina, presente abundantemente en huesos y otros tejidos.
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7.4 Actividad fosfohidrolitica de CD39/CD73 analizada por liberacién de Piy en

cromatografia en capa fina de gel de silice

Para determinar la actividad enzimatica de CD39/CD73 en las MSCs de todas las
fuentes para generar ADO a partir de ATP o AMP se siguid el método descrito
anteriormente (Mora-Garcia et al., 2016), se colocaron en placas de 48 pozos 5x10°
células viables/pozo en un volumen de 1000 puL de medio Stem Cell Line libre de
suero, y se agregaron, o no, cada uno de los sustratos, ATP o AMP a una
concentracion final de 2.5 mM. Como controles, se agregaron un inhibidor de CD39
(POM-1, Politungstato de Sodio) (Sigma, St Louis MO, USA) o un inhibidor de CD73
(APCP, Adenosina 5 a, B Metileno Monofosfato) (Sigma, St Louis MO, USA) para
inhibir su actividad enziméatica, posteriormente se recolectaron los sobrenadantes a
las 0, 2, 4 y 6 horas, y fueron congelados a -70 °C hasta su uso. Parte de los
sobrenadantes obtenidos fueron evaluados con un Kit de Deteccion con Verde de
Malaquita para fosforo inorganico libre (R&D Systems, MN, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante y evaluado en un lector de placas de microtitulacién a una

longitud de onda de 630 nm.

Para realizar la cromatografia de capa fina se procedi6é a tomar una alicuota de
1 uL de cada sobrenadante y fue colocada en la placa de cromatografia (Sigma, St
Louis MO, USA). Para determinar los productos de la degradacién de cada uno de los
sustratos, se prepararon los estandares de ATP, ADP, AMP, INOSINA y ADO (Sigma,
St Louis MO, USA) a una concentracion de 2.5 mM utilizando como disolvente Agua

Milli-Q. La colocacién de la alicuota de 1 pL de estandares y sobrenadantes se hizo
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de acuerdo a la siguiente distribucién: a) ATP, ADP, AMP, ADO e INOSINA; b)
sobrenadantes de las MSCs sin sustrato, las MSCs + ATP + POMP-1, las MSCs +
ATP, las MSCs + AMP + APCP y las MSCs + AMP. Posteriormente, las placas se
dejaron secar durante 10 minutos. Las muestras colocadas en el gel de capa fina
fueron separadas en una fase moévil compuesta por: isobutanol: alcohol isoamilico:
etoxietanol: amoniaco: agua (9:6:18:9:15); las placas fueron introducidas en la camara
cromatografica con 2 ml de fase maovil y se dej6 eluir 40 minutos. Posteriormente, las
laminas se retiraron para su secado a temperatura ambiente y finalmente la hidrdlisis

de los nucledtidos de ADO se visualiz6 y fotografié en un transluminador con luz UV.

7.5 Cuantificacién de ADO por cromatografia liquida de ultra eficiencia (UPLC)

Para determinar de manera cuantitativa la ADO producida a partir de AMP por
la actividad enzimética de las MSCs, se tomaron 10 pL de cada sobrenadante
obtenidos de MSCs de cada fuente cultivadas en presencia de AMP por 6 h, y se
diluyé en 90 uL de fase movil (acetonitrilo: metanol: regulador de acetato de sodio 0.25
M) pH 6.3 dilucion 1:100 pL y se centrifugaron a 12000 rpm por 5 minutos en filtros de

0.1 um de poro.

De igual manera, se prepararon los diferentes estandares y soluciones de
trabajo. Los reguladores fueron preparados diariamente y almacenados a 4 °C hasta

Su uso. Las soluciones que contenian la mezcla de todos los estandares fueron
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preparados en fase movil a una concentracion de 1mg/mL, y se realizaron las

diluciones seriadas apropiadas (1:100) para establecer los limites de deteccion.

Se realiz6 una curva estandar de 8 puntos con un estandar de ADO de una
pureza del 99% (Sigma-Aldrich). Los estandares fueron separados en paralelo con
todas las muestras experimentales para asegurar la precision y exactitud del método.
El estandar de ADO se us6 para confirmar el tiempo de retencion y el tiempo de corrida
requerido. El analisis cromatografico se realizé en un UPLC aquity (Waters, USA), se
empled un detector UV, la separacion cromatografica se alcanzé con un volumen de
inyeccion de 5 uL, a una temperatura de 50 °C en una columna de fase reversa de
18e 5 um de tamafio 125x4mm, 5mm de tamafo de particula (Waters, USA). La
determinacion de ADO se realiz6 mediante un corrimiento isocratico utilizando como
fase movil (acetonitrilo 0.5%: metanol %5: regulador de acetato de sodio 0.25M 94.5%
a pH 6.3), con una velocidad de flujo de 1.0 mL/min. La absorbancia se midié a 260
nm, el tiempo de retencion fue de 2 minutos. La ADO se cuantific6 comparando el

tiempo de retencion de la muestra con el de los estandares.
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7.6 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Células mononucleadas (CMN) de sangre periférica se obtuvieron mediante
gradiente de densidad empleando ficoll (6=1.077 g/ml). El anillo de CMN se recolect6
y mantuvo en medio RPMI con 10 % de SFB y antibidticos a 37 °C con 5% de COo..
Posteriormente, los linfocitos T CD3* se seleccionaron con un anticuerpo especifico
dirigido a CD3 conjugado a perlas magnéticas y columnas MS Macs (Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach, Germany) (Castro-Manrreza et al., 2014).

7.7 Activacion y ensayo de proliferacion de linfocitos T con ADO

La proliferacion se evalu6é mediante la adicion de 10 pL de carboxifluoresceina ([5 pM])
y se analiz6 mediante citometria de flujo (Morales, 2013; Castro-Manrreza et al.,
2014). Para la activacién de linfocitos T, se colocaron aproximadamente 5x104
linfocitos T CD3*/pozo en placas de 48 pozos (en un volumen de 1000 pL de medio
RPMI + 10 % SFB) y se activaron con Dynabeads CD2/CD3/CD28 T-cell expander
(Invitrogene, California, USA) en proporcion 2:1 (Castro-Manrreza et al., 2014), al
mismo tiempo se adicion6 ADO sintética en diferentes concentraciones (0, 31, 62, 125,
250, 500 y 1000 uM) como se reporté anteriormente (Mora-Garcia et al., 2016) y se

mantuvieron en cultivo por 4 dias.

