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Resumen y Abstract Vi

Resumen

En la ultima década, los avances en la comprensiéon del rol de las células estromales
mesenquimales (CEM) en los diversos procesos de homeostasis, reparacion vy
regeneracion tisular, asi como su papel determinante en la regulacion de respuestas
inflamatorias a nivel local y sistémico, han acelerado el intenso desarrollo de plataformas
biotecnoldgicas entorno a su potencial de aplicacién como herramientas terapéuticas para
uso clinico. Mas de 1300 ensayos clinicos a nivel global se han llevado a cabo en la ultima
década con el objetivo de determinar la eficacia terapéutica de productos medicinales
basados en terapia celular con CEM. Si bien las CEM han demostrado ser seguras, los
datos clinicos conseguidos sefialan resultados no consistentes en términos de efectividad
en distintos escenarios clinicos, principalmente debido al desempefio del producto celular
durante su aplicacién clinica. Estrategias para mejorar la potencia y desempefo de
productos medicinales basados en CEM podrian involucrar el uso de herramientas de
transferencia génica que permitan incrementar la viabilidad y el efecto terapéutico del
principio activo celular in vivo, sin generar riesgos adicionales para el paciente tratado.
Aunque existe un auge actual en el uso de este tipo de estrategias para generar productos
de terapia celular avanzados, su aplicacién en el mejoramiento de productos basados en
CEM no ha sido significativamente explorado. En este trabajo de tesis se exploraron
diversas metodologias experimentales orientadas a determinar la factibilidad y utilidad de
la modificacion genética de las CEM vy las vesiculas extracelulares (VEs) derivadas de
estas, como potencial herramienta biotecnoldgica para el desarrollo y mejoramiento de
productos medicinales derivados de estos componentes para futuro uso clinico. Con esta
perspectiva, el trabajo permitié confirmar que la modificacién génica de este tipo celular a
partir de métodos no-virales y virales, es técnicamente factible y seguro y abre una ventana
de oportunidad para el desarrollo de metodologias avanzadas para la generacion de
productos medicinales de terapia avanzada con alto potencial de aplicacién clinica. Asi
mismo, el trabajo introduce y valida tecnologias para el aislamiento y caracterizacion de
VEs derivadas de CEM que amplian el campo del conocimiento sobre este tipo de

nanoparticulas para su futura aplicacion en el contexto médico.
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Abstract

In the last decade, advances in understanding the role of mesenchymal stromal cells
(MSCs) in homeostasis, repair and tissue regeneration, as well as regulation of
inflammatory responses at local and systemic levels, have inspired prodigious efforts into
the development of MSC biotechnological platforms for potential application as therapeutic
tools in clinical settings. As a result, more than 1300 clinical trials worldwide have been
carried out to define the therapeutic efficacy of medicinal products based on MSC cell
therapy. Disappointingly, although MSCs have been shown to be safe, effectiveness
studies have given inconsistent results in different clinical settings, mainly due to variable
performance of the cell product during its clinical application. Therefore, strategies are still
needed to improve the potency and performance of MSC-based medicinal products. One
approach could include the use of gene transfer tools to increase the viability and
therapeutic effect of the cells in vivo, without generating additional risks for the treated
patient and there is increasing interest in the use of this strategy to generate advanced cell
therapy products. However, its application in the improvement of MSC-based products has
not been considerably explored. In this study, different experimental methodologies were
examined to determine the feasibility and usefulness of genetically modifying MSCs and
their extracellular vesicles (EVs) as a potential biotechnological tool for the development
and improvement of medicinal products derived from these components. With this
perspective, we present results confirming that genetic modification of MSCs using non-
viral and viral methods is technically feasible and safe supporting existing initiatives
towards the development of advanced methodologies for the generation of therapeutic
products with a high potential for clinical application. In addition, we develop and validate
technologies for the isolation and characterization of MSC-derived EVs extending the field
of knowledge about this type of nanoparticle and supporting future applications of MSC-

EVs in the medical context.
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Introduccion

Recientemente ha habido un gran interés en el estudio de las células estromales
mesenquimales (CEM), como candidatas atractivas para el desarrollo de estrategias de
terapia celular en varios contextos clinicos. Esto debido a sus caracteristicas incluyendo la
proliferacion ex vivo a largo plazo, potencial de diferenciacion multilinaje y propiedades de
inmunomodulacién. Las CEM humanas son tipicamente aisladas de médula ésea (MO).
No obstante, es ahora claro que la MO no representa la mejor fuente disponible de CEM.
Otras fuentes han sido estudiadas, en donde la gelatina de Wharton (GW) de corddn

umbilical ha llamado la atenciéon como fuente promisoria para aislar CEM.

La Unidad de Terapias Avanzadas (UTA) se ha constituido como una plataforma de
investigacion traslacional en estrategias terapéuticas basadas en células, tejidos y genes.
En esta plataforma cientifica se estan realizando procesos de investigacion, validacion de
protocolos y desarrollo de productos de terapia avanzada para el manejo de patologias
degenerativas que tienen alto impacto en la calidad de vida de los pacientes y generan
altos costos asistenciales en el sistema de salud. Este tipo de productos ha mostrado
factibilidad en su desarrollo y su posterior implementacion clinica. A nivel mundial este
producto celular ya ha sido escalado a grado clinico y esta siendo usado intensamente en
ensayos clinicos en diferentes aplicaciones clinicas. En la base de datos Clinicaltrials.gov,
se listan mas de 1327 estudios hechos con mas de 30 mil pacientes utilizando CEM, lo que
demuestra que el campo de aplicacion continda en expansion y que la generacion de
productos basados en CEM-GW ofrecen una buena alternativa clinica a las CEM derivadas

de fuentes adultas.

En la UTA también ha habido un gran interés por investigar los mecanismos celulares y
moleculares implicados en la inmunomodulacién de procesos inflamatorios de las CEM-
GW. Los resultados de los diferentes modelos in vitro desarrollados, han permitido
proponer diferentes mecanismos celulares y moleculares mediante los cuales las CEM

ejercen su capacidad de inmunomodulacién, dando cuenta de la participacion de ciertas



2 Introduccidén

moléculas cuya funcién ya ha sido descrita en los diferentes procesos del sistema inmune.
Esta informacion le ha permitido a la UTA conocer mas sobre la biologia de las CEM-GW
y plantear nuevos desafios cientificos con los que se busca potenciar algunas de las
caracteristicas y funciones biologicas de las CEM-GW. Esto permitiria optimizar el
desarrollo eficaz de aproximaciones terapéuticas basadas en células para condiciones
patolégicas relacionadas con inflamacién, regeneracion de tejidos y con el sistema inmune

(por ejemplo, enfermedades autoinmunes).

En este trabajo, se pretendié implementar algunos protocolos para la modificacion genética
de las CEM utilizando diferentes herramientas de ingenieria genética (terapia génica). Por
otro lado, una aplicacion de gran interés es el uso de vesiculas extracelulares (VESs)
derivadas de las CEM-GW modificadas genéticamente en diferentes ensayos funcionales
in vitro, tales como inmunomodulacion y regeneracion de tejidos. La modificacion genética
de las CEM-GW busca potenciar las propiedades de aplicacion de las VEs en los procesos
biologicos anteriormente mencionados. En ese sentido, un elemento innovador importante
que pretendié introducir el presente proyecto de investigacidn es el aislamiento y
caracterizacion de las VEs derivadas de cultivos de CEM-GW modificadas genéticamente,
e indagar su efecto bioldgico sobre el proceso biolégico especifico de inmunomodulacion.
Dado que la investigacion de las CEM en este aspecto no esta completamente
desarrollada, los resultados de este trabajo podran generar datos inéditos dentro del
campo de investigacién en VEs. Esto permitira optimizar el desarrollo eficaz de
aproximaciones terapéuticas basadas en un sistema libre de células en el que se utilicen
las VEs derivadas de las CEM para condiciones patoldgicas relacionadas con inflamacion,

regeneracion de tejidos y autoinmunidad.

De acuerdo con resultados previos de los analisis de transcriptomica de las CEM-GW en
el grupo de investigacion de la UTA, se identificd la expresion de algunas moléculas cuya
funcién ha sido implicada en importantes mecanismos de supervivencia, diferenciacion e
inmunomodulacion (Cruz-Barrera et al., 2020). Por lo tanto, disefiar una estrategia de
transferencia génica para sobreexpresar una molécula de interés cuya funcion es
fundamental en los mecanismos de proliferacion, supervivencia y de diferenciacion de las
CEM, fue objetivo de este proyecto. En este caso se planted expresar y evaluar el papel
de un factor de crecimiento critico para la supervivencia y diferenciacion de las CEM como

lo es el factor de crecimiento fibroblastico basico (FGFb, FGF2), en las propiedades
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funcionales de las células, asi como de las VEs derivadas de las células modificadas. De

manera general, se propuso modificar genéticamente las CEM para sobreexpresar esta

molécula y, posteriormente evaluar el impacto de la modificacion genética en las

caracteristicas bioldgicas y propiedades funcionales de las CEM, en experimentos de

diferenciacion e inmunomodulacién in vitro.

El esquema general de este proyecto de investigacién se resume en la Figura 1.

Proyecto de Investigacion
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Figura 1. Mapa conceptual general del proyecto de investigacion. Los circulos en rojo muestran la
ubicacion de los objetivos especificos propuestos para el proyecto.



4 Introduccidén

Objetivo General

Desarrollar estrategias de ingenieria genética utilizando herramientas de transferencia
génica, para el mejoramiento de terapias avanzadas basadas en células estromales
mesenquimales de gelatina de Wharton de corddon umbilical (CEM-GW) y sus derivados,

las VEs, para uso clinico.

Objetivos Especificos

1. Disefar y construir una estrategia de ingenieria genética basada en la
incorporacién de un gen funcional en un vector no-viral y uno viral, como
herramientas para la modificacion de CEM-GW.

2. Aplicar herramientas de modificacién genética mediante vectores no-virales en
CEM-GW vy evaluar sus efectos biolégicos en términos de diferenciacion e
inmunomodulacion.

3. Aplicar herramientas de modificacién genética mediante vectores virales en CEM-
GW vy evaluar sus efectos biolégicos en términos de diferenciacién e
inmunomodulacion.

4. Evaluar metodologias para el aislamiento de vesiculas extracelulares derivadas de
las CEM-GW, mediante la caracterizacién biofisica y la funcién bioldgica en
inmunomodulacion.

5. Evaluar estrategias de modificacion genética y su aplicacion en el mejoramiento de
la produccion y propiedades funcionales de las VEs derivadas de las CEM-GW,

para su posterior aplicacion clinica.
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1.1 Células Estromales Mesenquimales

La presencia de células madre no hematopoyéticas en la médula ésea (MO) fue sugerido
por primera vez a partir de las observaciones del patdlogo aleman Cohnheim hace 130
anos. Su trabajo planted la posibilidad de que la MO podria ser fuente de fibroblastos

durante el proceso normal de reparaciéon de una herida (Prockop, 1997).

Posteriormente, el trabajo de Friedenstein evidencié que la MO contenia células que
podrian diferenciarse en otros tipos celulares mesenquimales, similar al de los fibroblastos.
También observaron que las células podian diferenciarse en ciertas colonias que parecian
tener depésitos de hueso y cartilago (Friedenstein, Gorskaja, & Kulagina, 1976).
Posteriormente, otros grupos confirmaron las mismas observaciones de Friedenstein
(Ashton et al., 1980; Bab et al., 1986), y desde entonces se establecié que estas células
aisladas mostraban caracteristicas de multipotencialidad y podian diferenciarse en linajes
consistentes con osteoblastos, condrocitos, adipocitos, e incluso mioblastos. Estos
hallazgos condujeron a explorar el uso de estas células como progenitores para
reemplazar o reparar tejidos danados de origen mesenquimal en el campo de la ingenieria
de tejidos. Desde su identificacién se han propuesto varios nombres para reflejar la
comprension variable de las propiedades de las células estromales mesenquimales (CEM),
lo que resulta en el uso de varios términos diferentes para describir el mismo tipo de célula.
En 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) propuso el término “Células
Estromales Mesenquimales Multipotentes”. Mas recientemente, Arnold Caplan (Caplan &
Correa, 2011) sugirio que el acrénimo MSC (CEM por sus siglas en inglés) podria referirse
a “Medicinal Signaling Cells” (Células de Senalizacion Medicinal), para reflejar que el
beneficio terapéutico primario de las CEM puede atribuirse a la secrecién de moléculas

bioactivas en lugar de la regeneracion de tejidos.
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Para ser consistente con la caracterizaciéon de las CEM vy facilitar el intercambio de datos
entre los investigadores, la ISCT propuso un set minimo de criterios para definir las CEM.
Primero, las CEM deben ser adherentes al plastico durante el cultivo y presentar morfologia
como fibroblastos. Segundo, las CEM deben presentar un inmunofenotipo especifico por
la expresion de las moléculas de superficie CD105, CD73 y CD90, y la no expresion de las
moléculas CD45, CD34, CD31, CD14 (alternativamente CD11b), CD79 alfa o moléculas
del antigeno leucocitario humano clase Il (HLA)-DR. Tercero, las CEM deben diferenciarse

in vitro en osteoblastos, adipocitos y condroblastos (Dominici et al., 2006).

1.1.1 Caracteristica in vitro de las CEM

Las CEM han sido aisladas de diferentes fuentes de tejidos adultos, médula ésea (MO),
tejido adiposo (TA), tejido gingival, dermis, sangre, y de tejidos fetales como fluido
amniético, placenta y cordén umbilical (CU, gelatina de Wharton — GW y sangre de cordén
umbilical - SCU); mostrando heterogeneidad fenotipica (Colter, Class, DiGirolamo, &
Prockop, 2000; Zuk et al., 2002). Una vez las células se adhieren al plastico y llegan a una
fase logaritmica, estas se dividen rapidamente con tiempos de doblaje que dependen del

donante y la densidad sembrada inicialmente.

Fenotipicamente, las CEM expresan una serie de marcadores, ninguno especifico de estas
células. De manera general se acepta que las CEM no expresan los marcadores
hematopoyéticos CD45, CD34, CD14 o CD11. Estas células tampoco expresan las
moléculas co-estimulatorias CD80, CD86 o CD40, o las moléculas de adhesion CD31
(molécula de adhesion de las células endoteliales/plaquetarias — PECAM-1), CD18
(antigeno-1 asociado a la funcién leucocitaria — LFA-1), o CD56 (molécula-1 de adhesion
celular neuronal); y expresan CD105 (SH2), CD73 (SH3/4), CD44, CD90 (Thy-1), CD71, y
Stro-1 asi como las moléculas de adhesion CD106 (molécula de adhesion celular vascular
— VECAM-1), CD166 (molécula de adhesién celular de leucocitos activados — ALCAM-1),
molécula de adhesion intercelular (ICAM-1), y CD29 (Conget & Minguell, 1999;
Haynesworth, Baber, & Caplan, 1992; Le Blanc, Tammik, Rosendahl, Zetterberg, &
Ringden, 2003). Las CEM aisladas de otras especies no expresan todas las mismas
moléculas que las células de origen humano, por ejemplo, las CEM de fuentes humanas y
de ratas no han mostrado expresion de CD34, mientras que las células de una fuente de

raton muestran expresion variable del marcador (Peister et al., 2004). Por otro lado, la
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expresion de las moléculas de superficie esta influenciada por los factores secretados por
otros tipos celulares presentes en los pases iniciales de aislamiento, asi que la expresion
in vitro de algunos marcadores de las CEM no siempre correlaciona con los modelos de
expresion in vivo (Gronthos, Simmons, Graves, & Robey, 2001). También hay expresion
variable de muchos de los marcadores mencionados debido a la variacién en la fuente de

tejido, el método de aislamiento y cultivo.

1.1.2 Diferenciacion in vitro de las CEM

Ademas de la identificacion de las CEM basada en sus caracteristicas morfologicas y
fenotipicas, una manera adicional para caracterizar las poblaciones de CEM es por su
capacidad de diferenciacién in vitro en hueso, grasa y cartilago. El método clasico de
diferenciacién in vitro de las CEM en osteoblastos involucra la incubacion de una
monocapa confluente de CEM con &cido ascorbico, B-glicerofosfato y dexametasona
durante 2-3 semanas. Las CEM forman agregados o ndédulos que muestran acumulacién
de calcio durante el tiempo e incrementan la expresién de fosfatasa alcalina (Pittenger et
al., 1999). Estos agregados son positivos a tincién con rojo de alizarina. Sin embargo, estas
condiciones no reflejan las sefales fisiologicas que las CEM reciben para inducir
osteogénesis de manera in vivo. En la diferenciacién adipogénica, las CEM son incubadas
con dexametasona, insulina, isobutil metil xantina e indometacina. Bajo estas condiciones
experimentales hay acumulacion de vacuolas ricas en lipidos dentro de las células y hay
expresion del receptor y2 activado por proliferacion de peroxisoma, lipoproteina lipasa y la
proteina de union a acidos grasos aP2 (Pittenger et al., 1999). Las vacuolas se combinan
y llenan las células, esta acumulacion de lipidos en las vacuolas se tifien con Oil red. En
la diferenciacion condrogénica, un pellet de CEM (micromasa) se obtiene por
centrifugacion y se cultiva en presencia del factor de crecimiento transformante 8 (TGF-B).
El pellet de células desarrolla una morfologia rica en matriz, cuya tincién con azul de
toluidina indica abundancia de glicosaminoglicanos. Las células también producen

colageno tipo Il, el cual es caracteristico del cartilago articular (Mackay et al., 1998).

Estudios posteriores han demostrado que las CEM también pueden diferenciarse, bajo las
condiciones in vitro apropiadas, en tenocitos, miocitos esqueléticos, neuronas y células del
mesodermo visceral (células endoteliales). Se ha reportado que la diferenciacién en

células similares a neuronas (neuron-like cells) expresan marcadores tipicos de neuronas
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maduras. Sin embargo, existe evidencia de que estas células diferenciadas carecen de los
canales idnicos controlados por voltaje necesarios para generar potenciales de accion, por
lo tanto, estas células no pueden ser actualmente clasificadas como neuronas verdaderas
(Kohyama et al., 2001; Wakitani, Saito, & Caplan, 1995; Woodbury, Schwarz, Prockop, &
Black, 2000).

1.1.3 Caracteristicas inmunolégicas de las CEM
El fenotipo inmune de las CEM, descrito como MHC I*, MHC II-, CD40-, CD80" y CD86, es

definido como no inmunogénico, lo que sugiere que el trasplante a un receptor alogénico
no requiere inmunosupresion. Aunque la presencia de moléculas MHC | podrian activar las
células T, la ausencia de las moléculas co-estimulatorias (CD40, CD80 y CD86) no
acoplaria una segunda sefal, generando células T anérgicas. Existen diferentes reportes
que demuestran que las CEM tienen propiedades inmunomoduladoras, en las que se
incluyen modular la funcién y activacion de las células T (Bartholomew et al., 2002; Di
Nicola et al., 2002), afectar la funcién y maduracion de las células dendriticas (X. X. Jiang
et al., 2005) e inhibir de manera in vitro la proliferacion, diferenciacion y quimiotaxis de las
células B (Corcione et al., 2006). Algunos reportes han demostrado que el contacto célula-
célula se requiere para generar el efecto inmunomodulador, mientras otros reportes han

mostrado que el efecto depende de factores solubles.

A pesar de la discrepancia en los mecanismos por los cuales las CEM ejercen su efecto
inmunomodulador, hay evidencia que demuestra que las observaciones in vitro pueden
trasladarse al escenario in vivo. Se ha reportado que la administracién in vivo de CEM
aisladas de babuinos prolonga de manera significativa la supervivencia de injertos de piel
no compatible con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en babuinos
inmunocompetentes (Bartholomew et al., 2002). Otros reportes muestran que las CEM
aisladas de fuentes humanas al ser administradas in vivo mejoran el resultado del
trasplante alogénico al promover el injerto hematopoyético (Lazarus et al., 2005) e impedir
el desarrollo de la enfermedad injerto contra huésped (EICH) (Le Blanc et al., 2004). En
modelos animales de enfermedades autoinmunes existen reportes en los que la
administracion sistémica de las CEM generd un notable mejoramiento en los sintomas de
la enfermedad (Zappia et al., 2005). Estos resultados de ensayos pre-clinicos, asi como

de ensayos clinicos en fases tempranas (I — I/ll) han demostrado que las CEM pueden
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tratar de manera eficiente enfermedades relacionadas con inflamacion y autoinmunidad
debido a las diversas propiedades de inmunomodulacion de estas células. Sin embargo,
otros estudios han mostrado que las CEM no ofrecen beneficio en algunos modelos
animales de enfermedad inflamatoria (Djouad et al., 2005). Por lo tanto, se ha sugerido
que las CEM no modificadas serian inadecuadas para el tratamiento de ciertas

enfermedades inflamatorias.