Determinada la concentracion de ADO sintética necesaria para inhibir en un
50% la proliferacion de los linfocitos T CD3*, se evalu6 la capacidad de inhibicion de

la ADO producida a partir de AMP por las MSCs de cada fuente. Para ello, se
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obtuvieron linfocitos T CD3* se cultivaron y activaron como se describio
anteriormente, sin embargo, para este caso sélo se cultivaron en 500 uL de medio
RPMI + 10 % SFB y se les adicionaron 500 pL (para un volumen final de en 1000 pL)
de sobrenadantes obtenidos después de 6 h de cultivos de MSCs de cada fuente en
presencia de AMP, como controles se usaron sobrenadantes de las MSCs cultivadas
solo con medio asi como sobrenadantes de MSCs + AMP, pero, donde se inhibio la
actividad de CD73 con APCP. Ademas un control con 1000 uM de ADO sintética. La
proliferacion fue por la incorporacion de carboxiflouresceina y evaluada a los 4 dias

de cultivo por citometria de flujo.

7.8 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado utilizando el software SPSS 24.0. Usando las
pruebas de ANOVA de una via. La diferencia fue considerada como estadisticamente
significativa con una p<0.05 y en algunos caos p<0.01. Los datos fueron presentados

como el valor promedio + DS de 2-4 experimentos independientes.
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8 RESULTADOS

8.1 Las muestras de MO, PD, PL y SCU presentan morfologia, inmunofenotipo y

capacidad de diferenciacion caracteristica de las MSCs.

Para confirmar que las células utilizadas en este estudio son MSCs, muestras de las
diferentes fuentes en resiembras tempranas (R2-R5) fueron cultivadas bajo condiciones
estandar y utilizadas al alcanzar confluencias al 80 %. Posteriormente se procedié a
demostrar que cumplieran con los criterios establecidos por la ISCT en 2006 para definir
a una MSC. En primera instancia se evalué el inmunofenotipo de las muestras
obtenidas de cada fuente de MO, PD, PL y SCU (n=3 muestras/fuente) mediante
citometria de flujo. Los resultados mostraron que un porcentaje alto de las poblaciones
evaluadas presentaban a los marcadores de superficie caracteristicos de las MSCs que
corresponden a CD73, CD90 y CD105 (> 90 %). Aunado a lo anterior, las poblaciones
expresaron porcentajes altos para otros marcadores utilizados en la identificacion de
las MSCs que corresponden a CD13 (> 90 %) y a HLA-1 (HLA-ABC) (> 65%).
Finalmente, las poblaciones evaluadas presentaron bajos o nulos porcentajes para
marcadores como HLA-II (HLA-DR) y de marcadores caracteristicos de células
hematopoyéticas como CD34 y CD45 o bien de células endoteliales como CD31(< 3

%) (Tabla 4).
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Tabla 4. Porcentaje de la
diferentes fuentes.

expresion de los marcadores Inmunofenotipicos de las MSCs de

Inmunofenotipo\Fuente Médula osea Pulpa dental Placenta Sangre de
cordén umbilical
CD105 90 +13 94.08 £ 9.94 90.3+8 94.4+9.38
CD90 85+ 15 98.9 £0.17 88.4+£9 73.2+35
CD73 97+3 99 +0.96 95.1+21 97.6 £2.3
HLA-ABC 94 + 9* 46.8 £ 39.95 87.1+10* 68.4 £ 29.9
CD13 98+1 97.3 £3.89 98+1 98.4+25
HLA-DR 3+3 0.32+0.47 096 +1 09+0.7
CD45 1+1 0.33+0.08 0.96+5 14+27
CD34 0 1.2+£0.08 1771 0.4+0.6
CD31 11 0.39 +1.27 13+1 1+13
CD14 2+2 0.44 +0.08 1.24+1 09+£1.2

Tukey

Los valores se muestran en porcentajes de células positivas para los diferentes marcadores y corresponde a la media de
valores a partir de experimentos separados (n=3 muestras/fuente). * Diferencia estadistica significativa. p<0.05. pruebg

Una vez que se demostr6 que las poblaciones celulares presentaban

inmunofenotipo de las MSCs, se evaluaron las caracteristicas restantes para definir a

una MSC, una es la capacidad de adherirse al plastico y tomar forma fibroblastoide bajo

condiciones de cultivo estandar (Figura 5). En todas las muestras utilizadas al ser

analizadas bajo un microscopio invertido se comprobé esta caracteristica. Finalmente,

se evalud la capacidad de las poblaciones celulares de diferenciarse a adipocitos,

condrocitos y osteoblastos cuando fueron cultivadas en un medio inductor especifico.
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El resultado para la capacidad de diferenciacién hacia adipocitos se confirmé
mediante la tincidbn con rojo oleoso para tefiir lipidos, donde se observé que las
poblaciones celulares provenientes de la MO mostraron una mayor capacidad de
diferenciacion comparada con aquellas de PD, PL y SCU, donde la diferenciacién es

poca.

Con respecto a la diferenciacién condrogénica, esta se confirmé con tincion de
azul alciano que tifie los mucopolisacaridos presentes en la matriz extracelular
secretada por células condrociticas lo cual nos permitié6 establecer que todas las
muestras presentaban la capacidad de diferenciarse hacia este linaje, especialmente

en las MSCs de PD, las cuales mostraron una mayor capacidad de diferenciacion.

Finalmente, la diferenciacion osteogénica se determind mediante la tincion de
fosfatasa alcalina mostrando que todas las muestras, a excepcion de las MSCs de PL
cuya diferenciacion es baja, tienen una alta capacidad de dar lugar a osteoblastos

(Figura 5).
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Figura 5. Las MSCs de MO, PD, PL y SCU presentan morfologia y capacidad de
diferenciacion. Muestra la morfologia fibroblastoide de las MSCs bajo condiciones de cultivo
estandar y de su capacidad de diferenciarse en un medio inductor especifico en adipocitos,
condrocitos y osteoblastos, reveladas mediante tincién de rojo oleoso, azul alciano y fosfatasa

alcalina, respectivamente. (n=3 muestras/fuente de MSCs)
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8.2 Las MSCs de MO, PD, PL y SCU mostraron una alta expresién de CD73, pero

baja de CD39

Para determinar si las MSCs de las diferentes fuentes recurren a la via adenosinérgica
como un mecanismo para modular la respuesta del sistema inmunoldgico, se evalué la
expresion de CD73y CD39 en la membrana plasmética. Como se mostrd anteriormente
CD73 es un marcador de superficie que se expresa en mas del 95 % de las MSCs de
cada. Por otro lado, CD39 se expresa en porcentajes bajos en las MSCs de todas
fuentes. Especificamente las MSCs de MO mostraron sélo un 9.5 % de expresion, la
cual es significativamente mayor (p<0.05) a las MSCs de PD y PL que mostraron un
1.3 % y 1.8 % de expresion respectivamente, mientras que en las MSCs de SCU,

solamente se encontré un 0.7 % de expresion de CD39 (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de expresion de CD39y CD73 en MSCs de MO, PD, PL y SCU.
Expresion\Fuente Médula 6sea | Pulpa dental Placenta S'?mgre d_e_
cordon umbilical
CD39 9.5+1.8* 1.3+0.28 1.8+1.2 0.7£0.52
IMF CD39 145.38+4* 115.7+£17.5 101.76x2.1 86.65+20
CD73 9713 99+0.96 95.1+2.1 97.61£2.3
IMF CD73 274.68+13.7 | 318.55+13.44* 381.94+6* 273.7£13.25
Los valores se muestran en porcentajes de células positivas para los diferentes marcadores, asi como la
intensidad media de fluorescencia (IMF) y corresponde a la media de los valores a partir de 3 experimentos
separados (n=3 muestras/fuente). *Diferencia estadistica significativa. p<0.05. prueba de Tukey

Ademas del porcentaje decélulas positivas para CD39 y CD73 también se evaluo

la intensidad media de fluorescencia (IMF), para CD39 los niveles de expresion son
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bajos para todas las fuentes. Las MSCs de MO presentan mayor IMF (145.38, p<0.05)
en comparacion con las MSCs de PD, PL y SCU que mostraron una IMF de 115.7.9,
101.76 y 86.65 respectivamente. Con relacion a CD73, la IMF es significativamente
mayor (p<0.05) en MSCs de PD (333.1) y PL (375.4) en comparacién con los de MO y
SCU con una IMF de 287.8 y 277.2 respectivamente (Figura 6). Estos resultados
indican que no todas las MSCs de las distintas fuentes expresan CD39, en el caso de
CD73 su expresion en la poblacién celular es similar en todas las fuentes, sin embargo,
la expresion en la membrana de esta ectoenzima presenta pequefias diferencias entre

las distintas fuentes.

SANGRE DE CORDON
UMBILICAL
IMF= 1446 IMF= 106.9| IMF=104.7 IMF= 101

MEDULA OSEA PULPA DENTAL PLACENTA

CD39

OmxmZ 2

m O

IMF=287.8 IMF= 333.1 IMF=375.4 IMF=277.2

CD73

wO=-HZm<m

INTENSIDAD MEDIA DE FLOURESCENCIA

Figura 6. Expresion de CD39y CD73 en MSCs de MO, PD, PL y SCU. Imagen representativa de la
IMF de las muestras de MSCs analizados por citometria de flujo.
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8.3 Las MSCs de MO, PD, PL y SCU producen ADO a partir de AMP, pero solo

aquellas de MO producen ADO a partir de ATP

Una vez determinada la expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en la
membrana de las MSCs de MO, PD, PL y SCU se procedio a evaluar su capacidad de
fosfohidrolizar al ATP y/o AMP en ADO. Para ello, 5x10* células de cada fuente (n=3
muestras/fuente), fueron cultivadas en medio libre de suero con 2.5 mM de ATP o0 AMP,
los sobrenadantes fueron recolectados en diferentes intervalos de tiempo (0, 2,4y 6 h)
y fueron analizados mediante la técnica colorimétrica de verde malaquita para
determinar la concentracion de fésforo inorganico (Pi). Los resultados mostraron que
en los sobrenadantes de las MSCs adicionadas con ATP, hubo un incremento de las
concentraciones de Pi entre 20 y 40 nanomoles/mL (nmol) a las 2 horas para las MSCs
de MO, PD y PL, mientras que los sobrenadantes de las MSCs de SCU hubo una
liberacion del 10 nmol/mL, ademés, solo las MSCs de MO incrementaron los niveles de
Pi libre a las 4 y 6 horas alcanzando una concentracion final de 60 nmol/mL, la cual es
significativamente mayor (p<0.05) a las otras fuentes donde no hubo un incremento

relevante de Pi después de las 2 horas.

En cuanto a las MSCs adicionadas con AMP se encontré una concentracion de
15 a 30 nmol/mL de Pi en los sobrenadantes procedentes de cultivos de las MSCs de
MO, PD y PL a las 2 horas mientras que en las MSC de SCU se presentaron menos de
10 nmol/mL. En cuanto a los sobrenadantes analizados a las 4 y 6 horas, los
provenientes de las MSCs de MO presentaron una concentracion estadisticamente

significativa mayor (p<0.05) de 60 nmol/mL con respecto a las otras fuentes ya que las
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MSCs de PD, PL y SCU solo contenian concentraciones entre 20 y 30 nmol/mL. Como
controles se utilizaron cultivos de las diferentes fuentes de MSCs en medio sin
presencia de nucleotidos donde no hubo presencia de Pi libre, o bien, con presencia de
los inhibidores de CD39 o CD73 mas ATP o AMP respectivamente. Interesantemente,
en estos cultivos se encontraron concentraciones similares de Pi a aquellos que no
contenian inhibidor, principalmente en aquellos que contenian ATP (Figura 7). Este
resultado sugiere que podrian existir otros mecanismos por los cuales las MSCs
fosfohidrolizan a los nucledtidos presentes en el medio extracelular y que no estan

relacionados con las ectoenzima CD39 y CD73.
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Figura 7. Actividad Fosfohidrolitica de CD39 y CD73 en MSCs de MO, PD, PL y SCU. Concentracion de Pi
generado a partir ATP o AMP por la actividad fosfohidrolitica de CD39 y CD73, 5x104 MSCs fueron cultivadas en
medio libre de suero con cada uno de los sustratos solos, o con inhibidores de CD39 (POM-1) o CD73 (APCP) +
los sustratos correspondientes, y posteriormente se evalud el Pi libre en los sobrenadantes obtenidos en diferentes
horas (0, 2, 4 y 6) mediante la técnica colorimétrica de verde malaquita. Los resultados representan el promedio +
la desviacion estandar de 2 experimentos independientes (n=3 muestras/fuente). *Diferencia estadistica
significativa dentro de la misma fuente. **Diferencia estadistica significativa entre fuentes tomando en consideracion