1.2 Mecanismos de inmunomodulacion

1.2.1 Estimulacion del efecto inmunomodulador de las CEM

Durante la respuesta inmune las CEM se comunican con el microambiente inflamatorio,
donde interactuan activamente con células del sistema inmune innato y adaptativo (Najar
et al., 2016). Estas interacciones celulares son favorecidas por la expresiéon de un gran
numero de moléculas de superficie que incluyen miembros de la familia de integrinas y
moléculas de adhesion (Majumdar et al., 2003). De manera paralela a estas interacciones
las CEM también son sensibles a moléculas del microambiente inflamatorio, el cual
determina el destino bioldégico de las células. En efecto, la propiedad de inmunomodulacién
de las CEM no es constitutiva sino inducida por las citoquinas inflamatorias secretadas
principalmente por las células activas del sistema inmune (innato y adaptativo). Las
citoquinas influyen criticamente en el efecto inmunomodulador de las CEM, esto
dependiendo del tipo de citoquina y su concentracion, confirmando que Ila

inmunomoduladora de las CEM demuestra gran plasticidad (D. Wang et al., 2014).

Dependiendo del ambiente en el que las CEM son expuestas y su origen tisular, las células
pueden adoptar un fenotipo anti-inflamatorio (inmunosupresor) o pro-inflamatorio
(Waterman, Tomchuck, Henkle, & Betancourt, 2010). Las citoquinas pro-inflamatorias
activan a las CEM via el receptor Toll-like 3 (TLR3) y las dirigen a un fenotipo
inmunosupresor: supresion de proliferacion y activacion de células dendriticas (CDs),
macrdéfagos, células B, células T, células natural killer (NK), células natural Killer T (NKT) y
neutrofilos. De esta manera, en un ambiente pro-inflamatorio las CEM responden
secretando citoquinas anti-inflamatorias, como TGF-[3, IL-10, factor inhibitorio de leucemia
(LIF), galectina-1, galectina-3 y semaforina-3A (Bright, Kerr, & Sriram, 1997; Kalinski, 2012;

Lepelletier et al., 2010; Nasef et al., 2008). Todos estos factores suprimen la proliferacion
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de las células T y son sobre-regulados (upregulated) ante la estimulacién de CEM con
inductores inmunes tales como TNF-a (factor de necrosis tumoral a) e IFN-y (interferén y)
(Sivanathan, Gronthos, Rojas-Canales, Thierry, & Coates, 2014). Por otro lado, la
activacion del receptor Toll-like 4 (TLR4) conduce a las CEM a un fenotipo pro-inflamatorio,
en el cual las células secretan factores pro-inflamatorios, como IL-6 e IL-8, promoviendo la
activacion de células T y neutrdfilos e intensificando la respuesta inmune (Yan et al., 2014).
Estos hallazgos sugieren que las CEM requieren estimulacion para manifestar sus
propiedades de inmunomodulacion. Los factores de estimulacion mas utilizados para la
activacion de las CEM son IFN-y, TNF-a e IL-1B. A través de la compleja interaccién entre
estos factores pro-inflamatorios, se establece la produccién y actividad de varias moléculas

de inmunomodulacién producidas por las CEM (Zachar, Baenkova, & Rosocha, 2016).

1.2.2 Efecto inmunomodulador en las poblaciones celulares del
sistema inmune

Los mecanismos implicados en las funciones de inmunomodulaciéon de las CEM aun no
estan totalmente claros. Se ha reportado que los mecanismos involucran el contacto célula-
célula, la secrecion de factores solubles, la induccion de anergia, de apoptosis y de células
inmunes regulatorias. En este sentido, las CEM se proponen como células moduladoras
del sistema inmune. Un gran numero de estudios se han enfocado en el papel que
desempefan los mediadores solubles en la inmunomodulacion dependiente de las CEM.
Se ha reportado que muchos factores y citoquinas toman parte en estos efectos, con
resultados divergentes (Soleymaninejadian, Pramanik, & Samadian, 2012).
Adicionalmente, el perfil de expresion, asi como el papel de estos mediadores de
regulacién, no es el mismo en diferentes especies (S. Ma et al., 2014). De manera paralela,
poco se conoce sobre los componentes celulares que contribuyen con los efectos de
inmunomodulacién. Las CEM pueden impedir las respuestas inmunes mediadas por las
células T, células B, células presentadoras de antigeno (APCs) y células NK. Al inducir
cambios criticos en la inmunobiologia (Duffy, Ritter, Ceredig, & Griffin, 2011; Franquesa,
Hoogduijn, Bestard, & Grinyo, 2012; Ribeiro et al., 2013) de estas poblaciones celulares,
se ha propuesto que las CEM pueden re-educar las células del sistema inmune para inducir
la generacion de tipos celulares de caracteristicas inmune regulatorias (Tregs, Bregs,
APCs y NKs regulatorias) con propiedades tolerogénicas (Hoogduijn, 2015). Para ello, las

CEM utilizan multiples vias de regulacion en donde la IL-10 tiene un papel central. A
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continuacion, se presenta evidencia actual sobre los diversos tipos celulares inmunes que

son modulados por las CEM y sus principales efectos.

Células presentadoras de antigeno (APCs): Los diferentes estudios han demostrado que
las CEM modulan a las CDs en diferentes niveles. De manera general, las CEM alteran el
fenotipo, la liberacion de citoquinas, la diferenciacién y la maduracién de las CDs y
comprometen su capacidad de presentacion de antigeno (Spaggiari & Moretta, 2013).
Como resultado, las CDs no son capaces de preparar (prime) eficientemente a las células
T para una respuesta inmune robusta. Aun no se sabe si estas CDs moduladas son
alteradas o son inducidas a tolerogenicidad de novo; su efecto sin embargo parece
determinar la estimulacion de células Tregs. Las CEM tienen la capacidad de inducir CDs
regulatorias (CEM-CDs) con propiedades supresoras de células T. Estas CEM-CDs se
caracterizan por su baja inmunogenicidad, incapacidad para estimular células T vy
capacidad para inducir Tregs (Zhao et al., 2012). La induccién de estas CEM-CDs involucra
diferentes moléculas, como STAT3 (Gur-Wahnon, Borovsky, Beyth, Liebergall, &
Rachmilewitz, 2007), Notch (Li et al., 2008), SOCS | (Y. Deng et al., 2014) y PGE2 derivada

de las CEM. De manera importante, las CEM-CDs muestran secrecion elevada de IL-10.

Los macréfagos en respuesta a las diferentes sefales muestran plasticidad y adaptan su
fisiologia. Por lo tanto, diferentes poblaciones de macréfagos con diferentes funciones
pueden encontrarse, incluyendo el subtipo pro-inflamatorio (M1, macréfagos activados
clasicamente) y el subtipo regulador (M2, macréfagos activados alternativamente). Se ha
reportado que la actividad de indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO1) derivada de las CEM
esta involucrada en la generacion de macrofagos anti-inflamatorios M2 (Francois, Romieu-
Mourez, Li, & Galipeau, 2012). Estas células M2 derivadas de monocitos estan
directamente relacionadas con la inhibicién de linfocitos T de manera independiente de IL-

10, amplificando el efecto inmunosupresor de las CEM.

Células T regulatorias (Tregs): Las CEM son capaces de alterar la activacion, proliferacion
y diferenciacion de los linfocitos, y de generar células T con propiedades regulatorias (Duffy
et al., 2011). Sin embargo, el papel de las Tregs en la inmunomodulacion de las CEM es
controversial. Algunos estudios sugieren que las CEM modulan la respuesta inmune
indirectamente a través de la induccién de Tregs, mientras que otros estudios no sugieren

un papel de este tipo celular (X. Jiang et al., 2014). Por lo tanto, de maneral general se
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estima que las CEM provocan la generacién y/o expansion de subsets de células T que
presentan diferentes fenotipos regulatorios. Se ha demostrado que las CEM inducen la
generacion de Tregs a partir de linfocitos CD4+ o CD8+, y que estas tienen efectos
inmunoregulatorios que inhiben de manera significativa los linfocitos (Prevosto, Zancolli,
Canevali, Zocchi, & Poggi, 2007). Diferentes moléculas durante el co-cultivo de las CEM y
las células T han sido asociadas con la diferenciacion y activacion de Tregs, entres estas
HLA-G5 (Selmani et al., 2008), PGE2, TGF- (English et al., 2009), IL-2, IDO-1, ILT-3, ILT-
4 e IL-1B/CCL-1 (Burr, Dazzi, & Garden, 2013). Sin embargo, autores describen que ciertos
factores solubles como IL-10, TGF-B y PGE2 no parecen estar involucrados con la

generacion de Tregs ni en su funcién inmunoregulatoria (Prevosto et al., 2007).

Ademas de las clasicas Tregs CD4+, las Tregs CD8+ emergen como un importante subset
de células T inhibitorias. Estas Tregs tienen la capacidad de inhibir la respuesta de células
T y suprimir autoinmunidad, asi como, aloinmunidad (Y. M. Wang & Alexander, 2009). Liu
et al., propuso que las CEM derivadas de MO incrementan la frecuencia y la funcién
supresora de las Tregs CD8+ CD28- modulando la expresién de IL-10 y FasL (Liu et al.,
2015). Durante la generacién de las CD8+-Tregs, la IL-10 se sobre-regula de manera
paralela con otros factores, demostrando de nuevo una asociacion entre la IL-10 y otros
factores regulatorios que conducen finalmente a la modulacion de las células T por parte
de las CEM. Si bien, posteriores estudios no han demostrado que la IL-10 es estrictamente
esencial para la expansion de Tregs, su expresion podria ser critica para la inhibicion de
las células T a través de mecanismos moleculares complementarios (Gangi, Vasu,
Cheatem, & Prabhakar, 2005; Spaggiari et al., 2008).

Células B regulatorias (Bregs): Se ha reportado que la proliferacion, diferenciacion y
produccién de inmunoglobulinas de las células B estan afectadas significativamente por
las CEM, de manera dosis dependiente en ensayos in vitro (Corcione et al., 2006). La
inhibicion de las células B se atribuye a un arresto en las fases G0/G1 del ciclo celular, tal
como ocurre con las células T. Las Bregs son un nuevo subset de células B con
propiedades regulatorias, que contribuyen con el mantenimiento o la induccion de la
tolerancia, suprimiendo y/o regulando la respuesta inmune (Mauri & Bosma, 2012). En
modelos animales, la carencia o pérdida de las Bregs se ha relacionado con diferentes
enfermedades autoinmunes (Bouaziz, Yanaba, & Tedder, 2008). Pocos estudios han

abordado el impacto de las CEM en las Bregs. Guo et al., reporté la primera observaciéon
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relativa a la modulacién de las Bregs por las CEM en un modelo murino de esclerosis
multiple (Guo et al., 2013). El tratamiento con las CEM suprimi6 la severidad de la
enfermedad al incrementar la frecuencia y actividad de las Bregs junto con el incremento
en la secrecion de IL-10. Park et al., observo que las CEM mejoraron la autoinmunidad en
un modelo murino de lupus eritematoso sistémico (LES) al inducir la expansion de las
Bregs y la secrecion de IL-10 (M. J. Park et al., 2015). En un estudio clinico prospectivo de
enfermedad de injerto contra huésped cronica refractaria (CEICH), los pacientes infundidos
con CEM tuvieron un mejoramiento clinico que fue asociado con un incremento en la
supervivencia y proliferacién de Bregs, asi como un incremento en la produccién de IL-10
(Peng et al., 2015). Dado que las Bregs son inhibidores importantes de la respuesta inmune
y la inflamacién, las CEM pueden ser consideradas como una estrategia terapéutica
promisoria para enfrentar enfermedades autoinmunes mediadas por células B. Vadasz et
al., propone que la potenciacién de la funcion de las Bregs deberia ser objetivo en el
desarrollo de medicamentos inmunomodulatorios, al contribuir a un mejor control de las
enfermedades autoinmunes (Vadasz, Haj, Kessel, & Toubi, 2013). En este contexto,
comparado con los medicamentos convencionales, la terapia celular basada en CEM
podria ser mas beneficiosa y eficiente por ser potentes inmunosupresoras con bajos

niveles de toxicidad.

Células Natural Killer (NKs): Las células NKs son células efectoras de linfocitos citotdxicos
granulares y son uno de los principales componentes celulares de la inmunidad innata. Las
células NKs juegan un papel importante tanto en la respuesta innata como adaptativa
contra el aloinjerto al poder distinguir entre lo propio y lo no propio (Reinders & Hoogduijn,
2014). Las células NKs pueden regular la actividad de otras células inmunes, como células
Ty APCs. La mayoria de los datos con respecto a las interacciones entre las CEM y las
NKs derivan de estudios in vitro, si bien a la fecha hay muy pocos estudios in vivo
(Consentius, Reinke, & Volk, 2015). La interaccion celular CEM:NKs es interesante en
cuanto a la modulacion de la funcion de las NKs, y el resultado de un trasplante. Diferentes
autores han mostrado que las CEM son capaces de inhibir el potencial citotdxico, la
proliferacion y la produccion de citoquinas de las células NKs activadas. Adicionalmente,
las CEM alteran el fenotipo de las células NKs al disminuir la expresion de marcadores de
activacion, como NKp44, NKp30, NKG2D y CD132 (Spaggiari et al., 2008). Chatterjee et
al., demostrdé que un subset de células NK adquirio la expresion de CD73 después del co-

cultivo con CEM (Chatterjee et al., 2014). Estas nuevas células NK CD73"* son capaces de
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convertir adenosina-5"-monofosfato en adenosina, la cual es conocida por sus efectos
inmunoregulatorios, y la modulacién de la biologia de las células NKs de manera autocrina
y paracrina. Es asi como este subtipo de NKs CD73" podrian representar un nuevo subset

de células NKs regulatorias que son generadas después del co-cultivo con CEM.

Un mayor entendimiento del mecanismo de comunicacion entre CEM:NKs persiste como
principal objeto de investigacién. Anteriormente, las células NKs fueron solo reconocidas
como asesinas. Sin embargo, actualmente se piensa que ellas tienen funciones
importantes en la modulacién de la respuesta inmune adaptativa. Para asegurar el
beneficio terapéutico, es importante la optimizacién de la inmunoterapia basada en CEM,
lo que podria involucrar la reduccion o reprogramacion de la actividad de las células NKs.
De este modo, re-educar las células NKs con las CEM con el objetivo de inducir fenotipos
mas regulatorios (como células NK CD73*) o tolerogénicos podria allanar el camino para
nuevas aproximaciones inmunoterapéuticas. Este nuevo subset de células NKs
regulatorias podria generar un ambiente tolerogénico para controlar la inflamacion y

mantener la homeostasis inmune (Fu, Tian, & Wei, 2014).

1.3 CEM de la gelatina de Wharton (CEM-GW)

Por mas de 40 afos desde su descripcion inicial, las CEM de MO representan la poblacion
de CEM adultas mas extensamente estudiada y aun se consideran el estandar de oro en
la aplicacién clinica. No obstante, es ahora claro que la MO no representa la mejor fuente
disponible de CEM, ni la mas efectiva. Las CEM estan presentes a muy baja frecuencia
(aproximadamente 0,001-0,01% de las células mononucleares de la MO (Castro-
Malaspina et al., 1980) en aspirados de MO y adicionalmente sus propiedades cualitativas
y cuantitativas disminuyen con la edad del donante (Mueller & Glowacki, 2001). Su baja
frecuencia implica que se requiere una extensa expansion in vitro de las células que
permita obtener un numero suficiente para aplicaciones terapéuticas. Esto trae consigo, un
riesgo incrementado en la aparicion de dafios epigenéticos, asi como contaminaciones
bacterianas y virales. En un intento por superar estos obstaculos, se han identificado
fuentes alternas, mas abundantes, y alcanzables de CEM para uso terapéutico. A este
respecto el CU el cual es considerado un desecho médico y es obtenido en un
procedimiento no invasivo, simple y seguro ha llamado la atencion durante los ultimos afios

como fuente promisoria para aislar CEM (Batsali, Kastrinaki, Papadaki, & Pontikoglou,
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2013). Las CEM de CU no forman teratomas luego del trasplante (Troyer & Weiss, 2008)
y su investigacion no implica problemas legales o éticos. Estas caracteristicas las hacen
atractivas para su propagacion e ingenieria para terapias basadas en células. Las CEM
han sido encontradas tanto en la sangre del cordon umbilical (SCU), como en sus tejidos.
Sin embargo, la escases de CEM en la SCU y la carencia de una técnica robusta y
reproducible para recoleccion y expansion ha obstaculizado su uso en aplicaciones clinicas
(Perdikogianni, Dimitriou, Stiakaki, Martimianaki, & Kalmanti, 2008). Por otro lado, los
protocolos existentes de aislamiento han generado grandes cantidades de CEM de tejidos
del CU.

El CU contiene dos arterias y una vena dentro de un tejido conectivo gelatinoso o mucoso,
conocido como gelatina de Wharton (GW), encerrada por el epitelio amniotico. La gelatina
de Wharton esta compuesta principalmente por proteoglicanos y varios tipos de colageno,
formando un tejido esponjoso, dentro del cual las CEM estan embebidas (Nanaev, Kohnen,
Milovanov, Domogatsky, & Kaufmann, 1997). Las CEM de la GW (CEM-GW) poseen
propiedades similares a sus contrapartes en la MO adulta, y conservan propiedades de
células madre primitivas, como la expresién de marcadores de célula madre embrionarias
(CME) (Fong, Richards, Manasi, Biswas, & Bongso, 2007). Las CEM derivadas de la GW
mantienen su capacidad de autorrenovacioén in vitro por largos periodos de tiempo, tienen
tiempos cortos de doblaje y una amplia pluripotencia, en comparacion con las CEM-MO
(Troyer & Weiss, 2008). Por otro lado, son facilmente aisladas desde un tejido el cual es
rutinariamente desechado, en ausencia de riesgo para el donante. Dadas las ventajas de
las CEM-GW sobre las CEM adultas, existe un gran interés en el estudio de este tipo celular

y su contribucion al campo de la biologia de las células madre (Batsali et al., 2013).

El primer reporte que proporcioné evidencia sobre la caracterizacion de las células
estromales aisladas del CU fue publicado en el 2004. En este estudio, las células extraidas
de la GW mostraron un fenotipo fibroblastoide durante su expansion in vitro y diferenciacion
a osteoblastos, condrocitos y adipocitos bajo estimulacion (H. S. Wang et al., 2004).
Adicionalmente, mostraron alta expresion de CD29, CD44, CD51, CD73 y CD105, y
carecieron de la expresion de los marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45. Estudios
posteriores, han proporcionado informaciéon adicional del fenotipo de las CEM-CU,
demostrando la expresion de varias moléculas de membrana que estan asociadas con la
identidad de las CEM incluyendo, CD90, CD146, CD166 y gangliosina 2 (GC2) (Weiss et
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al., 2006; J. Xu et al., 2009). La morfologia, inmunofenotipo y diferenciacion cumplen con
los criterios de la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, en inglés), para CEM.
Debido a que no existe un marcador especifico para definir las CEM-CU, la expresion
mencionada de marcadores de superficie, junto con la demostracion del potencial de
diferenciacion multilinaje in vitro son necesarias para identificar CEM en tejidos derivados
del CU.

1.3.1 Potencial de diferenciacion multilinaje in vitro de las CEM-
GW

Existe evidencia que sugiere que las CEM-CU se pueden inducir para diferenciacion en
linajes mesodermales y no-mesodermales. Diferentes grupos han establecido que las
CEM-CU pueden generar osteoblastos, adipocitos y condrocitos en condiciones in vitro (M.
Y. Chen, Lie, Li, & Wei, 2009; Karahuseyinoglu et al., 2007; H. S. Wang et al., 2004). Sin
embargo, la acumulacion de lipidos toma mas tiempo en las CEM-GW vy los adipocitos son
menos maduros que los derivados de las CEM-MO (Hsieh, Fu, Chang, Tsuang, & Wang,
2010; Karahuseyinoglu et al., 2007). Adicionalmente, las CEM-GW han mostrado poseer
un potencial osteogénico y condrogénico mas débil comparado con las CEM-MO (L. Wang,
Tran, Seshareddy, Weiss, & Detamore, 2009). También se ha reportado que las CEM-CU
pueden diferenciarse en células endoteliales (M. Y. Chen et al.,, 2009), y de hecho,
demuestran un potencial de diferenciacion endotelial mas alto que las CEM-MO. Las CEM-
GW no diferenciadas muestran alta expresion de genes endoteliales incluyendo FLT1,
GATA4, GATAG, ISL1, LAMA1, SOX17 y SERPINA1 (Nekanti et al., 2010).

Adicionalmente, se ha sugerido que las CEM-CU pueden generar células del musculo
esquelético cuando se cultivan en el medio apropiado, no obstante, esta diferenciacion es
aun controversial. Por ejemplo, se ha demostrado que las CEM-CU podian ser inducidas
para formar células con morfologia de cardiomiocito y mostraron expresion de marcadores
cardiacos (Y. M. Wang & Alexander, 2009). Sin embargo, en otro estudio no se logré la
deteccion de marcadores de expresion de cardiomiocitos después de la induccion in vitro
de las CEM aisladas de la GW. De esta manera, la evidencia es escasa para cardiomiocitos
derivados de CEM (Martin-Rendon et al., 2008) y su funcion contractil esta ampliamente
debatida.
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Otros estudios han mostrado que las CEM-GW podrian adquirir propiedades morfoldgicas
y bioquimicas de células neuronales (Karahuseyinoglu et al., 2007; L. Ma et al., 2005;
Mitchell et al., 2003). Mitchell et al., fueron los primeros en observar diferenciacion
neurogénica siguiendo un complejo proceso de induccion. La diferenciaciéon fue evaluada
a partir de cambios morfoldgicos y expresion de moléculas especificas. Las CEM-CU
mostraron alta expresion de genes asociados a neuronas en estado no diferenciado. Sin
embargo, aun no hay evidencia definitiva de la actividad electrofisiologica de las neuronas
derivadas de CEM-CU (Mitchell et al., 2003).