la hora 6 p<0.05. prueba de Tukey
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Como una segunda prueba de la actividad fosfohidrolitica de CD39 y CD73,
mediante cromatografia en capa fina se evalué la generacion de ADO a partir de ATP
0 AMP cuando son adicionados a cultivos de MSCs. Los resultados mostraron que,
todas las fuentes son capaces de generar ADO a partir de AMP y que este evento se
empieza a generar en las primeras 2 horas, sin embargo, es hasta las 6 horas cuando
todo el sustrato ha sido degradado y se muestra una mayor concentracion de ADO. Por
otro lado, sélo las MSCs de MO fueron capaces de producir ADO a partir de ATP,
evento que se observa hasta las 6 horas, de igual manera se analizaron sobrenadantes
de MSCs sin sustrato 0 en presencia de inhibidores y no se observo la formacion de
ADO (figura 8). Estos datos sugieren que CD39 y CD73 son las principales
responsables de la produccion de ADO por parte de las MSCs y que cualquier otro
mecanismo que pudiera estar hidrolizando al ATP y/o AMP como se mencion6 en
resultados previos no tienen una influencia importante sobre la generaciéon de ADO.

Finalmente, al observar que sélo se generaba ADO a partir de AMP en todas las
fuentes de MSCs, mediante UPLC se cuantifico la concentracion de estd en los

sobrenadantes que cumplieran esta condicion.
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Figura 8. Actividad enzimatica de CD39 y CD73 en MSCs de MO, SCU, PD y PL. Imagen representativa de la
produccién de ADO, 5x10* células fueron cultivadas en medio libre de suero en presencia, o no, de 2.5 mM/mL de
ATP 0 AMP, o con inhibidores de CD39 (POM-1) 0 CD73 (APCP) + los sustratos correspondientes y posteriormente
se evalud la produccion de ADO en placas de cromatografia en capa fina, de izquierda a derecha se colocaron los
estandares de ATP, ADP, AMP, ADO e Inosina en concentracion de 2.5 mM, seguidos de medios obtenidos en
diferentes horas (0, 2, 4y 6) de MSCs sin sustrato, con ATP 0 AMP, o inhibidores + sustratos.
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Tomando en consideracion la base estructural de nuestras moléculas (AMP y
ADO), lo cual les proporciona una polaridad alta, se empled una columna de fase
reversa para que proporcionara una baja hidrofobicidad y una alta selectividad
aromética y polar para mejorar la separacion de los diferentes componentes. La fase
movil utilizada fue muy polar y se mantuvo a un pH de 6.3 para asegurar la separacion
de nucledsidos y nucleotidos quedando en su forma sin carga. En la Figura 9 se
representa un cromatograma de UPLC donde se demuestra la separacion de una
mezcla de estandares de ATP, ADP, AMP, ADO e inosina corridos de manera
simultanea y analizados mediante un detector de UV a 260 nm, en este se puede
observar el tiempo de retencion de cada uno de los metabolitos lo cual es importante
para la identificacion de la molécula de interés la cual, en este caso, corresponde a
ADO, el tiempo de retencion fue de 2 minutos y el tiempo de corrida por muestra fue de

5 minutos.

Para lograr detectar las concentraciones por minimas que fueran en los
sobrenadantes, se realizé una curva de calibracion de ADO la cual fue obtenida a partir
de un analisis de regresion lineal, partiendo de una concentracion de 1 mg/mL y
realizando diluciones seriadas 1:100 hasta obtener 8 concentraciones diferentes, los
parametros de regresion incluyeron la ordenada al origen de —-5.28, la pendiente de
1.85 y un coeficiente de correlacién r? de 0.999 para ADO. El estandar se analizé por
triplicado, el porcentaje de RSD (Desviacion estandar de correlacion) fue de 98.84

indicando una precision satisfactoria en el andlisis (Figura 10 y Tabla 6).
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Figura 9. Cromatograma de UPLC. Cromatograma representativo de una mezcla de estandares de nucleétidos y
nucleésidos separados y analizados usando una columna de fase reversa UPLC acoplada a un detector UV (260 nm).
Las identidades relevantes de los picos son: ATP, ADP, AMP, Inosinay ADO.
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Figura 10. Curva de calibracién de la cuantificacion de ADO. Se muestra una regresion lineal de
diluciones seriadas 1:100 de 8 puntos partiendo de una concentracién de estandar de 1 mg/mL. La
ordenada al origen calculada fue de A= -5.28e+0.03; la pendiente de 1.854e+0.07; la ecuacion de
regresion lineal Y= 1.85e+0.07X -5.28e+0.03; RSD de 98.84, el RSD (E) de 0.37 con un error estandar

de 1.246e+0.03 v un coeficiente de correlacion r? de 0.999.

Tabla 6. Datos analiticos de la concentracion de ADO en la curva estandar.

Curva Tipo
Peak Adenosina
SampleName Area % Desviacion | Valor X | Valor calculado | Amount | Concentration | Units
1|STDADO 1:100 0.1 uL | 16686.74 18.466 0.0010| 0.0012 0.000 0.001 | ug
2| STDADO 1:100 0.5 uL | 88230.41 0.840 [0.0050 0.0050 0.003 0.005 | ug
3|STDADO1:100 1uL |179015.45 -0.633 10.0100| 0.0099 0.010 0.010 | ug
4/ STDADO 1:100 2uL | 363568.10 -0.565 10.0200f 0.0199 0.040 0.020 | ug
5|STDADO 1:100 3uL | 548742.51 -0431 10.0300| 0.0299 0.090 0.030 | ug
6|STDADO 1:100 5uL | 920716.09 -0.148 10.0500| 0.0499 0.250 0.050 | ug
7|STDADO 1:100 7uL | 1296269.84| 0249 |0.0700| 0.0702 0.490 0.070 | ug
8|STDADO 1:100 10 uL | 1849075.75| -0.021 |0.1000| 0.1000 1.000 0.100 | ug
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Una vez que el método fue estandarizado y validado, se procedio a inyectar en
el UPLC los sobrenadantes colectados de 3 muestras de cada una de las fuentes de
MSCs (Figura 11). Los datos analiticos obtenidos en la cuantificacion de ADO se

registraron en un tiempo de retencién de 2 minutos y la concentracién fue expresada
en pg/uL.

Los resultados mostraron que al adicionar AMP a los medios de cultivo y
mantenerlas por 6 h en cultivo, los sobrenadantes de MSCs de MO en promedio
presentaron 0.46 ug/uL de ADO, mientras que las MSCs de PD contenian una
concentracion de 0.48 ug/uL, en cuanto a los sobrenadantes obtenidos de MSCs de PL
y SCU presentaron una concentracion de 0.48 pg/uL y 0.32 pg/uL de ADO
respectivamente. Como controles se analizaron sobrenadantes obtenidos de MSCs
cultivadas en medio sin sustrato y sobrenadantes de MSCs estimuladas con el inhibidor
de CD73 + AMP, en el primer sobrenadante no hubo presencia detectable de ADO

mientras que en el segundo se encontr6é una concentracion de 0.05 pg/uL.

Sin embargo, estos datos fueron analizados para conocer la concentracién en
mM y asi poder compararlos con la concentracion inicial de 2.5 mM/mL de AMP que se
agrego a los cultivos, con ello encontramos que en los sobrenadantes de las MSCs de
MO y PD después de 6 h presentaron 1.79 mM/mL y 1.73 mM/mL de ADO
respectivamente. En cuanto a las MSCs de PL la concentracion de ADO fue de 1.87
mM/mL y en sobrenadantes de MSCs de SCU se present6 una concentracion de ADO
de 1.25 mM/mL, sin embargo, no hubo una diferencia estadistica significativa (p<0.05)

entre las concentraciones presentes en estos sobrenadantes. En cuanto a los controles
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sin sustrato e inhibidor + AMP las concentraciones fueron de 0 mM/mL y 0.21 mM/mL
de ADO respectivamente (Figura 12). Estos datos sugieren que todas las fuentes de

MSCs poseen una capacidad muy similar para producir ADO a partir de AMP.
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Figura 11. Cromatograma de la cuantificacion de ADO en MSCs de MO, PD, PL y SCU. Imagen
representativa de la presencia de ADO en los sobrenadantes obtenidos de las diferentes fuentes de
MSCs.
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Figura 12. Los sobrenadantes obtenidos de cultivos de MSCs de MO, PD, PL y SCU presentan
ADO. 5x10* MSCs de MO, PD, PL y SCU fueron cultivadas por 6 h en medio libre de suero y en
presencia, 0 no, de 2.5 mM de AMP, o0 AMP + un inhibidor de CD73 (APCP). Posteriormente se
evalu6 mediante UPLC la presencia de ADO en los sobrenadantes para determinar las
concentraciones en mM de ADO producidas por las MSCs. Los datos representan el promedio +
desviacion estandar de un experimento (n=3 muestras/fuente de MSCs). *Diferencia estadistica

significativa p < 0.01. Prueba de Tukey.
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8.4 La ADO producida por las MSCs de MO, PD, PL y SCU inhibe la proliferacién

de linfocitos CD3*

Finalmente se determind, si la ADO producida por las MSCs de cada fuente a partir de
AMP era capaz de inhibir la proliferacion de linfocitos CD3*. El primer paso para
concretar este objetivo fue determinar la concentracion requerida de ADO necesaria
para inhibicir de la proliferacion de linfocitos T CD3*. Para ello, se realiz6 una
estandarizacion de inhibicion con ADO sintética en la cual linfocitos T CD3* obtenidos
SP de donadores sanos fueron tefidos con CFSE y activados con perlas
CD2/CD3/CD28, al mismo tiempo fueron incubados con diferentes concentraciones de
ADO sintética (0, 31, 62, 125, 250, 500 y 1000 puM) y se mantuvieron en cultivo por 4
dias, la proliferacion fue evaluada mediante citometria de flujo. Los resultados
mostraron que, con respecto a la proliferacion de linfocitos sin ADO, a partir de los 250
UM la proliferacion comienza a reducirse de forma significativa (p<0.01) en un 35 %, a
500 uM se afecta al 50 %, mientras que a una concentracion de 1000 uM la proliferaciéon
se disminuye a casi un 40 % (Figura 13).

Determinada la concentracion ideal para inhibir mas del 50% de la proliferacion de
linfocitos CD3*, se realizaron cultivos de linfocitos a los cuales se les adicionaron 500
uL de sobrenadantes obtenidos de cada una de las fuentes de las MSCs que fueron
cultivadas en presencia de 2.5 mM/mL de AMP durante 6 h, dando un volumen total de
1 mL que contuviera aproximadamente la concentracion de 1000 uM de ADO. Los
resultados mostraron que, efectivamente, en los sobrenadantes de todas las fuentes

habia la concentracion de ADO necesaria para inhibir en casi un 50 % la proliferacion
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de los linfocitos CD3* de manera muy similar a cultivos que contenian una
concentracion de 1000 pM ADO sintética. Como controles se adicionaron
sobrenadantes obtenidos de MSCs que no fueron enriquecidas con el sustrato, asi
como sobrenadantes de MSCs enriquecidas con AMP, pero a las cuales se les habia
inhibido CD73 con APCP, en el primer caso no hubo inhibicién en la proliferacion. Sin
embargo, en el segundo hubo una inhibicion del 20 % aproximadamente, siendo no
significativa; con respecto al control. Esto posiblemente se debe a que en los
sobrenadantes de MSCs con inhibidor + AMP se presentan bajas concentraciones de
ADO, ademas, los linfocitos expresan CD73, por lo cual, ellos podrian estar
produciendo ADO al encontrarse en un medio rico en AMP y por tanto inhibir su
proliferacion (Figura 14). Estos datos revelan que las MSCs de MO, PD, PL y SCU
poseen capacidades similares para generar ADO a partir de AMP. Ademas de que esta
inhibe la proliferacion de células CD3* y por tanto, nos sugiere fuertemente que la
produccion de ADO podria ser uno de los mecanismos cruciales, ademas de los ya
ampliamente conocidos, que utilizan las MSCs para poder ejercer su efecto modulador

sobre el sistema inmundlogico.
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Figura 13. Inhibicién de la proliferacion de linfocitos CD3* con ADO sintética. 5x10* linfocitos
CD 3" tefiidos con CSFE, activados con perlas CD2/CD3/CD28 y cultivados con diferentes
concentraciones de ADO sintética (0, 31, 62, 125, 250, 500 y 1000 uM), se mantuvieron en cultivo
por 4 dias y posteriormente la proliferacion fue evaluada por citometria de flujo. Los resultados
representan el promedio + la desviacion estdndar de dos experimentos independientes (n=2

donadores CD3*/experimento). *Diferencia estadistica significativa p < 0.01. Prueba de Tukey.
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Figura 14. La ADO generada a partir de AMP por MSCs inhibe la proliferacion de linfocitos CD3*. 5x10*
linfocitos CD 3* tefiidos con CSFE, activados con perlas CD2/CD3/CD28 y cultivados con sobrenadantes obtenidos
de MSCs de MO, PD, PL o SCU [cultivadas, 0 no, en presencia de 2.5 mM/mL de AMP o AMP + un inhibidor de
CD73 (APCP) por 6 h] se mantuvieron en cultivo por 4 dias y posteriormente la proliferacion fue evaluada por
citometria de flujo. Los resultados muestran el promedio + la desviacion estdndar de cuatro experimentos
independientes (n=3 muestras/fuente de MSCs). *Diferencia estadistica significativa p < 0.01 con respecto al control
ADO. Prueba de Tukey.
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9 DISCUSION