Recientes estudios, sugieren que las CEM-CU pueden también diferenciarse en linajes
endodermales (Anzalone et al., 2010). Campard et al., reportaron que las células no
diferenciadas expresan marcadores de linaje hepatico. Luego de la induccién in vitro, las
células mostraron morfologia como hepatocitos y sobre-regularon la expresion de ciertos
marcadores, pero carecieron de las propiedades funcionales necesarias para la
maduracién de células hepaticas (Campard, Lysy, Najimi, & Sokal, 2008). Otros grupos
han mostrado que las CEM-CU pueden ser inducidas para formar células como islotes,
capaces de expresar genes pancreaticos asociados y liberar insulina en respuesta a los
niveles de glucosa (Chao, Chao, Fu, & Liu, 2008; Wu, Wang, Liu, & Wei, 2009).

1.3.2 Propiedades inmunomodulatorias de las CEM-GW

Ademas del potencial multilinaje, las CEM-CU poseen varias propiedades
inmunoregulatorias. Se ha encontrado que las CEM-CU tienen baja expresion de
moléculas del complejo HLA clase |, carecen de la expresiéon de HLA-DR y muestran
concentraciones intracelulares altas de la molécula inmunosupresora HLA-G (Deuse et al.,
2011), asi como un aumento en la produccion de IDO. Estos hallazgos junto con el hecho
de que las CEM-GW no expresan moléculas co-estimulatorias CD40, CD80 y CD86, ni
provocan respuesta proliferativa de células T alogénicas in vitro (Weiss et al., 2008),

sugieren que las CEM-GW se caracterizan por una inherente baja inmunogenicidad.

Varios estudios han demostrado el potencial inmunosupresor de las CEM-CU en linfocitos
T (Deuse et al., 2011; Najar et al., 2010; Zhou et al., 2011). Se ha reportado que las CEM-
GW actuan sobre subpoblaciones de linfocitos T CD4* y CD8*, y son capaces de inhibir la

proliferacion de las células T independientemente del estimulo usado para activar dichas
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células. La inmunosupresion de las CEM-GW fue mediada por las enzimas ciclooxigenasa
1 (COX1) y COX2, regulando la sintesis de PGE2, y por la produccién de PGE2 per se
(Najar et al., 2010). Un estudio posterior mostré que mientras las CEM-CU intrinsicamente
secretan bajos niveles de PGE2, su produccion es sobreregulada cuando las células son
co-cultivadas en presencia de células mononucleares de sangre periférica humana
(hPBMCs) activas. Los autores atribuyen el aumento en la expresion de COX-2 y en la
produccion de PGE2, por parte de las CEM; y a las citoquinas inflamatorias (IFN-y e IL-13)
producidas por las hPBMCs (K. Chen et al., 2010).

De manera interesante, varios estudios han reportado que las caracteristicas inmunes de
las CEM-CU pueden ser modificadas luego de la exposicion a citoquinas inflamatorias y/o
células T/hPBMCs activadas. Deuse et al., reportaron que el IFN-y a dosis por debajo de
50ng/ml sobreregula la expresion de HLA-I/HLA-DR incrementando la inmunogenicidad de
las CEM-CU. Ademas, el IFN-y indujo tolerogenicidad induciendo la expresién de HLA-G
intracelular, HLA-E superficial, liberacion de TGF- e IL-10, y estimulando la produccién
de IDO (Deuse et al., 2011). Por su parte, altas dosis del IFN-y incrementaron el fenotipo
inmunosupresor a partir de la reduccion de la expresion de HLA-DR e incremento de IDO.
Los efectos inmunomodulatorios no son sélo en linfocitos T sino también en linfocitos B. El
impacto de las CEM-CU en las células B ha sido poco investigado. Un estudio reporté que
las CEM-CU inhiben la proliferacion de células B, diferenciacion y produccion de
anticuerpos in vitro. El efecto es mediado en parte por factores solubles, que pueden sobre-
regular Blimp-1 y PAX-5, dos moléculas inductoras de la diferenciacion de células B (Che
et al., 2012).

1.4 Terapia celular basada en CEM

Las CEM han demostrado un gran potencial para el tratamiento de distintas enfermedades,
incluyendo desordenes inmunoldgicos y no inmunoldgicos. Los datos hasta ahora
disponibles han revelado diferentes modelos de trabajo que promueven los efectos
benéficos de las CEM (Wei et al., 2013). El potencial terapéutico de estas células se deriva
de varias propiedades, incluyendo su capacidad para: diferenciarse en varios linajes
celulares, secretar factores solubles de supervivencia y proliferacion, modular la respuesta
inmune y migrar al sitio de dafio (Squillaro, Peluso, & Galderisi, 2016). El mecanismo de

migracion de las CEM reside en su capacidad para alcanzar el tejido dafiado en respuesta
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a una combinacion correcta de moléculas de sefalizacion del tejido lesionado y los
receptores correspondientes en las CEM. Los estudios en humanos y modelos animales
demuestran que las CEM migran especificamente a los sitios de tejidos lesionados en
presencia de inflamacion (Forte et al., 2008; Horwitz et al., 2002; Mahmood, Lu, Lu, &
Chopp, 2003). Los mecanismos involucran quimioquinas, moléculas de adhesion vy

metaloproteinasas de matriz (MMPs) (D. Wang et al., 2013).

Con relacién al potencial de diferenciacion, las CEM pueden diferenciarse en varios tejidos
mesenquimales. Como se menciond anteriormente, debido a su alta capacidad de
diferenciacion a fenotipos del linaje mesodérmico (L. B. Chen, Jiang, & Yang, 2004), este
potencial ha contribuido a incrementar el interés en estas células y promover nuevas
perspectivas clinicas en campos como la ingenieria de tejidos y la terapia celular. La
infusion de las CEM podria beneficiar la reparacion de 6rganos y tejidos dada la capacidad
de las células para diferenciarse en las células del tejido blanco y reemplazar las células
residentes dafiadas. La evidencia in vivo sugiere que los beneficios de las CEM en el
tratamiento de enfermedades no se limitan a su potencial de diferenciacion, este aspecto
es solo una parte de los mecanismos que subyacen su efecto terapéutico (Squillaro et al.,
2016).

Otro de los beneficios de las CEM es atribuido a su capacidad de secretar una amplia
variedad de citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento. Diferentes hallazgos
sugieren que el principal papel de las CEM al interactuar con el microambiente involucra
la liberacion de diversos factores bioldgicos activos que ejercen efectos en la dinamica
celular local (Galderisi & Giordano, 2014). Se ha demostrado también que estos factores
pueden evitar que células vecinas sufran apoptosis y estimulan su proliferacion, de este
modo promoviendo la regeneracion del tejido dafiado (J. Wang, Liao, & Tan, 2011).
Estudios in vitro e in vivo han reportado que las CEM interactuan con un amplio rango de
células del sistema inmune, haciéndolas candidatas para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes y la EICH (Popp et al., 2008). Las CEM podrian convertirse en el gold
standard para el tratamiento de cualquier tejido u 6rgano dafiado asociado con una

actividad inflamatoria intensa (por ejemplo, artritis reumatoide) (Squillaro et al., 2016).

De acuerdo con la base de datos oficial del Instituto Nacional de Salud de EU (NIH), 1327

ensayos clinicos basados en CEM habian sido reportados para marzo de 2023. La mayoria
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fueron realizados para evaluar el potencial terapéutico y el perfil de seguridad de productos
medicinales basados en CEM en el tratamiento de enfermedades hematolégicas, la EICH,
diabetes, enfermedades inflamatorias y enfermedades en el higado, rifiones y pulmones,
asi como enfermedades cardiovasculares, de hueso y cartilago, neuroldgicas y
autoinmunes. Nuestro grupo realizé una revision sistematica de literatura en distintas
bases de datos (NIH, NCBI y PubMed), con énfasis en las siguientes enfermedades
autoinmunes: lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide (AR) y esclerosis
sistémica (SSc) (Quintana & Buitrago 2023, sometido). Para marzo de 2023, se encuentran
reportados 18 ensayos clinicos para LES, 17 para AR y 9 para SSc. Menos del 36% de
estos ensayos han publicado resultados, y la mayoria estan aun en curso o se han

completado sin ninguna publicacion.

En relacion con el LES, a la fecha se registran 18 ensayos registrados que usan las CEM
para el tratamiento del LES, con seis en la fase 1 (33%), cinco en la fase combinada 1/2
(28%) y siete en la Fase 2 (39%). Las fuentes de CEM utilizadas en estos ensayos fueron
CU (n =10, 55%), MO (n = 3, 17%) y mucosa (n = 1, 5%). Estas fuentes fueron alogénicas
(n =13, 73%) y autdlogas (n = 1, 5%). La via principal de administracion fue intravenosa
(n =14, 78%). Hay 4 (22%) ensayos clinicos publicados de 18 registrados. De manera
general, las CEM de MO o CU han sido seguras a pesar de un estudio en el que se
registraron cuatro eventos adversos graves. Del mismo modo, las CEM han inducido una
respuesta clinica satisfactoria en pacientes con LES, porque los indices seroldgicos y
renales mejoraron y disminuyeron la actividad de la enfermedad. En contraste, en el
estudio de Deng et al., no se reprodujo el efecto dramatico previamente reportado del
tratamiento con CEM. Sin embargo, los autores propusieron que esto no significa que las
CEM-CU no tengan ningun efecto inmunosupresor. En esta perspectiva, la eficacia del
tratamiento con CEM debe ser respaldada por otros ensayos clinicos de fase 2 mas
robustos. En curso hay un ensayo clinico multicéntrico y aleatorizado de fase 2 (D. Deng,
Zhang, Guo, & Lim, 2017; Liang et al., 2010; D. Wang et al., 2014; D. Wang et al., 2013).

Claramente, todos los ensayos clinicos informados expusieron que las fuentes alogénicas
a diferencia de las autélogas representan un tratamiento mas efectivo en pacientes con
LES. Algunos autores han informado que una fuente autéloga podria tener una aplicacion

clinica limitada debido a su funciéon anormal. Algunas limitaciones en los ensayos clinicos
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publicados fueron: muestra de tamafo pequeno y falta de uniformidad en las condiciones

de los pacientes en el ensayo multicéntrico.

Para la AR actualmente, hay 17 ensayos registrados que usan CEM para la AR con seis
en fase 1 (35,2%), siete en fase 1/2 (41,1%), dos en fase 2 (11,8%) y uno en fase
combinada 2/3. Mas del 50% de los ensayos usaron CU (47%) como fuente de CEM,
mientras que otros usaron MO (12%) y TA (17%). Estas fuentes fueron autélogas (n = 4,
23,5%) y alogénicas (n = 9, 53%), infundidas IV (n = 14, 82,3%) o IT (n = 2, 11.8%). Al
igual que en la enfermedad autoinmune anterior, se han publicado algunos ensayos (n =
4). En los hallazgos publicados se puede ver que la terapia con CEM (CEMT) para
pacientes con AR fue segura, bien tolerada y no hubo una relaciéon aparente entre la dosis
y la toxicidad. Las investigaciones que han utilizado una fuente alogénica convergen en
torno a sus beneficios clinicos en lugar de una fuente autdloga, porque estas no podian
mantener el potencial clonogénico y proliferativo como las CEM normales (Kastrinaki et al.,
2008). En general, los pacientes tratados con CEM mostraron superioridad en los
resultados clinicos en comparacién con el grupo placebo. A pesar de esto, los resultados
no han sido significativos debido a algunas limitaciones en los estudios informados: el
pequefio numero de pacientes reclutados y su tratamiento desde un solo centro. Por lo
tanto, se requieren estudios multicéntricos mas grandes para aclarar la efectividad del
tratamiento con CEM para pacientes con AR. A la luz de los posibles mecanismos, el efecto
antiinflamatorio parece ser uno de los principales mecanismos de las CEM, dado que
algunas de las citoquinas proinflamatorias que se encuentran en las articulaciones de los
pacientes con AR (Brennan & Mclnnes, 2008) mostraron reduccion después del
tratamiento con CEM. En resumen, las CEM pueden ofrecer una opcion adicional a muchos
pacientes con AR (Alvaro-Gracia et al., 2017; Brennan & Mclnnes, 2008; Kastrinaki et al.,
2008; L. Wang et al., 2013).

Para esclerosis sistémica, hasta ahora existen 9 ensayos clinicos registrados que utilizan
CEM. La mayoria de ellos son fase 1/2 combinada (n = 4, 44,4%). El CU y TA se han
utilizado como fuentes de CEM (22,2%, 33,3%, respectivamente). Estas fuentes fueron
alogénicas (n =6, 66,6%) y autdlogas (n = 3, 33,3%), infusion IV (n = 5, 55,5%), subcutanea
(n = 3, 33%) e intramuscular (n = 1, 11%). Solo se ha publicado un estudio (H. Zhang,
Liang, et al., 2017). Los autores no observaron eventos adversos graves, mientras que

observd una disminucion significativa de algunos marcadores de inflamacion que les
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permitid proponer algunos mecanismos relacionados con la enfermedad, tales como:
angiogénesis temprana, produccion de colageno que conduce a fibrosis y reduccion de la
activacion de las células B. De esta manera, esta terapia ofrece un posible beneficio clinico
para los pacientes con SSc. La limitacién de este estudio fue el pequefio tamafio de la

muestra.

Es importante resaltar que muchos de los ensayos clinicos se encontraron en fases
tempranas (1, 1/2 o 2), demostrando que la efectividad terapéutica de las CEM requiere
aun ser investigada. Adicionalmente, la seguridad a largo plazo de las terapias basadas
en CEM continua por establecerse y plantea una limitacién persistente para el uso definitivo

de las CEM en la practica clinica.

1.5 Vesiculas extracelulares derivadas de las CEM (CEM-
VEs)

Una hipétesis interesante relacionada con el potente efecto inmunosupresor de las CEM
esta relacionada con el hecho de que su secretoma per se puede inducir respuestas anti-
inflamatorias y que los sobrenadantes generados del cultivo poseen un efecto
inmunomodulador relevante (Miranda Rodriguez, Galvan Cabrera, & de Ledn Delgado,
2015). Esto ha llevado a postular que los efectos inmunomodulatorios y regenerativos de
las CEM pueden estar mediados por mecanismos paracrinos derivados de factores
solubles (Fierabracci, Del Fattore, Luciano, Muraca, & Teti, 2015). Mientras que algunos
autores consideran que el contacto célula-célula es importante en el proceso, otros han
registrado que los efectos inmunomodulatorios de las CEM son resultado de factores
solubles (Nasef et al., 2007) tales como el factor de crecimiento TGF-f1, el factor de
crecimiento hepatico (HGF), PGE2 e IL-10, moléculas que suprimen la respuesta mediada
por las células T (Fierabracci et al., 2015). En este contexto, la actividad paracrina celular
esta intimamente ligada con la produccién activa de vesiculas extracelulares (VEs), las
cuales han adquirido recientemente un gran interés debido a su papel en la sefalizacién

extracelular.

Las VEs son una poblacion heterogénea de estructuras esféricas y pequenas compuestas
de una membrana bi-lipidica, y que contienen un amplio rango de moléculas biolégicas

(cargos), entre ellas proteinas, lipidos, metabolitos y una gran diversidad de ARN y ADN.
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Estas cargas biolégicas se encuentran dentro o son expresadas en la superficie de las
VEs. La comprension actual de la funcion de las VEs incluye el transporte de esas sefales
biolégicas de una manera protegida, lo que permite que la carga sea transportada de
manera segura hacia blancos a larga distancia. Las VEs han sido clasificadas dependiendo
de su tamafio y via de biogénesis. La clasificacion de las VEs de acuerdo con el tamafio
ha sido inconsistente y algo confusa, ya que las diferentes poblaciones de VEs se
sobrelapan en tamano. Desde entonces, las VEs han sido clasificadas de acuerdo con los
mecanismos de biogénesis como microvesiculas, exosomas y cuerpos apoptoticos (Kalra
et al., 2012). Las microvesiculas (MVs; 50nm — 1000nm en diametro) son vesiculas mas
grandes, en tamafo, que los exosomas (Exos; 30nm — 120nm). Las MVs y Exos tienen
diferentes vias de biogénesis, pero ambas involucran procesos de trafico de membranas.
Los Exos se forman como vesiculas intraluminales en los compartimentos endosémicos
llamados cuerpos multivesiculares (CMVs). Cuando los CMVs maduran, liberan los
exosomas a través de la via exocitica mediante la fusién con la membrana plasmatica
(Tofino-Vian, Guillen, & Alcaraz, 2018). Las MVs se generan por protuberancias de la
membrana plasmatica seguidas por la fision y separacion de las membranas (Kalra et al.,
2012). Finalmente, los cuerpos apoptéticos son las VEs mas grandes, con un diametro de
1000nm a 5000nm, y son liberados durante la apoptosis celular (Akers, Gonda, Kim,
Carter, & Chen, 2013; Gyorgy et al., 2012). En las base de datos de Exos (ExoCarta) se
han descrito mas de 4000 proteinas diferentes y 2400 ARNs (Mathivanan & Simpson,
2009).

La caracterizacion de las VEs incluye normalmente técnicas como western blotting y
citometria de flujo para detectar ciertas proteinas marcadores en las VEs (Gyorgy et al.,
2012). Los marcadores especificos incluyen las tetraspaninas CD63, CD9 y CD81, y los
marcadores endosomales sintetinina-1, proteina X de interaccion con ALG-2 (Alix) y, para
los Exos la proteina del gen de susceptibilidad de tumor (TSG101). Las MVs pueden incluir
componentes del citoesqueleto, enzimas, moléculas de membrana, proteinas involucradas
en la biogénesis y el trafico vesicular. Un set de componentes especificos celulares esta
también presente, por ejemplo, las VEs derivadas de las CEM expresan en su superficie
los marcadores propios de CEM como CD29, CD73, CD44 y CD105, asi como las
moléculas de adhesion y los receptores de los factores de crecimiento. Dentro de las VEs,

pueden encontrarse un rango amplio de moléculas activas como citoquinas, enzimas,
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receptores nucleares, miRNAs y otros ARNs (Bobrie, Colombo, Raposo, & Thery, 2011;
Gyorgy et al., 2012; Kowal et al., 2016; Simons & Raposo, 2009).

De manera interesante se ha descrito que posiblemente las VEs contienen moléculas de
las células de origen y, por lo tanto, el subset de proteinas, mRNA, miRNA vy lipidos
especificos del tipo celular se pueden identificar y usar con fines terapéuticos. Se ha
descrito que las condiciones de estrés o la activacion de la sefializacién intracelular por
mediadores como las citoquinas, cambian la composicion de las VEs y por lo tanto, la
respuesta de las células receptoras (Eldh et al., 2010). La actividad de inmunomodulacién
de las VEs derivadas de las CEM ha sido poco evaluada. Un estudio observé que las MVs
aisladas de las CEM inhibieron la proliferacién de linfocitos T e indujeron apoptosis en
células T activadas (Budoni et al.,, 2013). Por otro lado, se ha descrito que los Exo
secretados por las CEM cargan FasL, lo cual estaria asociado con la induccién de la

apoptosis de las células T (Clayton, Mitchell, Court, Mason, & Tabi, 2007).

En cultivo, las CEM secretan miRNAs lo cual en principio puede estar asociado con la
produccion de Exos y MVs. Los miRNAs son producidos y secretados de forma no sélo
constitutiva, sino también en respuesta a estimulos. Asi que, un pre-acondicionamiento de
las células por estimulos quimicos, fisicos e incluso inflamatorios podria inducir la
generacion y secrecion de moléculas reguladoras, que asociadas con las VEs podrian
funcionar como potenciales agentes terapéuticos (Madrigal, Rao, & Riordan, 2014). De
este modo profundizar en el conocimiento de la biosintesis y fisiologia de las VEs
generadas desde las CEM vy, su potencial efecto es de gran interés para el desarrollo de

nuevas estrategias terapéuticas basadas en CEM y sus derivados.

1.5.1 Vesiculas extracelulares en la reparacion y regeneracion de
tejidos
Esfuerzos de investigacién recientes se han centrado en aprovechar a las VEs como una
poderosa herramienta terapéutica en la reparacion y regeneraciéon de tejidos. Las VEs
transportan mensajes bioldgicos de las células madre que interactian con las células
receptoras e influyen en su destino en la reparacion de tejidos. La evidencia muestra que
las VEs derivadas de células madre mejoran las enfermedades cardiovasculares, protegen
contra el dano renal, recuperan lesiones pulmonares y hepaticas y protegen contra el dafio

nervioso, lo cual es debido en gran parte a sus efectos anti-inflamatorios, anti-apoptéticos
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y capacidad pro-angiogénica (Nawaz et al., 2016). Por lo tanto, es de esperar que las VEs
derivadas de las CEM sean esenciales en la angiogénesis durante la regeneracion de
tejidos. La angiogénesis es un paso vital para la reparacion de tejidos debido a que los
vasos proveen a las células con nutrientes y oxigeno, en el sitio de herida (Eming,
Brachvogel, Odorisio, & Koch, 2007). Se considera que la angiogénesis inadecuada
contribuye muy probablemente a una incorrecta cicatrizacién de la herida en los tejidos
epiteliales-mesenquimales, como la piel, el intestino, los pulmones y el higado (Eming,
Martin, & Tomic-Canic, 2014). Por lo tanto, una angiogénesis efectiva y normal es esencial

para la regeneracion y reparacion de tejidos.