En los ultimos afos, las propiedades biologicas de las MSCs han atraido la atencion
de investigadores de todo el mundo debido a su potencial aplicacion en el tratamiento
de diferentes padecimientos como las enfermedades inmunoldgicas. En la actualidad,
la MO representa la fuente principal de las MSCs. Sin embargo, debido a la dificulta
de obtenerlas de esta fuente, se hace necesaria la busqueda de fuentes alternativas
gue faciliten su obtencion, entre ellas podemos mencionar a las MSCs de PD, PLy
SCU (Haddad & Saldanha-Araujo, 2014), todas con caracteristicas similares, entre
ellas, su inmunofenotipo, capacidad de proliferacién, diferenciacién y regulacion del
sistema inmunoldgico (Castro-Manrreza et al., 2014; Vasandan et al., 2014), a pesar
del conocimiento previo sobre estas y varias fuentes méas, aun existen muchos vacios
con respecto a los mecanismos moleculares empleados por las MSCs para regular la
inmunidad en diferentes escenarios por lo que es indispensable ampliar la informacion

gue se tiene al respecto.

En 2006 las MSCs fueron definidas por la ISCT como aquellas células con
capacidad de adherirse a las superficies de plastico cuando se cultiva en condiciones
estandar, adquirir forma fibroblastoide, expresar un determinado panel de marcadores
fenotipicos y pueden diferenciar en adipocitos, condrocitos y osteocitos cuando se
cultivan en un medio inductor especifico (Dominici et al., 2006; Kyurkchiev et al.,
2014). Para demostrar que las muestras utilizadas en este estudio son MSCs se

procedié a evaluar estas caracteristicas confirmando que para las diferentes fuentes
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se presentaba el inmunofenotipo que caracteriza a una MSC, la capacidad de
adhesion y morfologia y presentan una capacidad similar de diferenciaciéon a
osteoblastos y condrocitos, sin embargo, la capacidad de diferenciacion adipogénica
es muy baja en PD, PL y SCU con respecto a la MO, la cual presenta una alta
capacidad de formacion de adipocitos. Estos resultados concuerdan con los
previamente reportados por nuestro grupo de trabajo (Castro-Manrreza et al., 2014;
Montesinos et al., 2009; Matamoros, 2016), sin embargo no existe un estudio que
justifique esta variabilidad en la capacidad de diferenciacion, una posible respuesta
seria considerar que las MSCs de diferentes fuentes estdn comprometidas a cumplir
una funcion especifica en su tejido de procedencia por lo cual suprimen algunas de

sus caracteristicas y enfocan su potencial a otras.

Como se menciond6 anteriormente, las MSCs poseen la capacidad de modular
el sistema inmunolégico a través de la secrecion de diferentes moléculas
inmunosupresoras, esta caracteristica ha sido reportada por nuestro grupo de trabajo,
y otros grupos a nivel mundial, en las MSCs de MO (Roemeling-van, et al., 2013;
Hernandez-Estéves, 2016), mientras que, en trabajos recientes se ha demostrado
esta capacidad en las MSCs derivadas de SCU, PL (Castro Manrreza et al., 2014) y
PD (Vasandan et al., 2014). Ademas, algunos grupos de trabajo han descrito un nuevo
mecanismo de inmunosupresion en las MSCs de MO, el cual corresponde a la via

adenosinérgica (Lee et al., 2014; Saldanha-Araujo et al., 2011; Sattler et al., 2010).

La via adenosinérgica tiene la capacidad de fosfohidrolizar el ATP en ADO, se

compone de dos ectonucleotidasas presentes en la membrana celular, la primera es
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CD39 la cual es responsable de hidrolizar el ATP en ADP y este a AMP, la segunda

ectonucleotidasa corresponde a CD73 que convierte el AMP en ADO.

Sattler y colaboradores (Sattler et al., 2010), demostraron en las MSCs de MO
de ratones por primera vez la presencia de CD39, seguidos de otros grupos de trabajo
gue lo demostraron en MSC de MO humana (Saldanha-Araujo et al., 2011). CD73 es
un marcador caracteristico de las MSCs (Dominici et al., 2006) sin embargo, pocos
han demostrado la expresion de CD39 en diferentes fuentes de MSCs. Nosotros
evaluamos la expresion de CD39 en MSCs de MO, PD, PL, y SCU encontrando bajos
porcentajes, en la MO encontramos tan solo un 9.5 %, algunos reportes han mostrado
gue CD39 se expresa al menos en un 20 % de la poblacién (Saldanha-Araujo et al.,
2011), sin embargo, otros indican la nula expresion de este marcador de superficie en
las MSCs de MO (Sundin et al., 2011). Un trabajo reciente realizado por Kerkela y
colaboradres (Kerkela et al., 2016), reportd la expresion de CD39 en diferentes
muestras de la MO y mostré que los porcentajes variaban entre el 30 al 70 % en sus
poblaciones analizadas. Todos estos estudios indican que existe una gran
heterogeneidad en la expresién de esta ectoenzima entre las diferentes muestra
analizadas a pesar de que todas son MSCs provenientes de la MO, esta podria ser la
razén por la cual nosotros encontramos una baja expresion en nuestras muestras
comparado a otras investigaciones. Por otro lado, el grupo de Kerkela analiz6 la
expresion de CD39 en MSCs de SCU reportando su nula expresion lo cual es similar
a nuestros resultados que corresponden al 0.7% de expresion en nuestras muestras

analizadas, mientras que en las MSCs de PD y PL solo encontramos 1 % de
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expresion. Aun no existe un trabajo que nos ayude a avalar los resultados obtenidos
para estas dos Ultimas fuentes, sin embargo, algunos reportes han mostrado que
células endoteliales de placenta expresan CD39 asociadas a caveolas en el interior
de la célula (Kittel et al., 2004), por lo que seria interesante analizar si existe presencia
intracelular de CD39 en las MSCs provenientes de esta fuente, mientras que otros
autores reportan baja expresion de CD39 en MSCs derivadas de otros tejidos dentales
(gingiva), que en conjunto con CD73 son responsables de producir ADO a partir de
ATP y asi, de ejercer un efecto inmunosupresor en linfocitos T (Chen et al., 2013). Es
importante mencionar que este Ultimo tejido se encuentra en un mayor reto
inmunoldgico que la PD y por tanto podria no recurrir de manera adicional a la via
adenosinérgica como uno de sus mecanismos inmunomoduladores, y por tanto, los
tejidos dentales podrian condicionar la presencia de esta via dependiendo de su

microambiente.

Ademas de evaluar el porcentaje de células que expresan CD39 y CD73 se
midi6 la IMF, la cual nos indica arbitrariamente, la cantidad de moléculas que estan
presentes en la membrana celular, encontrando que la expresion de CD39 es baja
para todas las MSCs de las diferentes fuentes, donde las MSCs de MO son la fuente
gue presenta mayor expresion. Sin embargo practicamente es nula, estos datos
concuerdan con Kerkeld y colaboradores (Kerkela et al., 2016), los cuales revelaron
gue la IMF de CD39 en MSCs de MO es baja, y en lo que respecta a las MSCs de
SCU fue nula la IMF lo cual concuerda con nuestros resultados. En cuanto a CD73 el

valor de la IMF en el caso de las MSCs de PD y PL fue mayor, estadisticamente, que
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en las MSCs de MO y de SCU, sin embargo, para todas las fuentes fue alto como ya
se ha reportado en algunos trabajos publicados (Montesinos et al., 2009; Castro

Manrreza et al., 2014; Matamoros, 2016).

Una vez determinada la expresiéon de CD39 y CD73 en las MSCs de diferentes
fuentes, se procedié a evaluar su capacidad de hidrolizar ATP o AMP a ADO, en
primer lugar se midié la concentracién de Pi en los sobrenadantes obtenidos de las
diferentes fuentes mostrando que solamente los provenientes de la MO contenian
concentraciones altas de Pi a partir de ATP a las 6 horas (60 nmol/mL), en
comparaciéon con las demas fuentes (20-30 nmol/mL). Por otro lado, aquellos
sobrenadantes de la MO que fueron adicionados con AMP también mostraron altas
concentraciones de Pi (60 nmol/mL) desde las 4 horas, comparadas con las otras
fuentes (20-30 nmol/mL) que expresaron estas concentraciones alrededor de las 6
horas, como un control se incluyeron cultivos que contenian inhibidores de las
ectonucleasas, sin embargo, se encontro liberacion de Pi principalmente en aquellos
cultivos que contenian ATP e inhibidor. Esto es probablemente debido a que existen
otros miembros de la familia de CD39 con funciones muy similares, las cuales podrian

ser responsables de este evento (Scarffi, 2014).

Ademas de esta prueba, mediante cromatografia de capa fina se mostrd que
todas las fuentes tienen la capacidad de generar ADO a partir de AMP a partir de las
2 horas y degradando todo el sustrato a las 6 horas, lo cual toma sentido ya que la
expresion de CD73 es alto, este resultado concuerda con un trabajo recientemente

publicado por Mora y colaboradores en 2016 (Mora-Garcia et al., 2016) donde mostro
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gue los sobrenadantes obtenidos de las MSCs de cérvix con cancer y de cérvix
normal, contiene mayores concentraciones de ADO hasta las 5 horas después de

haber sido enriquecidos los cultivos con AMP.

Por otro lado, las MSCs de MO fueron las Unicas en producir ADO a partir de
ATP, a diferencia de lo observado en los cultivos de MSCs + AMP, este proceso es
lento, se forma poca ADO y no se degrada todo el sustrato, esto seguramente debido
a que la expresion de CD39 es baja en esta fuente. Estos resultados en MO, ya se
habian demostrado en trabajos anteriores (Saldanha-Araujo et al., 2011; Lee et al.,
2014), donde esta fuente si produce ADO a partir de AMP en tiempos cortos y ADO a
partir de ATP, sin embargo, en este ultimo no se ha mostrado el tempo exacto en que
ocurre, solo se ha observado que en tiempos de al menos 1 hora no hay produccién
de ADO (Kerkela et al., 2016). En el caso de MSCs de cérvix normal, donde la
expresion de CD39 es baja, el proceso de produccion de ADO a partir de ATP se
comienza a visualizar hasta las 6 horas de la misma manera que en nuestros
resultados (Mora-Garcia et al.,, 2016). El hecho de que en las MSCs de las otras
fuentes no se lleve a cabo el mecanismo se debe a que en ellas practicamente no
expresan esta Ultima ectonucleotidasa. Otra posible respuesta de porque no se
encuentra ADO en los sobrenadantes a pesar de que en ellos hay presencia de Pi, es
debido a que en las MSCs existe una gran variedad de receptores y transportadores
de nucleotidos y nucledsidos como ATP, ADP, UDP, etc., (Scarfi, 2014), por esto,
existe una posibilidad de que las MSCs, principalmente de PD, PL y SCU, estén

absorbiendo los nucledtidos del medio para cumplir otras tareas bioldgicas que estas
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células consideran importantes y se libere Pi al medio. Sin embargo, es importante
recalcar que al inhibir ambas ectonucleasas, no se pudo detectar presencia de ADO
a partir de AMP y en el caso de las MSCs de MO tampoco a partir de ATP. Esto nos
da una prueba contundente de que la produccion de ADO es mediada por CD39 y
CD73y que de existir algiin otro mecanismo que este fosfohidrolizando los nucleétidos

presentes, estos no estan repercutiendo fuertemente en la produccion de ADO.