Las VEs derivadas de las CEM han abierto una nueva via para el tratamiento de lesiones
tisulares en enfermedades cardiovasculares, dafo por radiacion de las células
hematopoyéticas de la médula ésea (Wen et al., 2016), reparacién de fracturas (Furuta et
al., 2016) y neurodegeneracion (de Godoy et al., 2018). A pesar de estas ventajas, uno de
los mayores obstaculos para la aplicacion clinica basada en VEs derivadas de las CEM es
la produccion ineficiente a gran escala y su purificacion. Las CEM cultivadas de manera in
vitro, especialmente estas derivadas de tejidos adultos tienen una capacidad de
proliferacion limitada incluso bajo condiciones enriquecidas de cultivo, es decir, en medios
suplementados con suero fetal bovino (SFB) o lisados de plaquetas humanas (hLP).
Ademas, el SFB y el hLP también contienen abundantes VEs. Actualmente, los estudios
estan evaluando los rendimientos, las funciones y la capacidad de producciéon de VEs de
las CEM que se expanden con diversos medios definidos y otras condiciones de cultivo
(Bobis-Wozowicz et al., 2017; Bobis-Wozowicz et al., 2015).

Existe una gran necesidad de desarrollar aproximaciones para mejorar los rendimientos
de produccion de las VEs sin afectar su funcionalidad y, en ultima instancia, mejorar su
eficiencia también. Se ha descrito que mejorar las condiciones del cultivo de las CEM
influye significativamente no sélo en el rendimiento de la produccién sino también en la
eficiencia de las VEs derivadas de estas células, considerando la complejidad protedmica
y gendmica de estos (Cha et al., 2018; Luan et al., 2017; Willis, Kourembanas, & Mitsialis,
2017). Sin embargo, las condiciones de cultivo por si solas pueden no ser suficientes para
abordar las limitaciones adicionales en la eficiencia de las vesiculas extracelulares
derivadas de las CEM.
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1.6 Terapia génica basada en CEM

Debido a sus notables propiedades de autorrenovacion, multipotencia, inmunosupresion y
orientacion al sitio de dano, las CEM son candidatas atractivas para la terapia basada en
células. Estas células pueden regenerar tejidos danados, ser vehiculos para entregar
genes o agentes terapéuticos y ejercer efectos paracrinos, que conducen al reclutamiento
de las células efectoras necesarias para la terapia regenerativa y el tratamiento de la
enfermedad. De manera reciente, los investigadores han tratado de mejorar aun mas las
propiedades terapéuticas de las CEM. A través de diferentes enfoques, las CEM pueden
ser modificadas para expresar genes exogenos, incorporar moléculas terapéuticas o
presentar modificaciones dirigidas para mejorar su supervivencia, direccionamiento y
eficacia terapéutica. Estas estrategias pueden llegar a ofrecer dosis terapéuticas de las
CEM vy agentes activos en el sitio objetivo, evitando la necesidad de administracion
sistémica repetitiva. Muchos estudios han investigado el uso de las CEM en terapia génica,
incluyendo el implante de CEM transfectadas con el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) para el mejoramiento de la funcién cardiaca (Matsumoto et al., 2005; J.
Yang et al., 2007), CEM como vehiculos de entrega de IFN- en tumores de ratén (Studeny
et al., 2002) y terapia génica con CEM expresando proteinas morfogenéticas 6éseas (BMPs)

para promover la formacion de hueso (Tang et al., 2005; X. S. Zhang et al., 2004).

Aunque las terapias basadas en CEM han mostrado ser seguras, la eficacia es baja en
muchos casos cuando las CEM se aplican en su estado nativo. La aplicacion clinica de las
CEM esta frecuentemente limitada dado la limitada viabilidad in vivo de las células, asi
como su retencion e implante y funcion regenerativa final. Por lo tanto, los investigadores
han utilizado la ingenieria genética o la modificacion de la superficie celular para
incrementar la eficacia terapéutica de las CEM minimizando cualquier pérdida de su
funcién. Las CEM se modifican genéticamente para secretar factores que las protejan de
apoptosis, incrementen su supervivencia en condiciones de hipoxia, e incremente otras
propiedades innatas, como migracion, diferenciacion e inmunomodulacion. La modificacion
genética de las CEM se realiza generalmente utilizando vectores virales, aunque también

se usan vectores no virales (J. S. Park, Suryaprakash, Lao, & Leong, 2015).

Transduccioén viral: Las CEM son susceptibles a la modificacion con vectores virales. Los

protocolos estandar conducen a un 90% de células transducidas sin efecto en la
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diferenciacion (Nolta, Hanley, & Kohn, 1994). Los vectores mas comunes incluyen:
retrovirus (RTs), lentivirus (LVs), baculovirus y virus adeno-asociados (AAVs). Los RTs y
LVs generan la integracion del transgén en el genoma del huésped. Mientras esto genera
una expresion estable, podria también incrementar el riesgo de mutagénesis y activacion
de oncogenes, especialmente en vectores basados en gamaretrovirus (Hacein-Bey-Abina
et al., 2008). Los AAVs son uno de los vectores mas usados en terapia génica en la
actualidad ya que no es patogénico para los humanos, aunque si bien generan una
expresion génica a largo plazo (Nayak & Herzog, 2010), la expresion no es constitutiva.
Oftras alternativas de transferencia génica que evitan el potencial riesgo de activacion de
oncogenes hacen uso de la integracion sitio-dirigida utilizando tecnologias como TALENS
o CRISPR.

Transfeccion no viral: Aunque la transduccion viral es altamente efectiva, su traduccion a
la clinica ha sido obstaculizada por altos costos de produccion y reacciones inmunes
adversas. Algunos vectores tienen limitacion en la capacidad de empaquetamiento del
ADN exoégeno. Por lo tanto, las aproximaciones no virales, son capaces de escalarse,
tienen baja estimulacién inmune y son versatiles, ofrecen amplia gama de opciones de
diseno. El uso de la entrega de genes no virales también es favorable para la medicina
regenerativa, que requiere solo una expresion transitoria. Los métodos actuales utilizados
para transfectar CEM se pueden dividir en métodos fisicos y métodos quimicos. Los
métodos fisicos incluyen electroporacion y nucleofeccion. Los métodos quimicos incluyen
el uso de agentes lipidicos, portadores poliméricos, dendrimeros y nanoparticulas
inorganicas (J. S. Park et al., 2015).

Para su traslacion al ambito clinico, se deben establecer protocolos o6ptimos de
manipulacién y preservacion ex vivo para el perfil de calidad y seguridad de las CEM. El
uso de las CEM para medicina personalizada y reparacion de tejidos ha sido prometedor
y la posibilidad de modificacion genética amplia aun mas esa frontera. A medida que se
descubren propiedades nuevas e inesperadas de las CEM, como ha sido el caso en la
ultima década, es probable que la combinacion de terapia génica y celular basada en CEM
se vuelva aun mas prominente. Las estrategias de ingenieria que existen hasta ahora para
modificar las CEM mejoraran aun mas su funcionalidad y potencia. De ninguna manera es
una tarea facil superar los obstaculos cientificos para la modificaciéon de las CEM, pero es

un desafio cientifico dada su potencial y prometedora aplicacion terapéutica.
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1.7 Factor de crecimiento fibroblastico basico - FGFb o
FGF2

La proteina FGF2, también conocida como factor de crecimiento fibroblastico basico
(FGFb) o FGFB, es un factor de crecimiento y proteina de sefalizacion codificada por el
gen FGF2. Se sintetiza principalmente como un polipéptido de 155 aminoacidos (aa), que
genera una proteina de 18KDa. El transcrito (MRNA) de este gen tiene 3 exones, contiene
multiples sitios de poliadenilacion y es traducido alternativamente desde el codon de inicio
AUG y no-AUG (CUG), resultando en cinco isoformas diferentes con distintas propiedades.
Las isoformas que inician con el codén CUG estan localizadas en el nucleo y son
responsables por el efecto intracrino de la proteina, mientras que la isoforma que inicia con
el codén ATG es citosdlica y es responsable por el efecto paracrino y autocrino de la
proteina FGFb. En el transcrito (MRNA) hay cuatro codones de inicio alternos los cuales
proporcionan extensiones en la region N-terminal de 41, 46, 55 o 133 aminoacidos,
generando proteinas de 22KDa (196 ad), 22,5KDa (201 ad), 24KDa (210 ad) y 34KDa (288

aa), respectivamente.

FGFb es una proteina de hoja 8 que contiene dos sitios de unién a receptores, ubicados
en los residuos 13-30 y 106—129 (Baird, Schubert, Ling, & Guillemin, 1988). Estos residuos
se unen a los receptores del FGF (FGFR) en la superficie celular (Powers, McLeskey, &
Wellstein, 2000). La familia de receptores FGFR consta de cuatro subtipos: FGFR1,
FGFR2, FGFR3, y FGFR4. La capacidad de unidon de FGFb a sus receptores puede
conducir a un respuesta celular diferente (Powers et al., 2000). Los niveles de expresion y
tipos de receptores son factores cruciales que regulan la sefalizacion de FGFb. Los niveles
de expresion de FGFR se alteran durante la proliferacién o la diferenciacién celular. Por
ejemplo, las células que proliferan activamente expresan mas FGFR que las células
confluentes, lo que implica un efecto del factor sobre la proliferacion celular (Nowwarote,
Sawangmake, Pavasant, & Osathanon). La unién de FGFb a sus receptores genera la
activacion de tirosina quinasa y, posteriormente, conduce a la activacion de varias vias de
sefializacion intracelular, incluyendo fosfolipasa C (PLC)-g, proteina quinasa C (PKC),
proteina quinasa activada por mitégeno- Ras (pequefia GTPasa) (MAPK), fosfatidilinositol-
4,5-bisfosfato 3-quinasa (PI-3 quinasa)/proteina quinasa B (AKT), entre otras (Bikfalvi,
Klein, Pintucci, & Rifkin, 1997; Powers et al., 2000). Como otros miembros de la familia de

FGF, este factor posee amplias actividades mitogénicas y de supervivencia celular, y esta
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involucrado en una variedad de procesos celulares que incluyen, desarrollo embionario,
crecimiento celular, morfogénesis, reparacion de tejidos, crecimiento de tumores e invasion
(Delaune, Lemaire, & Kodjabachian, 2005; Feldman, Poueymirou, Papaioannou,
DeChiara, & Goldfarb, 1995). El factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGFb), un
miembro de la familia FGF, a menudo se considera un factor de crecimiento importante
dentro del campo de investigacion de células madre. FGFb tiene un papel crucial en el
mantenimiento de las propiedades de las células madre embrionarias humanas (ES) y
pluripotentes inducidas (iPS). En general, FGFb se utiliza como factor de crecimiento
suplementario en el medio de cultivo de estas células para mantenerlas en un estado
indiferenciado (J. H. Park & Hong, 2014; C. Xu et al., 2005). La suplementacién con FGFb
es capaz de mantener la expresion del marcador pluripotente en cultivo a largo plazo de

células madre embrionarias humanas (Vallier, Alexander, & Pedersen, 2005).

Se ha demostrado previamente que el FGFb desempefia un papel en el mantenimiento del
potencial de diferenciacion de las CEM y en el aumento de la longitud de sus teldmeros en
varios sistemas de cultivo (Solchaga et al., 2005; Sotiropoulou, Perez, Salagianni,
Baxevanis, & Papamichail, 2006; Tsutsumi et al., 2001). Varios estudios publicados han
demostrado que el FGFb ejerce un efecto mitdégeno significativo en las CEM y, al mismo
tiempo, mejora su capacidad de diferenciacion trilinaje (hueso, cartilago, grasa) (Martin,
Muraglia, Campanile, Cancedda, & Quarto, 1997; Solchaga, Penick, Goldberg, Caplan, &
Welter, 2010; Tsutsumi et al.,, 2001). La condrogénesis, quizas el potencial de
diferenciacion que se pierde con mayor facilidad en las CEM durante el cultivo in vitro, se
mejora particularmente mediante la expansion en un medio suplementado con FGFb
(Solchaga et al., 2005). Sin embargo, el papel de FGFb en la diferenciacion de células
madre es aun controversial. Se he descrito que tiene un efecto inhibidor sobre la
diferenciacion osteogénica de las CEM (Osathanon, Nowwarote, & Pavasant, 2011).
Similarmente, los efectos de FGFb en la diferenciacién adipogénica son controvertidos
(Nowwarote et al.). Estos resultados contradictorios pueden ser consecuencia de
diferentes tipos de células, concentraciones, tiempos de exposicion y condiciones de

cultivo






2.Metodologia

2.1 Vector de expresién del gen FGFb

El plasmido de transferencia no viral para la modificacion genética de las CEM
seleccionado corresponde a un vector de expresion disefiado para la expresiéon estable o
transitoria, y de alto nivel del gen FGF2 en células mamiferas: pCMV3-FGF2-Flag (Sino
Biological Inc. Catalog number: HG10014-CF) (Figura 2.). El vector tiene un tamafio de
6158bp y contiene los siguientes elementos:

e Promotor del citomegalovirus (CMV), promotor de expresion ubicuo, de alta eficiencia,
presente en una amplia variedad de células mamiferas.

¢ Gen de resistencia a higromicina para la seleccion de lineas celulares mamiferas, Hygro
(R).

e Secuencia consenso Kosak para la traduccién del mRNA células mamiferas.

¢ Gen de resistencia a kanamicina para la seleccién en bacterias E. coli, Kan (R).

CMV promoter

Kay
enhancer

—
ori T7 primer
Kpnl

pCMV3-0ORF-FLAG

ORF

Hygro(R)

SV40 early promoter Flag
Hhal

BGH reverse primer

Figura 2. Mapa del vector pCMV3-FGF2-Flag (6178bp)
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Se realizaron preparaciones masivas del plasmido pCMV3-FGF2-Flag (maxipreps)
después de transformar el plasmido en bacterias E. coli TOP10 por el método clasico de
choque térmico. Las colonias que crecieron en platos con medio de seleccion (LB-Agar
suplementado con ampicilina) se inocularon posteriormente en medio de seleccion LB
liquido (LB suplementado con ampicilina). A partir de 150ml del cultivo de bacterias
transformadas, se realizé extraccién del plasmido utilizando el kit comercial ZymoPURE™
II Plasmid Maxiprep Kit (Zymo Research). Las maxipreps fueron cuantificadas utilizando
un Nanodrop y se utilizaron para realizar la transfeccion de las CEM-GW mediante

nucleofeccion.

2.2 Amplificacion por PCR del fragmento FGFb-Flag

La amplificacién por PCR se llevé a cabo utilizando como plantilla el vector comercial
pCMV3-FGF2-Flag (Sino Biological Inc. Catalog number: HG10014-CF) y los primers
disefiados: 5°- tgcTCT AGA ACC ATG GCA GCT GGG AGC ATC ACC -3’ (hFGFb-alfa-
LV-Xbal)y 5-ccgGAATTC TTACTT ATC GTC GTC ATC CTT GTA A -3" (hFGFb-omega-
LV-EcoRlI). Las condiciones de la amplificacién fueron: primers 0,2uM, dNTPs 200uM,
1,25U Taq DNA Polimerasa (Taqg DNA Polymerase with ThermoPol® Buffer, M0267G,
Biolabs) y 100ng de ADN plasmidico, en un volumen final de 30ul. El ciclo térmico 6ptimo
utilizado fue el siguiente: desnaturalizacién inicial (94°C por 4min.), 30 ciclos de 94°C/30s
(desnaturalizacién), 55°C/30s (anillamiento) y 72°C/1min (extensién), y una extension final
a 72°C/5min. Los productos obtenidos en la amplificacion por PCR se sometieron a
electroforesis horizontal en gel de agarosa 1,5%, en buffer TAE 0,5X, y posterior tincién
con bromuro de etidio durante 20 minutos. El producto de PCR fue purificado utilizando el
kit comercial QlIAquick PCR Purification kit (Qiagen).

2.3 Sub-clonacién del fragmento FGFb-Flag en el vector
de transferencia viral (VTLv): Constructo p204-LV+
FGFb

El vector de transferencia lentiviral disponible en el laboratorio corresponde al vector #204
RRL-cPPT-CMV-oPRE (6709bp, p204LV). Este vector se obtuvo del laboratorio del
Regenerative Immune Therapies Applied (Medizinische Hochschule Hannover,
Alemania)(Salguero et al., 2014). El cultivo de bacterias con el vector, almacenado en

glicerol, se inoculd en un cultivo de 5ml de medio LB suplementado con ampicilina
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(minicultivo) e incub6 a 37°C durante 16h. Posteriormente, 1,5ml de este minicultivo fue
utilizado para inocular 150ml de medio LB+Amp (maxicultivo). Después de 24h de
incubacioén a 37°C, el plasmido fue extraido utilizando el kit comercial ZymoPure Il Plasmid
Maxiprep kit (Zymo Research) y se cuantific6 con Nanodrop. En dos reacciones diferentes,
890ng del fragmento FGFb-Flag purificado y 1000ng del vector p204LV fueron digeridos
con 14U de la enzima de restriccion Xbal y 20U de EcoRI (New England BioLabs®) en el
buffer 10X NEBuffer 3.1, durante 4h a 37°C. Posteriormente, la digestion fue visualizada
mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% en buffer TAE 0,5X y tincién con bromuro
de etidio. Los fragmentos visualizados se cortaron del gel, se purificaron utilizando el kit
comercial Monarch® DNA Gel extraction un kit (New England BioLabs®) y finalmente, se

cuantificaron por Nanodrop.

La ligacion de los productos purificados se realizé con dos relaciones inserto:vector, 3:1,
5:1 y también utilizando la férmula ng inserto = (R x ng plasmido x bp inserto)/bp plasmido
(donde R es la relacién molar entre el plasmido e inserto), con la enzima T4 DNA ligase
(New England Biolabs®). El plasmido recombinante obtenido, p204-LV+FGFb, fue
transformado en células competentes E. coli TOP10y Stbl3 por choque térmico o utilizando
el kit comercial Mix & Go! E.coli Transformation Kit (Zymo Research). Las colonias de
bacterias que crecieron en las placas con el medio de seleccién (LB-agar y ampicilina)
fueron inoculadas en medio LB liquido con ampicilina (minicultivos de 3ml), a partir de los
cuales se realizd extraccién del ADN plasmidico (miniprep) por lisis alcalina. EI ADN
plasmidico aislado fue utilizado para verificacion de la construccion, por doble digestion
con las enzimas de restriccion BamHI — Ncol y Xbal — EcoRI (New England BioLabs®) en
el buffer 10X NEBuffer 3.1, durante 4h a 37°C. La digestion fue visualizada mediante
electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TAE 0,5X. Finalmente, el ADN plasmidico
cuyo patrén de fragmentacion coincidié con el esperado, fue enviado para confirmacién
por secuenciamiento. A partir de los gliceroles de las colonias verificadas por
secuenciamiento, se prepararon maxicultivos (150ml de medio LB con ampicilina), para
realizar extraccion a gran escala del plasmido utilizando el kit comercial ZymoPURE™ 1|
Plasmid Maxiprep Kit (Zymo Research); las maxipreps fueron cuantificadas utilizando un

Nanodrop y se utilizaron para los ensayos posteriores de transfeccion.
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2.4 Cultivo de las CEM-GW

Las CEM aisladas del cordén umbilical humano se obtuvieron del banco de células
estromales mesenquimales de la UTA-IDCBIS. El proceso de aislamiento y caracterizacién
de estas células se encuentra estandarizado y debidamente especificado, lo que asegura
alta viabilidad, homogeneidad e identidad de los cultivos primarios que se utilizaron en este
estudio (Silva-Cote et al., 2019). A partir de viales criopreservados en nitrogeno liquido del
banco de células de la UTA-IDCBIS, se establecieron cultivos de las CEM-GW en frascos
T75 y en el medio DMEM completo: DMEM bajo en glucosa (1g/ml glucosa, Gibco™)
suplementado con 10% hLP, heparina (8IU/ml) y antibiético 1X Penicilina/Estreptomicina
(Gibco™ Penicillin-Streptomycin 10.000 U/ml), a 37°C y 5% CO.. Los donantes utilizados
en este trabajo fueron caracterizados mediante expresion de marcadores de superficie
especificos para CEM (CD90, CD73, CD105, CD45, CD34, HLA-DR y HLA-ABC) y
potencial de diferenciacion hacia los linajes de osteoblastos, condroblastos y adipocitos,
cumpliendo el set minimo de criterios para definir las CEM segun la ISCT. Para el
mantenimiento de los cultivos, se realizé pase de las células una vez alcanzaron el 80-90%
de confluencia utilizando el reactivo TrypLE™ Express Enzyme (1x) (Gibco™) para el
desprendimiento de las células. Posteriormente, las células se sembraron utilizando la
relacién 4600 células/cm? en nuevos frascos o placas de cultivo. Todos los experimentos

fueron realizados entre los pases 2y 7.