Después de observar que las MSCs de PD, PL y SCU solo podian producir
ADO a partir de AMP de manera similar a las MSCs de la MO y que éstas ultimas no
producian suficiente ADO a partir de ATP, se evaluaron solo los sobrenadantes de las
MSCs cultivadas con AMP por 6 horas en una Ultima prueba que corroborara la
presencia de ADO, asi como la concentracion presente en estos sobrenadantes, la
cual fue cromatografia UPLC. Nuestros resultados con esta prueba mostraron que las
MSCs de todas las fuentes producen ADO de manera muy similar, ya que en todas se
encontraron 1-2 mM, es interesante comentar que la concentracién de AMP inicial era
de 2.5 mM, sin embargo esta concentracion en ADO no fue similar al analizar los
sobrenadantes, esto podria ser explicado debido a que bajo condiciones fisiolégicas
normales en un organismo existen bajas concentraciones de nucleotidos en los
medios extracelulares que no activan a la via adenosinérgica, el incremento de la
concentracion de nucleétidos en exceso es considerada una sefial de peligro y por
tanto es la responsable de su activacion para contrarrestar la situacion (Eltzschig et
al., 2012) y al estabilizarla, el mecanismo vuelve a inactivarse. Interesantemente en

los sobrenadantes de las MSCs + AMP en los que fue inhibido CD73, se encontré una
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baja presencia de ADO, esto podria ser por algun otro mecanismo que estén
empleando las MSCs para producir ADO y poder reducir el AMP del medio

extracelular.

Finalmente, como una prueba para corrobora la concentracion de ADO que se
estimo en los sobrenadantes asi como su funcionalidad, se evalud la inhibicion de la
proliferacion de linfocitos T CD3* a partir de la ADO producida por las MSCs. El primer
paso fue determinar la concentracion necesaria para abatir la proliferacion y para ello
se utilizaron diferentes concentraciones de ADO sintética, se observé que una
concentracion de 1000 uM tiene un efecto inhibidor de al menos un 50 % en la
proliferacion de los linfocitos, conocido esto, se cultivaron linfocitos CD3* en presencia
de sobrenadantes con una concentracion similar y se observé que estos tenian la

misma capacidad inhibitoria que la ADO sintética.

A pesar de que la concentracion de ADO era alta, no pudo abatir en un 100 %
la proliferacién, esto se puede explicar debido a la presencia de la ADA que se expresa
en los linfocitos activados, la cual transforma a la ADO en Inosina perdiendo asi su
funcidon biolégica que ejerce sobre los linfocitos (Saldanha-Araujo et al., 2011),
algunos trabajos han demostrado que la inhibicién de esta molécula permite que la
ADO haga efecto aln en concentraciones bajas (Kerkela et al., 2016), por otro lado
se sabe que la ADO estimula la produccion y proliferacion de linfocitos T reguladores
(Bono et al., 2015), esto podria explicar la razon de que las concentraciones de altas
de ADO no abaten totalmente la proliferacion de los linfocitos, ya que en nuestro caso

podrian estar induciendo la diferenciacion de estos linfocitos por lo cual seria
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interesante conocer con exactitud el efecto que produce la ADO sobre cada poblacién

de linfocitos CD3".

En resumen, estos resultados sugieren que todas las fuentes de las MSCs
expresan altos niveles de CD73 a nivel de poblacion como de membrana plasmaética,
sin embargo, el porcentaje de CD39, fue practicamente nulo en las MSCs provenientes
de PD, PL y SCU, en la MO hay un mayor porcentaje de expresion en la poblacion de
células que en las otras fuentes de MSCs, aunque, su expresion en la membrana
celular es bajo. Se demostré que todas las fuentes producen ADO a partir de AMP,
pero solo la MO produce ADO a partir de ATP. En el caso de la produccion de ADO a
partir de AMP encontramos que todas las fuentes tienen la misma capacidad de
hidrélisis y que son capaces de producir la suficiente concentracion de ADO para
inhibir la proliferacion de linfocitos CD3*. Este es el primer estudio que evalia la
participacion de la via adenosinérgica en la capacidad inmunosupresora entre las
MSCs provenientes de la MO y aquellas de PD, PL y SCU de manera comparativa.
Es importante conocer los mecanismos moleculares y bioquimicos implicados en las
propiedades inmunosupresoras de las fuentes de MSCs alternativas a la MO y asi,
contar con nuevas y mejores herramientas enfocadas hacia la medicina regenerativa.
Si bien, nosotros encontramos que las MSCs de PD, PL y SCU no presentan el
mecanismo completo de la via adenosinérgica como MO, el hecho de que posean una
parte de este mecanismo tan efectivo como las MSCs de la MO aun nos deja abierta

la ventana a la posibilidad de poder utilizar estas fuentes, bajo ciertas condiciones,
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como alternativas para el tratamiento clinico de diferentes enfermedades autoinmunes

gue aun carecen de un tratamiento efectivo.

10 CONCLUSIONES

Las muestras utilizadas en este estudio presentaron inmunofenotipo, morfologia

y capacidad de diferenciacion, que son caracteristicos de las MSCs.

Las poblaciones de MSCs de MO, PD, PL y SCU presentan porcentajes altos de

CD73.

Las poblaciones de MSCs de provenientes de PD, PL y SCU practicamente no

expresaron CD39, sélo la MO expresé niveles bajos de CD39.

Dado que solo las MSCs de MO expresaron CD39, fueron capaces de generar
ADO a partir de ATP a diferencia de aquellas provenientes de las otras fuentes

analizadas.

CD73 es funcional en las MSCs derivadas de las diferentes fuentes dado que es
capaz de generar ADO a partir de AMP y esta funcionalidad es similar en todas

las fuentes.

La ADO producida a partir de AMP por las mesenquimales de MO, PD, PL y SCU

inhibio la proliferacion de linfocitos T CD3*.
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e Estos resultados nos dan un mayor conocimiento de las propiedades
imunosupresoras de las fuentes de MSCs alternativas a la MO, lo cual enriquece
el potencial para su posterior aplicaciéon en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes que aun carecen de un tratamiento clinico que las erradique o

controle con efectividad.

11 PERSPECTIVAS

» Determinar el efecto de la ADO producida por las MSCs de MO, PD, PL y SCU
sobre las diferentes subpoblaciones de linfocitos CD3* (CD4* CD8" y Treg).

» Determinar si la ADO producida por las MSCs de MO, PD, PL y SCU tiene un
efecto autocrino para producir citocinas anti-inflamatorias.

» Evaluar si el estimulo con citocinas pro-inflamatorias como TNF-a y/o IFN-y
sobre las MSCs de MO, PD, PL y SCU puede inducir la expresion de CD39.

» Determinar si la via adenosinérgica esta presente en otras fuentes MSCs
neonatales como cordén umbilical y tejidos adultos como ligamento

periodontal y tejido gingival.
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