2.5 Transfeccion por nucleofeccién de las CEM-GW

CEM-GW en cultivo por al menos 8 dias, en confluencia del 80% y con un pase menor a
7, se utilizaron en los ensayos de transfeccion del vector comercial pPCMV3-FGF2-Flag
(Sino Biological Inc. Catalog number: HG10014-CF), por nucleofecciéon. Utilizando
maxipreps del vector y el kit comercial P1 Primary Cell 4D-Nucleofector™ X Kit (Lonza,
Cat. No. V4XP-1024), se siguio el protocolo estandarizado en este trabajo. A continuacion,
se describe brevemente: la solucién de nucleofeccion (Human MSC Nucleofector Solution)
y el suplemento, se dejaron a temperatura ambiente, mientras que el medio DMEM
completo y RPMI incompleto a 37°C. Posteriormente, se prepard una placa de 6 pozos,
adicionando 1 ml del medio DMEM completo en la cantidad de pozos correspondientes
con el ensayo, y se mantuvo a 37°C. Se colectaron las CEM-GW, se contaron con camara
de Neubauer y se tomé la alicuota correspondiente al nimero de células del ensayo, para

tener 545.000 células/cubeta. Las células se centrifugaron a 200xg por 10min vy
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paralelamente, se preparé la solucién de nucleofeccion correspondiente, mezclando 82l
de la solucion de nucleofeccion (Human MSC Nucleofector Solution) y 18ul del suplemento
por cubeta de transfeccion. El pellet de células se resuspendié en el volumen
correspondiente de solucion de nucleofeccion para obtener una concentracion de 5,45x10°
células/100ul; se evitd mantener esta suspension celular durante mas de 15 minutos, ya
que se reduce la viabilidad celular y eficiencia de transferencia de genes. La suspensién
celular fue dividida en tubos eppendorf, de acuerdo con los diferentes plasmidos
ensayados, y se adiciond el volumen correspondiente a 2ug del plasmido a cada 100ul de
suspension celular; la mezcla se transfirid a las cubetas de nucleofeccion (100pl
Nucleocuvette™ Vessels), evitando la formacion de burbujas de aire. Estas cubetas se
sometieron al pulso eléctrico utilizando el equipo 4D-NucleofectorTM System X Unit (Lonza
Biosciences) y el programa FF-104. Inmediatamente finalizé el pulso, las cubetas se
llevaron a la cabina de flujo, se adicioné 500ul de medio RPMI a 37°C y se incubaron a
esta temperatura durante 15min. Una vez transcurridos los 15 min, las células se
mezclaron por pipeteo suave y se transfirieron de manera correspondiente a la placa de 6
pozos. Finalmente, las células se incubaron a 37°C hasta analisis posterior. EI medio fue
reemplazado después de 24h post-nucleofecciéon. Como control positivo se utilizé el vector
pmaxGFP™ (3486pb), y como control negativo se utilizaron células en la solucién de

nucleofeccion sin ADN, y con el pulso eléctrico.

2.6 Produccion de particulas Lentivirales (LV) de tercera
generacion con pseudotipo VSV-G

Plasmidos estructurales y de transferencia (VTLv): Los tres plasmidos estructurales,
pMD2.G (5824bp), pMDLg/RRE (8895bp) y pRSV/Rev (4174bp) utilizados para la
produccion de las particulas LV se obtuvieron del Medizinische Hochschule Hannover
(Alemania) (Salguero et al., 2014). Los plasmidos fueron transformados en bacterias E.
coli Stbl 3 quimiocompetentes utilizando el método de choque térmico. Las colonias
aisladas en placas LB agar+Amp se inocularon en 3 ml de medio liquido LB+Amp, para
realizar extraccién del ADN plasmidico utilizado el método de lisis alcalina. Los plasmidos
extraidos fueron verificados mediante digestion con la enzima EcoRI, y posteriormente la
digestion fue visualizada mediante electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TAE 0,5X.
Se tomaron 1,5ml del minicultivo para inocular 150ml de medio LB+Amp (maxicultivo), de

las colonias cuyo ADN plasmidico mostro el patron de fragmentacion esperado. Después
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de 24h de incubacion a 37°C, el plasmido fue extraido utilizando el kit comercial ZymoPure
II Plasmid Maxiprep kit (Zymo Research) y cuantificado con Nanodrop. Se utilizaron
también maxi preparaciones de los vectores de transferencia lentiviral p204-LV+FGFb
(descrito anteriormente) y p#202-LV+GFP (p202-GFP, 7454bp), que contiene el gen que
codifica para la proteina GFP.

Cultivo de HEK 293 LTV y transfeccion: A partir de un cultivo de células HEK 293 LTV
(293LTV Cell Line, Cell Biolabs, Inc) mantenido en DMEM alto en glucosa (4,5g/L) con L-
glutamina (4mM) (Gibco™, Ref. 11965-084) suplementado con 10% SFB (Suero Fetal
Bovino, Gibco™), 0,1mM (1X) aminoacidos no esenciales (MEM Non-Essential Amino
Acids Solution 100X, Gibco™, Ref. 11140050) y antibiético 1X (Penicilina/Estreptavidina),
se sembraron 1x10° células por pozo en 1,5ml del medio descrito anteriormente, en placas
de 6 pozos. Las células se incubaron a 37°C y 5% CO: durante toda la noche. Al siguiente
dia, se llevé a cabo la transfeccién de los cuatro plasmidos para la produccion de los LV-
GFP (pMD2.G + pMDLg/RRE + pRSV/Rev + p202-GFP, control) y LV-FGFb (pMD2.G +
pMDLg/RRE + pRSV/Rev + p204-LV+FGFDb), utilizando el procedimiento estandarizado y
que se describe a continuacion. Las cantidades descritas para la transfeccion de 1 pozo
fueron: en un tubo eppendorf (Tubo A) se mezclaron 171,8ul de OptiMEM™ (Gibco™) y
20,2ul de Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen™), mientras que en otro tubo se mezclaron los
volumenes correspondientes de cada uno de los 4 plasmidos, para tener 9,19ug de ADN
plasmidico en total: 1,97ug pMD2.G, 3,05ug pMDLG/RRE, 1,53ug pRSV/Rev y 2,64ug
p204-LV+FGFb o p202-LV+GFP. Esta mezcla se incubd durante 1 min a temperatura
ambiente. En otro tubo (Tubo B), se adicion6 el volumen correspondiente de OptiMEM™
para obtener un volumen final de 1924l junto con la mezcla de los plasmidos. Después de
un spin a la mezcla de los plasmidos, estos fueron adicionados al Tubo B. Posteriormente,
y solo en este orden, se adiciond el Tubo A al B y se mezcldé dando pequenos golpes al
tubo. La mezcla se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Paralelamente, se
tomé la placa de 6 pozos con las células HEK 293 LTV y se adicionaron 1244ul del medio
descrito para estas células. Una vez finalizé el tiempo de incubacion, se adiciond al pozo
y gota a gota 256ul de la mezcla de transfeccion (ADN+Lipofectamina), distribuyendo

uniformemente en las células. Las células fueron incubadas a 37°C y 5% CO- durante 24h.

Recoleccion de las particulas LV: la transfeccion se verific6 por microscopia de

fluorescencia. Solo si esta fue al menos del 80% se continué con la recoleccion de las
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particulas LV. Se prepar6 medio DMEM alto en glucosa completo suplementado con
HEPES 20mM y se precalent6 a 37°C. Posteriormente, se recolect6 el sobrenadante de
los pozos y de manera correspondiente para los LV-GFP y LV-FGFb, 24h post-transfeccion
(LV-24h), y se adicion6 1,5ml de medio de cultivo fresco con HEPES a los pozos con las
HEK transfectadas para incubar las células por 24h adicionales. Posterior a este tiempo,
nuevamente los sobrenadantes fueron recolectados (LV-48h). Los sobrenadantes con las
particulas LV se centrifugaron a 2000xg durante 5min a 4°C y se filtraron por 0,45um. Una
alicuota de los sobrenadantes se mantuvo a 4°C para el ensayo de titulo funcional y el
volumen restante se almacené a -80°C, para los ensayos de transduccion de las CEM-
GW.

Ensayo de titulo funcional: Este ensayo se realiz6 con los LV-GFP. A partir de un cultivo
de células HEK 293T mantenido en medio DMEM alto en glucosa (4,5g/L) con L-glutamina
(4mM) suplementado con 10% SFB y antibidtico 1X, se sembraron 1x10° células por pozo
en 500pul del medio descrito, en placas de 24 pozos. Se realizaron 3 diluciones (1:2, 1:5y
1:10) de los LV utilizando la alicuota de los sobrenadantes recolectados a las 24 y 48h
post-transfeccion, en un volumen final de 1100ul. Cada dilucién se suplementé con 5,54l
de una solucion de 1mg/ml de sulfato de protamina, para obtener una concentracion final
de 5ug/ml. Se retird el medio de los pozos con las células HEK adheridas y se adicioné
500ul/pozo de las diluciones de los LV, asi como los sobrenadantes sin diluir (1:1). Las
células fueron incubadas a 37°C y 5% CO.durante 72h. Una vez transcurrido este tiempo,
las células se recolectaron y se analizaron en el citometro de flujo FACSCanto Il (Becton
Dickinson, San José, EE. UU.). El analisis de los datos se realizé6 con el paquete de
software de analisis de datos FlowJo vX.7.0 (Treestar, EE. UU.), para obtener el porcentaje
de expresion de la proteina GFP en cada una de las diluciones. El titulo viral (Particulas
virales por ml, PVI/ML) se calculd con la dilucion del virus que mostrara el 50% del nivel

expresion de la proteina GFP y con la siguiente férmula:

PVI  #celulas HEK x % Nivel de expresion 1000

ml 100 x Volumen de la alicuota para la dilucién
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2.7 Transduccion de las CEM-GW con las particulas LV-
GFP y LV-FGFb

A partir de un cultivo de células CEM-GW en frascos T75 en pase 1, se sembraron 1x10°
células/pozo en 1,5ml de medio DMEM completo (descrito en la seccion de cultivo para las
CEM-GW), en placas de 6 pozos. Se sembraron para cada donante, 3 pozos para infeccion
con las particulas LV-GFP, 3 para LV-FGF y 3 pozos sin infeccién (células wildtype). Las
células fueron incubadas a 37°C y 5% CO; durante 24h. Al dia siguiente, se preparo la
mezcla de infeccién para GFP y FGFb, asi: el volumen correspondiente de los LV-GFP y -
FGFb 48h para un valor de multiplicidad de infeccion (MOI) de 5, es decir, para obtener
500.000 PVI/ml, sulfato de protamina a una concentracién final de 50ug/ml y DMEM bajo
en glucosa suplementado con 10% SFB, en un volumen final de 1200ul/pozo. Se retir6 el
medio de los pozos y se adiciond 1200ul de la mezcla de infeccién, de manera
correspondiente en los pozos para GFP y FGFb. La infeccion de las CEM-GW se dej6 en
incubacién a 37°C y 5%CO; durante 72h. Una vez transcurrido este tiempo, las células
fueron recolectadas para expansién y verificacion de la infeccion midiendo el porcentaje
de expresién de las proteinas por citometria de flujo. Para medir el nivel de expresion de
la proteina GFP, las células fueron recolectadas, se lavaron con PBS 1X y se midieron
directamente en el citdmetro de flujo, utilizando CEM-GW sin infeccion (wildtype), como
control. Para medir el nivel de expresion de la proteina FGFb, se realiz6 marcacién
intracelular de las CEM-GW utilizando el anticuerpo contra la proteina reportera del factor,

anti-flag.

2.8 Marcacion intracelular del factor FGF2-Flag en las
CEM-GW transfectadas o transducidas

Después del tiempo de transfeccion por nucleofeccién o 72h post-infecciéon se retird el
medio de las CEM-GW modificadas genéticamente y no modificadas (wildtype), y se
adicioné 1ml de medio DMEM suplementado con BrefedinA (1000X, Invitrogen™) a una
concentracion final de 1X. Una vez se incubaron las células 4h con este medio, se
recolectaron para fijacién con el buffer de fijacién eBioscience™ |C Fixation (2X) durante
30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se lavaron con PBS1X y se
permeabilizaron con 500ul de una dilucién 1X del buffer eBioscience™ |C Permeabilization
durante 7 min. Después de retirar el buffer de permeabilizacion, se realizé tinciéon de las
células con el anticuerpo anti-flag (APC anti-DYKDDDDK Tag Antibody, Biolegend®, Cat.#
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637307) utilizando una dilucién de 1:40 (2,5ul/100ul) en buffer de permeabilizaciéon 1X. Las
células se incubaron por 45min a 4°C, se lavaron con PBS 1Xy se midieron en el citometro
de flujo FACSCanto Il (Becton Dickinson, San José, EE. UU.). Los datos se analizaron con

el paquete de software de analisis de datos FlowJo vX.7.0 (Treestar, EE. UU.).

2.9 Ensayos de ELISA para el factor FGFb

Los sobrenadantes tomados después de los ensayos de transfeccion por nucleofeccion,
transduccion por lentivirus y curvas de crecimiento de las UCWJS™ y UCWJFer
almacenados a -80°C, se utilizaron para determinacion de la concentracion del factor de
crecimiento FGFb por ensayos de ELISA utilizando el kit comercial Quantikine® ELISA
Human FGF basic Immunoassay (R&D Systems, Inc), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Este ensayo emplea la técnica de inmunoensayo enzimatico cuantitativo tipo

sandwich.

2.10 Inmunofenotipo de las CEM-GW

La expresion de antigenos de superficie celular relacionados con CEM se evalué mediante
citometria de flujo utilizando los marcadores de membrana CD90 (APC), CD73 (PECy7),
CD105 (PE), CD45 (APC/Cy7), CD34 (PerCPCy5.5), HLA-DR (Azul Pacifico) y HLA-ABC
(FITC) (Biolegend®). Ciento cincuenta mil (150.000) células se incubaron con las
diluciones estandarizadas de los anticuerpos durante 30min a 4 °C, se centrifugaron a
300xg durante 6 min y se resuspendieron en 200ul de PBS 1X. Posteriormente, las células
fueron leidas en el citobmetro de flujo FACSCanto Il (Becton Dickinson, San José, EE. UU.),
y los datos se analizaron con el paquete de software de analisis de datos FlowJo vX.7.0
(Treestar, EE. UU.).

2.11 Ensayos de diferenciacion (linaje osteoblastos)

Los ensayos de diferenciacién celular in vitro se realizaron teniendo en cuenta los
protocolos estandarizados previamente en la UTA y publicados (Silva-Cote et al., 2019).
La capacidad potencial multilinaje de CEM-GW transfectadas con plasmidos no virales y
transducidas con particulas LV, se examind mediante la induccion de la diferenciacion
celular utilizando un medio comercial de diferenciaciéon osteogénica. A continuacion, se

describe brevemente el ensayo: en placas de 24 pozos se sembraron 5x10* células/pozo
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hasta un 60% de confluencia y se expusieron al medio de diferenciacién osteogénica
(StemPro Osteogenesis Differentiation Kit, Life Technologies) durante 21 dias, realizando
cambio de medio de diferenciacion cada 3 dias. La deposicion de calcio se evidencio

mediante tincion con rojo de Alizarina (Alizarin Red-S, SigmaAldrich).

2.12 Ensayos de inmunomodulacion in vitro: Contacto
célula-célula

Los ensayos de inmunomodulacion in vitro se realizaron teniendo en cuenta los protocolos
estandarizados previamente en la UTA (Cruz-Barrera et al., 2020). Se evalué el co-cultivo
directo de CEM-GW/PBMC (contacto célula-célula). A continuacion, se describe
brevemente el ensayo: hPBMCs se cultivaron durante 24h en medio RPMI 1640 (Gibco®)
suplementado con 10% SFB y antibiético 1X. Paralelamente, a partir de cultivos de las
CEM-GW wildtype o modificadas genéticamente, se sembraron 5x10* células/pozo en
500l de medio DMEM completo, en cajas de 24 pozos. Después de 24h de incubacion,
se retird el medio de cultivo y se adiciond la cantidad de células PBMCs activadas para
evaluar las diferentes relaciones PBMCs: CEM (1:10, 1:20, 1:50 y 1:100). Para la activacion
de células T dependientes de TCR, se utilizaron las perlas de activacion de células T anti-
CD2, -CD3, -CD28 (aCD3/CD28) de Miltenyi Biotec (T Cell Activation/Expansion Kit
human, Cat# 130-091-441) siguiendo las instrucciones del fabricante. PBMCs sin
activacion y activadas con las perlas sin CEM-GW, fueron los controles negativo y positivo
del ensayo. Los co-cultivos se incubaron a 37°C y 5% de CO,durante 5 dias. Cada ensayo
se realizé por triplicado. El efecto inhibidor de las CEM-GW sobre la proliferacién de
linfocitos se determind mediante recuentos absolutos de células CD3" utilizando las perlas
de conteo CountBright Absolute Counting Beads (Invitrogen, Life Technologies), en un
citometro de flujo (FACSCanto II™, BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). Los datos se

analizaron con el paquete de software FlowJo vX.7.0 (TreeStar, EE. UU.).

2.13 Ensayos de ELISA multiplex de citoquinas

La determinacion cuantitativa de citoquinas y factores de crecimiento contenidos en
sobrenadantes colectados en los ensayos de curvas de crecimiento para las CEM-GW
transducidas con los LV-GFP y LV-FGFb se analizaron mediante ensayos de ELISA
multiplex de citoquinas (R&D Systems, Germany). Los factores analizados fueron:

angiogenina, regulada por activacion, expresada y secretada por células T normales
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(RANTES), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos
basico (FGFb), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF), molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), molécula de adhesion de células
vasculares 1 (VCAM-1), proteinas de union al factor de crecimiento similar a la insulina
(IGFBP) )-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IL-10, IL-6, factor inhibidor de la migracién de macréfagos
(MIF), proteina estimulante de macrofagos (MSP/MST1), factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF)-AA, PDGF -BB, PDGF-AB, factor de crecimiento transformante alfa
(TGFa), osteoprotegerina y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A). El ensayo
multiplex de citoquinas se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
sefiales de fluorescencia se detectaron utilizando el sistema de deteccion Luminex 200TM
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, EE. UU.) y los datos se analizaron en el software xPONENT.

Las concentraciones se presentan en pg/mL.

2.14 Produccién y aislamiento de VEs derivadas de CEM-
GwW

Para el aislamiento de VEs, se cultivaron CEM-GW wildtype (UCWJ") o CEM-GW
transducidas con LV-GFP y LV-FGFb (UCWJCFP y UCWJFCF) en 5 frascos T75 hasta
alcanzar una confluencia del 80% en medio DMEM completo. Después de 3-4 dias de
crecimiento, se remplazo el medio de cultivo (8mL/Frasco T75) de las células para inducir
la produccién de las VEs utilizando dos condiciones de cultivo: starvation y pro-inflamacion.
Para la condicion de starvation se utiliz6 medio DMEM suplementado con antibidtico 1X,
mientras que para la condicién de pro-inflamacién se utiliz6 medio DMEM suplementado
con las citoquinas TNF-a (Recombinant Human IL-1(, carrier-free) e IL-1B (Recombinant
Human TNF-aq, carrier-free) (Biolegend®) a una concentracion final de 50ng/ml y antibidtico
1X. Las células se incubaron durante 48h en estos medios de cultivo a 37°C y 5% COa..
Posteriormente, los sobrenadantes (40ml) se colectaron de manera correspondiente
(medio acondicionado, CM), y se utilizaron para el aislamiento de las VEs, mediante
polietilenglicol (PEG) y cromatografia de afinidad con columnas FAB-TACS® (IBA
Lifesciences GmbH)

Aislamiento de las VEs con Polietilenglicol (PEG): Los CMs se centrifugaron a 2000xg

durante 10 min para eliminar las células muertas y restos celulares, posteriormente se
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centrifugaron a 20.000xg durante 30min a 4°C. El sedimento resultante (fraccién de MVs)
se resuspendié en 500ul de PBS 1X filtrado previamente por 0,22um, para analisis por
NTA y analisis de marcadores de membrana. El sobrenadante resultante se filtr6 por
0,22um y se mezcld en proporciéon 1:5 con solucion de PEG (PEG8000) en PBS a 500
mg/ml y se incubd a 4 °C. Después de 16 h, el sobrenadante se centrifugd a 1500xg
durante 30 min a 4°C y el sedimento resultante (fraccion de Exos) se resuspendié en 500pl
de PBS 1X filtrado previamente por 0,22um, para analisis por NTA y analisis de

marcadores de membrana.

Aislamiento de las VEs por cromatografia de afinidad (columnas FAB-TACS®): Los
Exos se aislaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante para los kits de aislamiento
de exosomas CD9 y CD81 Fab-TACS® Exosome Agarose Column Starter kit (IBA
Lifesciences GmbH, Alemania, Cat. no. 6-3319-002 y 6-3381-002). Brevemente: los CM
se centrifugaron a 2000xg por 30min y se filtraron utilizando filtros de polietersulfona (PES)
0,22um; paralelamente, se preparo la solucién del anticuerpo diluyendo el anticuerpo CD9
o CD81 (Fab-Strep, 50 ug) en 1ml de PBS 1X filtrado por 0,22um. Posteriormente, se
preparo la columna (Strep-Tactin® TACS Agarose Column, 1 ml) lavando con 5ml de PBS
1X filtrado, una vez termind el flujo del paso de lavado, se cargo la dilucion del anticuerpo
correspondiente (anticuerpo/columna) y se incubd por 2min. Nuevamente, la columna se
lavé con 5ml de PBS 1X filtrado y se continué con el paso del asilamiento de los exosomas.
Maximo 20ml de los CM (starvation y pro-inflamacién) se pasaron por la columna en pasos
de 1ml, se lavod la columna con 10ml de PBS 1X y los exosomas fueron eluidos de la
columna aplicando inicialmente 1ml del buffer de elucién de Biotina 1mM e incubando por
5min, y posteriormente 3x1ml Biotina 1mM, para un volumen final de 3ml. Esta fraccion de

exosomas se analizé por NTA y marcadores de membrana.

2.15 Analisis de nanoparticulas por NTA

Las fracciones de MVs y Exos obtenidos en los dos procedimientos de aislamiento, se
caracterizaron en funcién del tamafo de particula y concentracion mediante analisis de
seguimiento de nanoparticulas (Nanoparticle Tacking Analyzis, NTA). Brevemente, las
MVs y Exos se diluyeron 10 a 100 veces, con PBS filtrado por 0,22um para la medicion de
20 a 100 particulas/campo y se analizaron con el equipo NanoSight NS300 (Malvern

Panalytical), como describe en el protocolo del fabricante. Las muestras se registraron por
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triplicado durante 60s cada una, a 25°C. La configuracion del equipo para la adquisiciéon
de datos se mantuvo constante entre las mediciones con el nivel de la camara establecido
en 14, la ganancia de pantalla establecida en 1 y el umbral de deteccién de las particulas

en 5. El andlisis de los datos se realiz6 con el software NTA 2.3 (Malvern Panalytical).

2.16 Caracterizacion de marcadores de membrana en VEs
por citometria de flujo

Para la expresion de proteinas de superficie, los marcadores de superficie de VEs, CD9,
CD81 y CD63, se analizaron mediante citometria de flujo de acuerdo con el siguiente
protocolo: 10 ul de una dilucion 1:100 de perlas de latex aldehido/sulfato de 4 um
(Aldehyde/Sulfate Latex Beads, 4% w/v, 4 um, LifeTechnologies™) se mezclaron con el
volumen de VEs equivalente a 800 MV o 1600 Exos/perla y PBS 1X filtrado por 0,22um,
en condiciones estériles en un volumen final de 200pl. La mezcla se incub6 en un agitador
orbital durante 1h, posteriormente el complejo VEs-perla se centrifugd e incubé con BSA
al 7,5 % (BSA Fraccion V — 7,5 %, Gibco®) durante 30 min a temperatura ambiente seguido
por incubacién con los anticuerpos anti-CD63 (FITC, H5C6), anti-CD9 (PE, HI9a) y anti-
CD81 (APC, 5A6) (Biolegend®) durante 30 min a 4°C. Después de una centrifugacion
adicional, los complejos se resuspendieron en PBS 1X filtrado por 0,22um y los datos se
adquirieron utilizando el citometro de flujo BD LSR Il (Becton Dickinson, San José, EE.
UU.). Los datos se analizaron con el paquete de software FlowJo vX.7.0 (TreeStar, EE.
uu.).

2.17 Caracterizacion de marcadores de membrana en VEs
por Exoview®

Los CM obtenidos después de 48h en las dos condiciones de cultivo para la produccién de
las nanoparticulas, se diluyeron entre 10 a 20 veces en la Solucion A (solucién con Tween-
20), y un volumen de 150yl fue incubado con los chips ExoView® Tetraspanin chips (EV-
TC-TTS-01) durante 16h a temperatura ambiente, en placas de 24 pozos. Los chips
contienen spots individuales a los que se han unido los anticuerpos anti-CD63 (clon H5C6),
anti-CD81 (clon JS81) o anti-CD9 (clon H19a) o anticuerpos de isotipo IgG1k de ratdn,
utilizados como control para la unién no especifica de las VEs. Posteriormente, los chips
se lavaron 3 veces con la Solucion A durante 3 min bajo agitacion suave y constante, y se

incubaron con la mezcla de los anticuerpos fluorescentes ExoView® Tetraspanin Labeling
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(EV-TC-AB-01), que contiene los anticuerpos anti-CD63, anti-CD81 y anti-CD9 (los
mismos clones descritos anteriormente), todos diluidos 1:5000 en Solucién A con BSA al
2%. Posteriormente, los chips se lavaron una vez en la Solucion A y tres veces en la
Solucion B, seguido de un lavado con agua desionizada filtrada y puestos a secar. Las
soluciones Ay B se proporcionaron del kit de chips ExoView Tetraspanin (EV-TC-TTS-01).
Finalmente, se tomaron imagenes de los chips con el lector ExoView R100 utilizando el
software de adquisicion ExoScan 2.5.5. Las imagenes adquiridas se analizaron con el
software ExoViewer 2.5.0, con umbrales de tamafno EV establecidos en un diametro de 50

a 200 nm. La senal registrada en los spots con los isotipos se utilizé como control de fondo.

2.18 Analisis estadistico

Para determinar diferencias con significancia estadistica, se utilizaron pruebas t de Student
y ANOVA para datos paramétricos y la prueba de Kruskal-Wallis para datos no
paramétricos. Se considerd nivel de significancia cuando el valor de p fue inferior a 0,05.
El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando el software GraphPad Prism versién 6.0
(La Jolla, CA, EE. UU.).



3.Resultados

3.1 Modificacidén genética transitoria de las CEM-GW con
un vector no viral (Nucleofeccion)

3.1.1 Vector de transferencia no viral del gen FGFb

Se realiz6 busqueda de un vector comercial de expresion del factor de crecimiento FGFb:
pCMV3-FGF2-Flag. El vector contiene la secuencia de nucledtidos dentro del marco
abierto de lectura (ORF, cDNA) que codifica para el factor de crecimiento fibroblastico
basico humano (FGFb, FGF2), cuyo tamafio es de 468bp. El gen se encuentra flanqueado
por las secuencias para las enzimas de restriccion Kpnl en el extremo 5 y Xbal en el
extremo 3’. Estas secuencias permiten la subclonacién del OFR por digestion con enzimas
de restriccion. El transcrito (mRNA) traduce para una proteina recombinante de 155
aminoacidos (18KDa) que se encuentra en fase con el tag FLAG. El tag FLAG se
encuentra en la region C-terminal de la proteina FGFb, y corresponde a un polipéptido de
ocho aminoacidos (DYKDDDDK, donde D: acido aspartico, Y: tirosine y K: lisina). El tag
FLAG es un antigeno artificial que funciona como un reportero, para el que han sido
desarrollados anticuerpos especificos (monoclonales) y de alta afinidad, y por lo tanto
puede ser usado para la purificacion de las proteinas por cromatografia de afinidad y
también para su rastreo y localizacién subcelular en células. En este sentido la fusion del
tag FLAG a la proteina permite que la proteina sea estudiada por técnicas de
inmunofluorescencia o citometria de flujo. Para este estudio, el tag FLAG fue utilizado para
la validacion de la sobreexpresion del factor de crecimiento FGFb después de la

transfeccion por nucleofeccion o transduccion con las particulas LV, de las CEM-GW.

En la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information) se encuentran
referenciadas dos variantes del gen identificadas como NM_001361665.1
(NP_001348594.1) y NM_002006.5 (NP_001997.5), que representan la isoforma mas
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corta (18KDa) y la mas larga (34KDa), respectivamente. El alineamiento multiple entre la
secuencia de nucleétidos reportada en la base de datos NCBI (NM_002006.5) y la
secuencia reportada del ORF clonado en el vector comercial, utilizando la herramienta
bioinformatica muscle (EMBL's European Bioinformatics Institute, EMBL-EBI), muestra que
no hay un 100% de coincidencia entre las secuencias. La secuencia clonada en el vector
comercial presenta una serie de cambios en la secuencia nucleotidica con respecto a la
reportada en la base de datos NCBI. Sin embargo, al realizar una traduccion in silico y
realizar un posterior alineamiento en aminoacidos se observa un 100% de coincidencia
entre la secuencia peptidica del NCBI y el vector comercial. Esta observacion podria ser
el resultado de un proceso de optimizacién de codones empleado para mejorar la eficiencia
de la transcripcién del constructo. Por otro lado, estos cambios en la secuencia nucleotidica
pueden también introducirse para aumentar el nivel de expresion de la proteina en el
sistema E. coli. Este vector de transferencia no viral para el factor de crecimiento FGFDb,

fue utilizado para la transfeccion de las CEM-GW, por nucleofeccién.

3.1.2 Estandarizacion de la transfeccidn de plasmidos en CEM-
GW, por nucleofeccién

La nucleofeccion es un método fisico de transfeccidn, que consiste en una electroporacién
optimizada para dirigir los acidos nucleicos no sélo al citoplasma, sino al nucleo celular. Se
utilizé el equipo 4D-NucleofectorTM System X Unit (Lonza Biosciences) para tiras (20ul
Nucleocuvette™ Strip) y cubetas (100ul Nucleocuvette™ Vessels). Con el objetivo de
optimizar el procedimiento se realizd un experimento inicial utilizando tiras, con las

condiciones experimentales mostradas en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones experimentales para la transfeccién por nucleofeccion de las CEM-GW con el
plasmido pCMV3-FGF2-Flag.

Condicion Caracteristicas Cantidad
CEM-GW UCWJ 126 — P4
Numero de células 75.000
Control positivo Plasmido pmaxGFP™ 0,6 ug
Control negativo Sin ADN con programa -
: . 0,5 ug
Tratamiento Plasmido pCMV3-FGF2-Flag 0.8 g




Resultados 47

Se siguio el protocolo sugerido para el fabricante “Amaxa™ 4D-Nucleofector™ Protocol for
Undifferentiated Human Mesenchymal Stem Cells (MSC) For 4D-Nucleofector™ X Unit—
Transfection in suspension”, con el kit comercial P1 Primary Cell 4D-Nucleofector™ X Kit.
El control positivo consiste en la transferencia del plasmido pmaxGFP™ (3464bp) que
contiene el kit comercial, para la expresion de la proteina GFP. La expresion de esta
proteina permite evaluar la eficiencia de la nucleofeccion. Por su parte el control negativo,
consiste en someter a las células al pulso eléctrico en ausencia del material genético, lo
que permite evaluar el impacto del efecto fisico generado por el procedimiento sobre la
viabilidad de las células. Después de 7 dias post-nucleofeccion se evalud la expresion de
la proteina recombinante (FGF2-Flag) por citometria de flujo. Para la deteccién de la
proteina FGF2-Flag se realizd arresto intracelular de la proteina, debido a que esta es
secretada al medio de cultivo, con BrefeldinA. Esta molécula es un inhibidor del transporte
de proteinas generando su acumulacién en el complejo reticulo endoplasmico/aparato de
Golgi, de esta manera se utiliza para incrementar la concentracion intracelular de proteinas

que son secretadas (Jung, Schauer, Heusser, Neumann, & Rieger, 1993).

La Figura 3A., muestra alta proporciéon de las CEM-GW transfectadas con el vector
pmaxGFP estan expresando la proteina GFP, evidenciando que el protocolo seguido y las
condiciones experimentales ensayadas permitieron la obtencidon de una transfeccién
adecuada. Esta observacion cualitativa en las fotos por microscopia de fluorescencia se
soporta con la medicién por citometria de flujo, en la que se obtuvo que el 93,6% de células
CEM-GW estan expresando la proteina GFP (Figura 3B.). Como se espera las células
CEM-GW sin transfeccion (wildtype) no muestran expresion de la proteina GFP (UCWJWT,
Figura 3B.). Adicionalmente, se observa en las fotografias de campo claro (BF) que la
transfeccion no afecta de manera significativa la morfologia y capacidad de auto-
renovacion de las CEM-GW. Estos resultados con el plasmido pmaxGFP™ utilizado como
control positivo evidencian que la técnica de nucleofeccion permite bajo las condiciones
experimentales adecuadas una alta eficiencia de transfeccion de un plasmido en células
primarias, como lo son las CEM-GW. Por otro lado, se esperaba resultados similares en la
transfeccién del vector comercial de la proteina FGF2-Flag. En una primera lectura, la
transfeccion del plasmido pCMV3-FGF2-Flag (Figura 3C.) mostraron un bajo nivel de
expresion de la proteina FGF2-Flag en las CEM-GW al dia 7 post-transfeccion, sélo el 10%

de la poblacion celular fue positiva para la marcacion con el anticuerpo anti-Flag. Por otro
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lado, con los resultados se observa que no hay diferencia entre las dos cantidades de

plasmido utilizadas en el ensayo, el porcentaje de CEM-GW positivas es el mismo.
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Figura 3. Primer ensayo de transfeccién por nucleofeccién del vector pmaxGFP™ y el vector
pCMV3-FGF2-Flag en las CEM-GW. A. Fotos de microscopia de fluorescencia tomadas a las
células CEM-GW después de 48h post-nucleofeccion (hpn) con el vector pmaxGFP™. El panel
superior corresponde a un aumento de 5X, el panel inferior a un aumento de 20X. BF: campo claro.
B. Citometria de flujo de las células CEM-GW después de 7 dias post-nucleofeccion (pn) con el
vector pmaxGFP ™. C. Citometria de flujo de las CEM-GW después de 7 dias post-nucleofeccion
con el vector pCMV3-FGF2-Flag. UCWJWT: CEM-GW no transfectadas. UCWJCFP: CEM-GW
transfectadas con el vector pmaxGFP™, expresando la proteina GFP. UCWJFGFb: CEM-GW
transfectadas con el vector pCMV3-FGF2-Flag, expresando la proteina FGF2-Flag.

Sobre este resultado y su comparacion con el resultado de la proteina GFP, se propusieron
diferentes causas que conllevaron a los resultados, una de ellas esta relacionada con el
tamafo de los plasmidos, el plasmido pmaxGFP™ es mas pequeio que el plasmido
pCMV3-FGF2-Flag lo que aumenta su probabilidad de ingreso a la célula, lo que se refleja
en la diferencia del nivel de expresion de las proteinas. Otra causa, esta relacionada con
el tiempo de incubacién de las células con el reactivo BrefeldinA, se ha descrito que este
parametro debe ser estandarizado para cada tipo celular, por lo tanto, si el tiempo de
incubacién no fue el suficiente para generar el arresto intracelular de la proteina FGF2-
Flag, esta se secreté al medio de cultivo. Finalmente, el tiempo post-nucleofeccion para
evaluar la expresion de la proteina FGF2-Flag en las CEM-GW fue muy prologado (7 dias),
ya que la transfeccion es transitoria existe una alta probabilidad de pérdida del plasmido
durante la duplicacion celular, lo que se refleja en el bajo nivel de expresion de la proteina

recombinante detectada.

Teniendo en cuenta las causas mencionadas, se dio paso a un nuevo ensayo con las
siguientes variaciones experimentales: 1. Formato de la nucleofeccion en cubetas, 2.
Tiempo de incubacion con la BrefeldinA 4h y 3. Tiempo de medicion de la expresion de la
proteina FGF2-Flag post-nucleofeccion, 48h. Las condiciones experimentales se muestran
en la Tabla 2. Se sigui6 el mismo protocolo, el del fabricante, mencionado anteriormente y
se utilizé el mismo kit de nucleofeccion. Después de 48 horas post-nucleofeccion (hpn) se
evalud la expresién de la proteina recombinante (FGF2-Flag) por citometria de flujo
siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente, incrementando el tiempo de

incubacion con BrefeldinA.
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Tabla 2. Condiciones experimentales para la transfeccion por nucleofeccién de las CEM-GW con
el plasmido pCMV3-FGF2-Flag.

Condicion Caracteristicas Cantidad
CEM-GW UCWJ 126 — P6
Numero de células 545.000
Control positivo Plasmido pmaxGFP™ 2 ug
Control negativo Sin ADN con programa
Tratamiento Plasmido pCMV3-FGF2-Flag 2 Eg

La Figura 4A., muestra una vez mas alta proporcion de las CEM-GW transfectadas con el
vector pmaxGFP™ expresando la proteina GFP (70,9%), validando que las condiciones
experimentales ensayadas permitieron la obtencion de una transfeccion adecuada que es
reproducible. Por otro lado, las células CEM-GW sin transfeccién (wildtype) no muestran
expresion de la proteina GFP (UCWJWT, Figura 4A.). Con relacion al nivel de expresion de
la proteina FGF2-Flag, la Figura 4B. muestra que bajo las condiciones experimentales
ensayadas se logré un incremento significativo en el nivel de expresion de la proteina
recombinante en las CEM-GW, ya que el porcentaje de células positivas a la fluorescencia
se encuentra entre el 78,9 — 86,6%. En este ensayo se observa diferencia entre las dos
cantidades de plasmido utilizadas en el ensayo, hay una relacion proporcional entre la
cantidad de plasmido transferido y el porcentaje de CEM-GW positivas, 78,9% y 86,6%,
para 2ug y 5ug de plasmido pCMV3-FGF2-Flag, respectivamente (Figura 4B.). De esta
manera los resultados muestran que las condiciones experimentales establecidas en este
ensayo conducen a una eficiente transfeccion de las CEM-GW por nucleofeccion, del
plasmido pCMV3-FGF2-Flag, lo que permitié evaluar el efecto de la modificacion genética

en las caracteristicas biologicas de las células.
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Figura 4. Segundo ensayo de transfeccién por nucleofecciéon del vector pmaxGFP™ y el
vector pPCMV3-FGF2-Flag en las CEM-GW. A. Citometria de flujo de las células CEM-GW después
de 48 horas post-nucleofeccion (hpn) con el vector pmaxGFP™. Histograma rojo: UCWJWT h,
histograma azul: UCWJCFF, B. Citometria de flujo de las CEM-GW después de 48 horas post-
nucleofeccion (hpn) con el vector pCMV3-FGF2-Flag. Histograma rojo: UCWJWT h, histograma azul:
UCWUJFGFb 2ug, histograma naranja: UCWJFGFb 5ug. UCWJIWT: CEM-GW no transfectadas.
UCWJCFP: CEM-GW transfectadas con el vector pmaxGFP™, expresando la proteina GFP.
UCWUJFGFb: CEM-GW transfectadas con el vector pPCMV3-FGF2-Flag, expresando la proteina FGF2-
Flag.

Teniendo en cuenta la dependencia del nivel de expresion de las proteinas GFP y FGF2-
Flag con el tiempo de post-nucleofeccion, se realizdé un ensayo para evaluar el cambio en
el nivel de expresion de las proteinas dependiendo del tiempo post-nucleofeccion. Las
condiciones experimentales para la transfeccién del vector pCMV3-FGF2-Flag por
nucleofeccion en las CEM-GW, corresponden a las establecidas en este ultimo
experimento (ver Tabla 2.). Posteriormente, se colectaron las células durante los siguiente
tiempos post-nucleofeccion: 48h, 96h (4 dias), 7 dias y 9 dias. El nivel de expresion de las
proteinas (GFP y FGF2-Flag) se midié por citometria de flujo. La Figura 5A., muestra que
a medida que aumenta el tiempo post-nucleofeccion, la fluorescencia de la proteina FGF2-
Flag (APC*, panel inferior) va disminuyendo de manera significativa (corrimiento hacia la
izquierda de la curva azul y naranja), casi hasta superponerse con la condicion basal. De
manera contraria, la fluorescencia de la proteina GFP no disminuye, se observa
fluorescencia positiva en la mayoria de las células incluso a los 9 dias post-transfeccion
posiblemente debido a que la eficiencia en la expresion proteica y su acumulacion en
diversos compartimientos celulares. La disminucion de la fluorescencia de la proteina
FGF2-Flag se graficé como el porcentaje del nivel de expresion de la proteina en las CEM-
GW (Figura 5B.). La disminucién del porcentaje de expresion de la proteina FGFb-Flag se
relaciona con el caracter transitorio del método de transferencia génica utilizado, ya que

hay alta probabilidad de pérdida del plasmido durante la duplicacién celular, y por lo tanto
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disminucion del nivel de expresion de la proteina recombinante. Estos resultados fueron
validados mediante la determinacion de la concentracion del factor en los sobrenadantes
del ensayo por ELISA (Figura 5C.).
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Figura 5. Cambio en el nivel de expresion de las proteinas GFP y FGF2-Flag, durante
diferentes tiempos post-nucleofecciéon. A. Citometria de flujo de las células CEM-GW después
de 48h, 96h, 7 y 9 dias post-nucleofeccion con el vector pmaxGFP™ (panel superior) y con el vector
pCMV3-FGF2-Flag (panel inferior). B. Grafica del cambio en el nivel de expresion de las proteinas
GFP y FGF2-Flag, medido por citometria de flujo. C. Grafica del cambio en la concentracion del
factor FGFb, medida en los sobrenadantes por ELISA. UCWJCGFP: CEM-GW transfectadas con el
vector pmaxGFP™, expresando la proteina GFP. UCWJFGFe: CEM-GW transfectadas con el vector
pCMV3-FGF2-Flag, expresando la proteina FGF2-Flag.

Los resultados de estos ensayos evidencian que el método de nucleofeccion, bajo las
condiciones experimentales estandarizadas, permite realizar con alta eficiencia
transfeccion de vectores no virales en un cultivo de células primarias, como lo son las CEM-
GW. Esta transferencia, que es transitoria, genero altos niveles de expresion de la proteina
recombinante FGF2-Flag hasta por 96h post-nucleofeccién, segun la cuantificacién
realizada por citometria de flujo. Las condiciones experimentales estandarizadas fueron
utiizadas para evaluar el efecto de la modificacion genética transitoria, en las

caracteristicas biolégicas de las CEM-GW.

3.1.3 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de la proteina
FGFb en las propiedades biolégicas de las CEM-GW
Una vez estandarizadas las condiciones de transfeccion por nucleofeccion del plasmido
pCMV3-FGF2-Flag, para la expresion de la proteina recombinante FGF2-Flag en las CEM-
GW, se evaluo el efecto de la sobreexpresion del factor en las propiedades bioldgicas de
las células en términos de fenotipo y de proliferacion. El experimento para la medicion del
efecto de la sobreexpresion de la proteina recombinante FGF2-Flag en las dos
propiedades bioldgicas, consistid en la nucleofeccion de las CEM-GW con el vector
pCMV3-FGF2-Flag, y como controles experimentales células transfectadas con el vector
pmaxGFP™ vy células no transfectadas. Después de 96h post-nucleofeccion (hpn) las
células fueron recolectadas para la medicion por citometria de flujo del nivel de expresién
de las proteinas GFP y FGF2-Flag. Se encontré que el 87,6% de las CEM-GW mostraron
expresion de la proteina GFP, mientras que el 48,8% mostraron expresién de la proteina
FGF2-Flag. Las células se marcaron con los anticuerpos dirigidos hacia los marcadores de
superficie: CD105, CD90, HLA-ABC, CD44, HLA-DR, CD34, CD274 y CD276. Se midieron
células no marcadas y marcadas con los correspondientes isotipos de los marcadores de

superficie, como controles.
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Figura 6. Efecto de la sobreexpresion del factor de crecimiento FGF2-Flag, en el fenotipo de
las CEM-GW. Las CEM-GW fueron transfectadas por nucleofeccion con los vectores pmaxGFP™
y pCMV3-FGF2-Flag. 96h post-nucleofeccién fueron recolectadas para lectura de GFP
directamente en el citémetro de flujo, y para marcacion con los anticuerpos anti-Flag y los dirigidos
hacia los diferentes marcadores de superficie evaluados. UCWJGFP: CEM-GW transfectadas con el
vector pmaxGFP™, expresando la proteina GFP. UCWJFGFe: CEM-GW transfectadas con el vector
pCMV3-FGF2-Flag, expresando la proteina FGF2-Flag. Los datos son resultados de dos
mediciones (n=2 por grupo).

La Figura 6 muestra el resultado obtenido del porcentaje de expresion de los marcadores
de superficie en las CEM-GW modificadas genéticamente con el vector no viral pPCMV3-
FGF2-Flag (UCWJFC), en comparacién con el nivel de expresion de los marcadores en
CEM-GW sin la modificacion genética (UCWJWYT) y expresando GFP (UCW°CFP). Las
poblaciones celulares muestran expresion de los marcadores de superficie caracteristicos
de las CEM-GW, CD105, CD90, CD44 y HLA-ABC. Los marcadores CD105 y CD44 son
glicoproteinas relacionadas con la interaccion célula-célula. El marcador de superficie
HLA-ABC es un antigeno de clase | del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC ).
Por otro lado, las poblaciones celulares muestran carencia de expresion de los marcadores
de superficie HLA-DR y CD34. El marcador de superficie HLA-DR es un antigeno de clase
Il del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC 1), mientras que CD34 es un marcador
hematopoyético. Estos resultados estan de acuerdo con lo que se ha reportado en la
literatura sobre la expresion y ausencia de ciertas proteinas de membrana que caracterizan
la poblacién celular de CEM. A pesar de que no encuentran en el panel de caracterizaciéon
de CEM, se evaluaron otros dos marcadores de superficie, CD274 y CD276, PD-L1y PD1,
respectivamente. Resultados previos en nuestro grupo de investigacion han mostrado que
la expresion de estas moléculas podria estar asociada con unos de los mecanismos por
medio del cual las CEM-GW ejercen su potencial inmunomodulador (Cruz-Barrera et al.,

2020). Por tal razén, fueron incluidos en este experimento. Se observa que las poblaciones
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celulares muestran expresion de las dos proteinas de superficie, en donde CD274 se

encuentra a un nivel de expresion menor que CD276.

Es importante resaltar que no hay cambio significativo en el nivel de expresion de los
marcadores de superficie entre las CEM-GW modificadas genéticamente en comparacion
con las células no modificadas. El resultado de la evaluacién de la expresion de los
marcadores de superficie evidencia que la modificacion genética no viral de las CEM-GW
para la sobreexpresion del factor de crecimiento FGFb, no modifica su propiedad bioldgica
en términos de fenotipo o expresion de marcadores de superficie caracteristicos de las
CEM, relacionados con interaccion célula-célula, adhesion celular, inmunofenotipo e
inmunomodulacion. De esta manera, se sugiere que la sobreexpresion del factor FGFb no

va a influir de manera negativa en las propiedades innatas de las CEM-GW.

En el siguiente experimento se evaluo el efecto de la sobreexpresion de la proteina FGF2-
Flag en la proliferacion de las CEM-GW. El ensayo consistié en la nucleofeccién de las
CEM-GW (3 donantes) con el vector pCMV3-FGF2-Flag, y como control experimental
células transfectadas con el vector pmaxGFP™. Durante 5 dias post-nucleofeccion se
realizé conteo celular, cada 24h. Adicionalmente, se colectaron los sobrenadantes de cada
uno de los tiempos post-nucleofeccidon para la medicion del nivel de expresion de la
proteina FGF2-Flag por ensayos de ELISA. En la Figura 7A., los resultados muestran que
los conteos celulares para las CEM-GW transfectadas con el vector pCMV3-FGF2-Flag
fueron mayores (simbolos color naranja) en comparacién con las células control (circulos
verdes), durante los cinco tiempos post-nucleofeccion evaluados. Este comportamiento
que es el mismo en los 3 donantes evaluados, evidencia que es un comportamiento
reproducible. Por otro lado, es interesante notar que si bien las curvas de crecimiento para
las células transfectadas con el vector pCMV3-FGF2-Flag estan siempre por encima del
control, el comportamiento entre ellas es diferente entre cada donante, es decir es donante-
dependiente. Esta observacion es de esperar ya que las células corresponden a un cultivo
primario, razén por la cual las propiedades biologicas de las células van a depender del

donante.

El incremento en la proliferacion de las CEM-GW transfectadas con el vector pCMV3-
FGF2-Flag esta relacionado con el incremento en la concentraciéon de la proteina FGF2-

Flag medida en los sobrenadantes por ELISA (Figura 7B.). Las CEM-GW transfectadas
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con el vector pCMV3-FGF2-Flag muestran incremento en el nivel de expresion de la
proteina FGF2-Flag (Figura 7B., simbolos color naranja) en comparacién con las células
control, las cuales muestran un nivel de expresion basal del factor (Figura 7B., circulos
verdes). Este comportamiento es reproducible entre los donantes de CEM-GW evaluados.
Es notable en el comportamiento medido, que hay un pico de concentracién a las 24h post-
nucleofeccion que se estabiliza luego de 48hpn hasta las 120hpn. Por otro lado, es
interesante notar que el incremento en el nivel de expresion de la proteina FGF2-Flag es
similar entre donantes, lo estaria sugiriendo una eficiencia de transfeccién uniforme entre

los donantes.
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Figura 7. Efecto de la sobreexpresion del factor de crecimiento FGF2-Flag, en la proliferacion
de las CEM-GW. Las CEM-GW fueron transfectadas por nucleofeccion con los vectores
pmaxGFP™ y pCMV3-FGF2-Flag. Durante 5 dias post-nucleofeccion se realizaron conteos
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celulares cada 24h. A. Curva de crecimiento de los donantes transfectados con el vector pCMV3-
FGF2-Flag (simbolos naranjas) y de las células control (circulos verdes). B. Concentracién del factor
FGFb en los sobrenadantes de las CEM-GW transfectadas con el vector pCMV3-FGF2-Flag
(simbolos naranjas) y de las células control (circulos verdes). UCWJCGFP: CEM-GW transfectadas
con el vector pmaxGFP™, expresando la proteina GFP. UCWJFGFo: CEM-GW transfectadas con el
vector pCMV3-FGF2-Flag, expresando la proteina FGF2-Flag. Los resultados son de dos
mediciones (n=2 por grupo). **** p<0,0001 de acuerdo con la prueba de comparaciones multiples
ANOVA de dos vias, Sidak.

3.1.4 Perfil de secrecion de factores solubles de las CEM-GW
modificadas genéticamente por nucleofeccion, para la sobre-
expresion de la proteina FGFb

Los sobrenadantes colectados de las curvas de crecimiento para los tres donantes de

CEM-GW nucleofectadas para la sobreexpresion del factor FGFb, en comparacion con

CEM-GW expresando GFP, se analizaron en un ensayo multiplex de ELISA para

determinar la cinética de produccién y consumo de citoquinas y factores de crecimiento,

que estan directa o indirectamente relacionados con la proliferacion de las CEM.

Inicialmente, es interesante observar que las CEM-GW transfectadas con el vector pCMV3-

FGF2-Flag (UCWJFCF) muestran siempre mayor concentracion del factor FGFb (Figura

8A, panel FGFb, circulos naranjas) en comparacion con las células control (UCWJCFF), las

cuales muestran la cinética normal de consumo del factor durante la proliferacion de las

CEM-GW (Figura 8A, panel FGFb circulos verdes). Este comportamiento fue reproducible

entre los donantes de CEM-GW evaluados. Posteriormente, el analisis de los resultados

evidencio un panel de factores solubles que son principalmente consumidos por las CEM-

GW durante su expansion con hLP, con un patréon similar entre las CEM-GW modificadas

genéticamente para la sobreexpresion del factor FGFb, y las células control.

Especificamente, encontramos una reduccion significativa de la familia PDGF AA (96,9%),

AB (89,7%), BB (90,5%) y FGFb (74,4%) en UCWJFC expuestas a hLP después de 5 dias

de cultivo (en comparacion con el dia 1, Figura 8A). Ademas, las UCWJFCF también

consumieron activamente otros factores fuertemente enriquecidos en hLP durante 5 dias
de cultivo, incluidos MIF (55,0%) y EGF (57,3%). Resultados previos en nuestro grupo de
investigacion validaron que el consumo de los factores evaluados se correlaciona con la
alta concentracion de estos en el hLP en comparacion con las concentraciones iniciales
presentes en el suero humano y el suero fetal bovino. Por lo tanto, bajo una alta

disponibilidad de factores de crecimiento, las CEM-GW muestran una clara dependencia
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de estos factores y los utiliza para apoyar la proliferacion activa (Cafias-Arboleda, Beltran,
Medina, Camacho, & Salguero, 2020).

Por otro lado, los resultados evidenciaron un panel de factores solubles que son producidos
por las CEM-GW durante su expansion con hLP, con un patréon similar entre las CEM-GW
modificadas genéticamente para la sobreexpresién del factor FGFb, y las células control.
En el dia 5, se detectdé una acumulacion significativa de osteoprotegerina (62,6X), HGF
(48,0X), CXCL-1 (7,1X), GM-CSF (4,2X) y G-CSF (5,1X) en sobrenadantes de UCWJF¢F®
cultivados en hLP (en comparacion con el dia 1, Figura 8B). Factores adicionales como
VEGF (1,5 veces), ICAM-1 (1,3X) y la familia IGFBP-1, -2 y -3 (1,5X, 1,8X y 1,6X,
respectivamente), en comparacion con el dia 1, también mostraron un enriquecimiento en
la cinética de proliferacion de las UCWJFC con hLP. Finalmente, los resultados mostraron
un ultimo panel de proteinas evaluadas, en las que se observé equilibrio en la cinética de
consumo y produccién durante la fase de proliferacion de las CEM-GW modificadas
genéticamente: Angiogenina, RANTES, IL-10, IL-6, TNFa, MSP/MST-1 y VCAM-1 (Figura
8C).
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Figura 8. Perfil de secrecion de factores solubles de las CEM-GW modificadas genéticamente
por nucleofeccion, para la sobreexpresion de la proteina FGFb. Las CEM-GW (n=3 donantes)
fueron transfectadas por nucleofeccion con los vectores pmaxGFP™ y pCMV3-FGF2-Flag. Durante
5 dias post-nucleofeccion se colectaron sobrenadantes cada 24h. A. Citocinas y factores de
crecimiento consumidos por UCWJFGFP cultivados en hLP, en comparacion con células control,
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UCWUJCFP. B. Citocinas y factores de crecimiento secretados por UCWJFGFb cultivados en hLP, en
comparacion con células control, UCWJCFP. UCWJCGFP: CEM-GW transfectadas con el vector
pmaxGFP™, expresando la proteina GFP. UCWJFGFP: CEM-GW transfectadas con el vector
pCMV3-FGF2-Flag, expresando la proteina FGF2-Flag. Los resultados son de tres donantes (n=3

por grupo).

3.2 Modificacidén genética estable de las CEM-GW con un
vector viral (Lentivirus)

Las particulas virales seleccionadas para la modificacion genética de las CEM-GW fueron
las particulas lentivirales (LV). Los LV son herramientas versatiles por su habilidad de
transducir células que no se dividen. Estos virus generan expresiones génicas estables a
largo plazo y el material genético transportado por las particulas se integra en el genoma
del huésped. Esta seccién de los resultados describe la estandarizacién para optimizar la
produccion de particulas LV de tercera generacion, la estandarizacion para la transduccién
de las CEM-GW y la evaluacion del impacto de una infeccion controlada en las propiedades
biolégicas de las CEM-GW, en términos de expresion de marcadores de superficie,

proliferacion, diferenciacion e inmunomodulacion.

3.2.1 Vector de transferencia viral del gen FGFb

El sistema lentiviral permite el empaquetamiento de particulas LV de tercera generacion a
partir de la transfeccién de cuatro plasmidos en la linea celular mamifera HEK293. Uno de
estos vectores corresponde al vector de transferencia lentiviral, el cual contiene el gen de
interés, que para este estudio corresponde al factor de crecimiento FGFb. El vector de
transferencia lentiviral disponible en el laboratorio fue el vector identificado como #204
RRL-cPPT-CMV-0PRE (6709bp, p204LV). La estrategia de clonacién disefiada se baso en
la sub-clonacion del gen utilizando enzimas de restriccion (Figura 9). La estrategia como
se describira mas adelante incluyé un paso de amplificacién por PCR, ya que las enzimas
de restriccion que flanquean la secuencia en el vector comercial, no se encuentran en el
SMC del vector p204-LV. Esta estrategia de sub-clonacion fue validada in silico utilizando
las herramientas bioinformaticas Benchling (Life Sciences R&D - R&D platform -
https://www.benchling.com/ y Genome Compiler (Corporation - www.genomecompiler

.com).

Para la amplificacion por PCR, se disefaron primers (forward hFGFb-alfa-LV-Xbal y

reverse hFGFb-omega-LV-EcoRlI) utilizando como plantilla la secuencia reportada en el
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vector comercial (pCMV3-FGF2-Flag). Los primers contienen las secuencias de las
enzimas de restriccion Xbal en el extremo 5’ y EcoRI en el extremo 3’, que se seleccionaron
teniendo en cuenta diferentes aspectos: 1) Secuencias presentes en el SMC del vector
p204-LV. 2) Secuencias ausentes dentro de la secuencia de nucledétidos que codifica para
la proteina FGFb. 3) Disponibilidad de las enzimas en el laboratorio. Por otro lado, es
importante resaltar que la ubicacion de las enzimas de restriccion permitio la clonacion del
gen en la direccion correcta para la generacion apropiada del transcrito (MRNA) y proteina.
Adicionalmente, el primer forward contiene la secuencia Kosak (ACCATGG) corriente
abajo de la secuencia para la enzima de restriccion Xbal, en la que se encuentra el codén
de inicio ATG. Por su parte, el primer reverse contiene el codon stop corriente abajo de la
secuencia de la enzima de restricciéon EcoRI. La Tabla 3 muestra la secuencia de los

primers disefiados y las caracteristicas descritas anteriormente.

Tabla 3. Secuencia y caracteristicas de los primers disefiados para la amplificacion por PCR del
OREF del factor FGFb.

Primer Secuencia (5’ — 3’) Caracteristicas
hFGFb-alfa-LV- tgcTCTAGAACCATGGCAGCTGGGAGC Secuencia Kosak
Xbal ATCACC Xbal Sitio de restriccion
hFGFb-omega- | ccgGAATTCIRBACTTATCGTCGTCATCC Codon STHOR
LV-EcoRl TTGTAA EcoRl Sitio de restriccion
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Figura 9. Diagrama de la estrategia de clonacién para la sub-clonacion de la ORF del factor FGFb
en el vector de transferencia lentiviral p204-LV.

Una vez se amplifico por PCR el ORF de la proteina recombinante FGF2-Flag y se ligé en
al vector p204-LV, se realizo verificacion de la construccion por digestion con enzimas de
restriccion. EI ADN plasmidico aislado fue utilizado para verificar por digestion con enzimas
de restriccion la construccion que corresponde a la sub-clonacién del ORF del factor FGFb
en el vector p204LV. Utilizando una herramienta bioinformatica se realizé la simulacién de
la digestion in silico con las enzimas seleccionadas, para conocer el tamafio de los
fragmentos generados y comparar con el resultado de la digestion. La digestion se realizo
con dos pares de enzimas de restriccion para validar los resultados, BamHI - Ncol, y Xbal
- EcoRI. La pareja de enzimas BamHI - Ncol genera tres fragmentos con tamafios de
291bp, 1189bp y 5529bp, mientras que la pareja de enzimas Xbal - EcoRI, dos fragmentos
con tamanos de 516bp y 6679bp. Las digestiones fueron analizadas por electroforesis en

gel de agarosa.

La Figura 10 muestra que el patron de fragmentacion de los plasmidos obtenidos de tres

colonias, corresponde con el tamafo de los fragmentos segun el patron de fragmentacion
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simulado in silico. De esta manera, el ADN plasmidico corresponde a la construccion
esperada, es decir, la sub-clonacion del ORF del factor FGFb en el vector p204LV. Estas
construcciones (minipreps) fueron enviadas para confirmacion por secuenciamiento. El
secuenciamiento de las construcciones fue realizado con dos primers internos (hFGFb-
102SeqgF 5- CAAGAATGGTGGCTTCTTCC -3’; hFGFb-345SeqR 5’- TGGTGTACTTCCTT
GACCTG -3’). Las secuencias leidas en los electroferogramas fueron alineadas con la
secuencia de la construccion obtenida por el analisis in silico. Los alineamientos mostraron
un emparejamiento de las bases de las secuencias del 100%, para las tres construcciones
evaluadas. La traduccién in silico de estas secuencias y posterior alineamiento con la
secuencia reportada en aminoacidos para el vector comercial, mostré que la secuencia de
nucledtidos de la construccion obtenida traduce para la proteina del factor de crecimiento
fibroblastico basico (FGFb) en fase con el tag FLAG. Esta construccion sera de ahora en
adelante identificada como p204-LV+FGFb, y se utilizé para la produccién de las particulas
LV-FGFb.
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Figura 10. Sub-clonacién del ORF del factor FGFb en el vector de transferencia lentiviral
p204LV. Gel de electroforesis en gel de agarosa de la digestién del vector p204-LV+FGFb. Los
carriles del 1 al 4 corresponden a la digestién del vector con las enzimas de restriccion BamHI -
Ncol. Los carriles del 5 al 8 corresponden a la digestién con las enzimas de restriccion Xbal - EcoRI.
Las flechas verdes sefialan bandas de 1189bp y 5529bp, mientras que las flechas rojas sefalan
bandas de 516bp y 6679bp. Carriles: PM: marcador de peso molecular. 1y 5: Vector p204LV vacio.
2y 6: Vector p204-LV+FGFb Colonia 1. 3y 7: Vector p204-LV+FGFb Colonia 2. 4 y 8: Vector p204-
LV+FGFb Colonia 3.



64 Estrategias de ingenieria genética para el mejoramiento de terapias avanzadas basadas en CEM-GW

3.2.2 Estandarizacion de la produccion de particulas LV de tercera
generacion: evaluacion diferentes métodos de transfeccion

Las particulas lentivirales utilizadas para la transduccion de las CEM-GW corresponden a
particulas de tercera generacion generadas a partir de la transfeccion simultanea de 4
plasmidos en células HEK. Los 4 plasmidos contienen los componentes necesarios para

la produccion de las particulas lentivirales. Los componentes son:

1. Vector o plasmido de transferencia lentiviral (VTLv) que contiene el gen de interés (que
en este trabajo corresponde al plasmido p204-LV+FGFb): la secuencia del transgén es
flanqueada por las secuencias de repeticidon terminal larga (LTR por su siglas en inglés),
las cuales facilitan la integracion de la secuencia del transgén en el genoma del
huésped. La mayoria de los plasmidos de transferencia lentiviral se basan en el virus
VIH-1. Por razones de seguridad, todos los plasmidos de transferencia son
incompetentes para la replicacion y pueden contener una eliminacién adicional en el
extremo 3'LTR, lo que hace que el virus se "autoinactive" (self-inactivating, SIN)

después de la integracion (Figura 11A, panel derecho).

2. Plasmidos de empaquetamiento (pMDLg/pRRE y pRSV/Rev) (Figura 11A, panel

derecho).

3. Plasmido de envoltura (pMD2.G) (Figura 11A, panel derecho).

El panel izquierdo de la Figura 11A, muestra como el genoma del lentivirus es editado y
distribuido a través de tres plasmidos que comprenden el sistema de lentivirus de segunda
generacion. Este sistema contiene un plasmido de empaquetamiento que codifica para los
genes de las proteinas Gag, Pol, Rev y Tat (proteinas estructurales necesarias para la
replicacién del lentivirus). El plasmido de transferencia contiene los LTRs virales. A menos
de que un promotor interno sea proporcionado, la expresion génica es conducida por el
extremo 5'LTR, el cual es un promotor y requiere la presencia de Tat para activar la
expresion. La proteina de envoltura, generalmente el pseudotipo del virus de la estomatitis
vesicular (VSV-G, debido a su amplia infectividad) es codificada en un tercer plasmido,
plasmido de envoltura. El sistema de tercera generacién mejora posteriormente la
seguridad de la segunda generacion (panel derecho Figura 11A). Primero, el sistema de
empaquetamiento es dividido en dos plasmidos: uno codificando para Rev y otro para Gag

y Pol. Aunque es mas seguro, este sistema puede ser mas dificil de usar y genera titulos
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virales mas bajos debido a la adicion de un plasmido adicional. Segundo, el gen Tat es
eliminado mediante la adicion de un extremo 5’UTR quimérico unido a un promotor
heterdlogo en el plasmido de transferencia. La expresion del transgén desde este promotor
ya no depende de la transactivacion de Tat. (https://www.addgene.org/guides/lentivirus/).
El proceso de produccién de las particulas LV transgénicas se describe en el esquema
mostrado en la Figura 11B. Tres o cuatro plasmidos son transfectados en células HEK
293T. Después de un cambio de medio y un periodo de incubacién, el sobrenadante que
contiene las particulas LV se cosecha y se almacena o centrifuga para concentrar las
particulas virales. Los virus son entonces utilizados para transducir las células de interés.
Aunque existen muchos protocolos publicados para la transfeccién de los plasmidos y
después de varios ensayos utilizando un protocolo base, en este trabajo se decidio realizar
la estandarizacion de diferentes condiciones experimentales para generar una produccion

estable y reproducible de las particulas LV.
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Figura 11. Plasmidos y estrategia molecular para la produccién in vitro de particulas
lentivirales. A. Genoma del lentivirus y su distribucién en los plasmidos de envoltura,
empaquetamiento y transferencia, que corresponden al sistema lentiviral de segunda generacién
(panel izquierdo) y de tercera generacion (panel derecho). B. Esquema del proceso de produccion
de particulas lentivirales in vitro. Los plasmidos son transferidos a células HEK293T utilizando
diferentes métodos de transfeccion, que influyen en el titulo viral. ElI sobrenadante contiene las
particulas lentivirales.

Los tres plasmidos estructurales (pMD2.G 5824bp, pMDLg/RRE 8895bp y pRSV/Rev
4174bp) utilizados en este trabajo han sido publicados anteriormente (Salguero et al.,
2014) y hacen parte del banco de plasmidos de la UTA-IDCBIS. Los plasmidos fueron
transformados en bacterias E. coli Stbl 3 quimiocompetentes y el ADN plasmidico aislado
fue verificado mediante digestion con enzimas de restriccion. A partir de gliceroles de
bacteria, de los clones verificados, se realizaron preparaciones masivas (maxipreps) de los
tres plasmidos mencionados, asi como del VTLv p204-LV+FGFb, y un segundo VTLv, que
contiene el gen que codifica para la proteina GFP, p#202-LV+GFP (p202-GFP, 7454bp).
Una vez se verificd la cantidad y calidad de los plasmidos se iniciaron los ensayos de
transfecciéon en células mamiferas HEK 293. Estos ensayos se iniciaron con un protocolo
que utiliza el fosfato de calcio. Este método quimico de transfecciéon se basa en la
formacion de un precipitado, entre el cloruro de calcio y el ADN en una solucion salina de
fosfatos; estos forman unos agregados que son endocitados/fagocitados por las células,
permitiendo la entrada del material genético exégeno. La eficiencia de la transfeccién se
evidencié mediante microscopia de fluorescencia en las células transfectadas con el vector
p202-GFP, mientras que la formacion de las particulas LV funcionales se evalué mediante
un ensayo de titulacion funcional. El ensayo de titulacién funcional consiste en la
transduccion de células HEK293 con diferentes diluciones de las particulas LV que
contienen GFP, después de 72h la transduccion se evalla por citometria de flujo a partir
del porcentaje de expresién de la proteina en las células. Utilizando estos datos de
citometria se calculé cuantitativamente el titulo viral (PVI, particulas virales infectivas), el
cual se define cédmo la cantidad de virus que infecta el 50% de una monocapa celular

inoculada.

Los resultados que se describen a continuacion se produjeron durante una estadia de
investigacion en el marco de la colaboracion cientifica entre la UTA-IDCBIS y el Grupo de
investigacion “Medical RNA Biology” del Deutsches Primatenzemtrum (DPZ) en Géttingen,
Alemania. Los primeros ensayos de transfeccién evaluando dos cantidades de células

HEK (5x10° y 1x108 células/pozo) y dos cantidades totales de ADN plasmidico (5ug y
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9,5ug), mostraron baja eficiencia de transfeccidén, asi como un bajo porcentaje de
expresion de la proteina GFP, de menos del 20%. En ensayos posteriores repitiendo las
condiciones experimentales y también modificando algunos pasos del protocolo inicial, se
continud obteniendo baja eficiencia de transfeccion y como consecuencia titulos virales
muy bajos. En estos ensayos siempre se evidencié formacion de un precipitado. Por lo
tanto, los resultados mostraron que diferentes condiciones experimentales para la
transfeccion de los plasmidos debian ser estandarizadas. En el siguiente protocolo de
transfeccién ensayado se realiz6 ajuste en el pH de la solucion de fosfatos de 7,05 a 7,12,
asi como la adicion de butirato de sodio (BuNa) 24h post-transfeccién (hpt). Este reactivo
incrementa la transcripcion dependiente de potenciadores (enhancers). El tratamiento de
las células transfectadas con BuNa puede resultar en un aumento de 2 a 3 veces en el
numero de células capaces de expresar el inserto. Con estas condiciones experimentales
se obtuvo un incremento en la eficiencia de transfeccion al observar por microscopia una
mayor sefial de fluorescencia de la proteina GFP en las células HEK. Este resultado
evidencié que el factor critico de este método quimico de transfeccion es el pH de la
solucion de fosfatos. Con los sobrenadantes colectados durante 5d post-transfeccion no
se observd infecciéon de las células HEK, lo que indicé que no se formaron muchas
particulas virales. Otros ensayos se realizaron con estas condiciones experimentales sin
resultados en la transduccién (o infeccion). Estos resultados revelaron que la obtencién de
células HEK con expresion de la proteina GFP después de 24 hpt, no significa la formacién
de las particulas lentivirales, porque la formacion de estas requiere el ingreso de los 4
plasmidos transfectados. Por otro lado, una célula HEK con expresion de la proteina GFP
también revela que al menos el VTLv ingres6 a la célula HEK. Debido a que con este
ensayo se evidenci6 el efecto del pH, se realizd un ultimo ensayo con este método de
transfeccién evaluando tres valores de pH (7,05- 7,10 y 7,15). Una vez mas no se observd

infeccion con los sobrenadantes colectados.

Debido a que no se obtuvieron los resultados esperados con el método quimico de fosfato
de calcio, los siguientes experimentos para la obtencion de las particulas virales se
realizaron con el método de transfeccidn por nucleofeccion. De la misma manera, se
evaluaron dos cantidades de células HEK (5x108 y 1x10° células/pozo) y dos cantidades
de ADN plasmidico (5ug y 9,5ug). Se evaluaron diferentes relaciones HEK:ADN: 5x10°
células+5ug ADN (1), 5x10° células+9,5ug ADN (Il), 1x10°6 células+5ug ADN (lll) y 1x10°

células+5ug ADN (IV). Como control de la eficiencia del método de transfeccion se utilizd
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el plasmido pmaxGFP™ (3464bp). Por microcopia de fluorescencia se evidencio la
eficiencia de la transfeccion (Figura 12A), en la cual la expresion de la proteina GFP
presentd un comportamiento de dosis dependencia, la expresidon mas alta de la proteina
se obtuvo con la relacion IV, 1x106 células + 9,5ug ADN (Figura 12A., panel IV). Los
sobrenadantes colectados 48hpt fueron evaluados mediante el ensayo de titulacion
funcional. En este ensayo se evaluaron 4 diluciones de los sobrenadantes incubando un
numero conocido de células HEK durante 72h. Después de este tiempo se observo
expresion de la proteina GFP en las células HEK por microscopia de fluorescencia, como
consecuencia de la transduccion de las particulas LV formadas, donde la intensidad de la
fluorescencia verde fue mas intensa para la relacién experimental IV (Figura 12B, panel
IV). La Figura 12C muestra la cuantificacion de la expresion de la proteina GFP por
citometria de flujo, donde se evidencié un comportamiento dosis-dependiente de la
transduccién, ademas que se validé que el porcentaje mas alto de expresion de la proteina
GFP se obtuvo con la relacién 1x10° células — 9,5ug ADN (Figura 12C, linea punteada con
triangulos blancos). A partir de estos datos se calcul6 para esta relacion un titulo viral de
215.000 PVI/ml. Con los resultados obtenidos, se concluyd que la nucleofeccion, como
método de transfeccion es eficiente para la transferencia de los 4 plasmidos necesarios

para la formacién de las particulas LV con el gen de interés.
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Figura 12. Produccién de particulas LV-GFP en células HEK293T, mediante transfeccion por
nucleofeccion. A. Fotos de microscopia de fluorescencia tomadas a las células HEK293T después
de 24h post-nucleofeccién con los plasmidos estructurales pMD2.G, pMDLg/RRE y pRSV/Rev, y el
VTLv p202LV+GFP, para la produccion de las particulas LV. I. 5x10% células+5ug ADN, Il. 5x10°6
células+9,5ug ADN, lll. 1x10° células+5ug ADN y IV. 1x10°% células+5ug ADN. B. Fotos de
microscopia de fluorescencia tomadas a las células HEK293T transducidas con los LV recolectados
(sobrenadantes) después de 48h post-nucleofeccién (hpn). C. Cuantificacion del nivel de expresion
de la proteina GFP en las células HEK293T transfectadas los LV recolectados 48hpn. Los
resultados son de una medicion (n=1 por grupo).

Durante el desarrollo de este trabajo se obtuvo acceso a una linea celular comercial
especializada de células HEK para la produccion de particulas LV (HEK293-LTV, Cell
Biolabs Cat. N° LTV-100). La linea celular 293LTV es una linea celular permanente
derivada de HEK293T que fue seleccionada para tener un alto rendimiento lentiviral. Esta
linea celular se expande rapidamente y se adhiere firmemente a la placa de cultivo, lo que
a veces puede ser problematico con las células 293T estandar. Una vez establecido el
cultivo celular, se llevd a cabo el experimento de transfeccion de los plasmidos por
nucleofeccién utilizando la relacion 1x10° células + 9,5ug ADN. En estos experimentos,
dos condiciones experimentales adicionales se ensayaron, adicion de BuNa después de

16hpt y recoleccién de los sobrenadantes 24h y 48h mas tarde.

Por microscopia de fluorescencia se observé en las células 293LTV intensidad mas fuerte
de la expresion de GFP en comparacion con las HEK estandar, asi como una mejor
viabilidad de las células y adhesion al frasco de cultivo, caracteristicas que en los primeros
ensayos influyeron en la eficiencia de produccion de las particulas LV. Con la adicion del
BuNa se observo incremento en la expresion de la proteina GFP (Figura 13A, panel

derecho) durante el proceso de transfeccion. La Figura 13B, muestra la microscopia de
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fluorescencia de la infeccidn de las células HEK293 con los sobrenadantes colectados 24h
después de pre-incubar con y sin BuNa (panel derecho e izquierdo, respectivamente). Se
observa expresion de la proteina GFP en las células HEK como consecuencia de la
infeccion por las particulas LV formadas, ademas de un incremento en la expresion cuando
las células fueron infectadas con los virus colectados de las células 293LTV tratadas con
BuNa (Figura 13B, panel derecho). El analisis de los resultados obtenidos en el ensayo
de titulacion funcional con los sobrenadantes colectados 24 y 48h después de la pre-
incubacién y no, con BuNa, se muestran en la Figura 13C. Los datos muestran que hay
una disminucion significativa del porcentaje de expresion de GFP con los sobrenadantes
colectados 48h después de pre-incubar con BuNa, indicando asi una menor transduccién
(Figura 13C, lineas azules). Esto se asocia con la presencia de 13 veces mas particulas
virales en el titulo de los sobrenadantes colectados a las 24h con respecto al de 48h,
248.000 y 19.000 PVI/ml, respectivamente (Figura 13C, lineas negras). También se
evidencia cuantitativamente que, para un mismo tiempo de coleccion, la pre-incubacion de
las células 293LTV con el BuNa durante la transfeccion, incrementa el titulo viral en 2,5
veces, 610.000 y 248.000 PVI/ml, con y sin BuNa, respectivamente. De este experimento
se observé que una de las condiciones experimentales que tiene mayor impacto en la
produccion de las particulas virales es el tiempo de recoleccion de los sobrenadantes. Con
estos resultados se establecieron diferentes condiciones experimentales para la

produccion eficiente de particulas LV mediante transfeccién por nucleofeccion.
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Figura 13. Produccién de particulas LV-GFP en células HEK293 LTV, mediante transfeccién
por nucleofeccion A. Fotos de microscopia de fluorescencia tomadas a las células HEK293 LTV
después de 16h post-nucleofeccién mas 8h de incubaciéon con BuNa (panel derecho), y sin adicion
de BuNa (panel izquierdo). B. Fotos de microscopia de fluorescencia tomadas a las células HEK293
LTV infectadas con los LV recolectados (sobrenadantes) 24h después de la incubacion con el BuNa
(panel derecho) y sin BuNa (panel izquierdo). C. Cuantificacion del nivel de expresion de la proteina
GFP en las células HEK293T infectadas con los LV recolectados 24h y 48hpn, incubando con y sin
BuNa. Los resultados son de dos mediciones (n=4 por grupo) **** p<0,0001 de acuerdo con la
prueba de comparaciones multiples ANOVA de dos vias, Sidak.

Estableciendo estas condiciones experimentales se inicié la produccion de particulas LV
para el transgén FGFb-Flag, en paralelo con el transgén GFP, como control del proceso
de produccion y como medida de monitoreo rapido del proceso de empaquetamiento viral
y eficiencia de transduccion. Se utilizaron las condiciones experimentales estandarizadas
en los ensayos anteriores, para la transfeccion de las células HEK293 LTV, con los VTLv
p202-LV+GFP o p204-LV+FGFb. Con el analisis de los datos de citometria se calcul6 un
titulo viral de 131.000 y 47.000 PVI/ml, para 24h y 48h, respectivamente. Una vez mas el
titulo viral disminuye en los sobrenadantes colectados a las 48h; sin embargo, en este

experimento el titulo viral fue menor que el obtenido en el ensayo anterior. Estas particulas
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virales se utilizaron para un ensayo inicial de transduccion de tres donantes de CEM-GW,
utilizando dos relaciones de multiplicidad de infeccion (MOI) 1 y 5, y la adicién de sulfato
de protamina. La relacion MOI hace relacion al numero de viriones que son adicionados
por célula durante la infeccién, si es 1 significa que 100.000 células son infectadas con
100.000 particulas virales. Por su parte, el sulfato de protamina es un polication cuya
eficiencia de infeccidén es comparable con la eficiencia obtenida con el polibreno, el reactivo
mas utilizado para incrementar la eficiencia de la infeccién retroviral. Se ha descrito que la
eficiencia de la infeccion es hasta 7 veces mas alta que en ausencia del policatiéon. Por
otro lado, debido a que el sulfato de protamina es aprobado para uso en humanos por la
FDA de Estados Unidos, proporciona una alternativa eficaz al polibreno al desarrollar
protocolos de terapia génica humana (Cornetta & Anderson, 1989). Las CEM-GW fueron
colectadas después de 24, 48 y 72h post-transduccion. La modificacion genética de las
CEM-GW para la sobreexpresién de las proteinas GFP y FGFb se analizé por citometria
de flujo. El maximo porcentaje de sobreexpresion de la proteina FGFb obtenido para las
CEM-GW infectadas fue de 1,4% con las condiciones experimentales ensayadas. Este
primer ensayo mostré que la transduccién de las CEM-GW con las particulas LV requeria
optimizar diferentes parametros experimentales para obtener un porcentaje de

sobreexpresion de al menos 30%.

Con el fin de continuar optimizando la produccion de las particulas virales, otra serie de
ensayos se realizaron variando algunas condiciones experimentales, tales como el pase
de las células 293LTV, diferentes métodos de transfeccién y recolecciéon de los
sobrenadantes en diferentes tiempos post-transfeccion. El primer ensayo de esta serie de
experimentos se realizé con células 293LTV en un pase mas temprano manteniendo las
demas condiciones experimentales (numero de células, cantidad de ADN plasmidico,
adicion de BuNa y coleccién de virus 24h y 48h). El titulo viral calculado para los
sobrenadantes fue de 627.000 y 104.000 PVI/ml, para 24 y 48h, respectivamente. Una vez
mas el titulo viral en el sobrenadante de 24h es mayor que 48h, por otra parte, el pase de
las células es otra variable experimental que influyé en la produccién de las particulas LV.
Con estas condiciones experimentales se realizé la produccion de particulas LV para el
transgén FGFb-Flag, y un nuevo ensayo de transduccion con los LV producidos. En estos
ensayos se obtuvieron porcentajes de expresion para la proteina GFP y FGFb entre 2,5 —
3,5% de acuerdo con los analisis de la citometria de flujo (Figura 14A, panel UCWJFCM),

La sobreexpresion de la proteina FGFb se validé mediante ensayos de ELISA en los
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sobrenadantes de las CEM-GW transducidas. La Figura 14B, muestra un valor promedio
de concentracion de FGFb de 35,9pg/ml y 42,9pg/ml, en los donantes transducidos con el
LV-GFP y LV-FGF, respectivamente. Es decir, hay un incremento de 1,2X en la
concentracién de FGFb en comparacion con las CEM-GW control. Ademas, observamos

baja variabilidad entre los donantes transducidos.
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Figura 14. Ensayo de transduccion de las CEM-GW con los LV-GFP y LV-FGFb. A. Citometria
de flujo de las células CEM-GW después de 72h post-transduccion con las particulas LV-GFP (panel
superior) y LV-FGFb (panel inferior). CEM-GW no infectadas fueron utilizadas como control de
expresion de las proteinas. B. Concentracién del factor FGFb medida por ELISA, en los
sobrenadantes de las CEM-GW infectadas con los LV-GFP (puntos verdes) y LV-FGFb (Puntos
naranjas). UCWJWT: CEM-GW no infectadas. UCWJGFP: CEM-GW infectadas con los LV-GFP.
UCWJFGFb: CEM-GW infectadas con los LV-FGFb. Los resultados son de tres donantes CEM-GW y
mediciones (n=6 por grupo) ** p<0,05 de acuerdo con la prueba t.

Aunque los resultados del ensayo anterior mostraron datos promisorios para la
transduccion de las CEM-GW se decidio evaluar diferentes métodos de transfeccion para
la produccion de las particulas LV. En estos ensayos se utilizaron los plasmidos para la
produccion del LV-GFP. Los métodos de transfeccidon evaluados fueron: nucleofeccion
(NF), lipofectamina (LF) y polietilenimina (PEI). En los ensayos de transfeccion con PEI se
evaluaron dos relaciones ADN: PEI (1:1; 1:2), mientras que en los ensayos con
nucleofeccion se utilizé BuNa de acuerdo con los anteriores resultados. Se recolectaron
los sobrenadantes post-transfecciéon cada 24h hasta por 4 dias y posteriormente se

evaluaron por el ensayo de titulo funcional (Figura 15A). La Figura 15B, muestra la
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cinética de produccion de las particulas LV, donde el comportamiento de las curvas es
diferente entre los métodos de transfeccion. Inicialmente se observa que los titulos virales
mas altos se obtuvieron utilizando LF (Figura 15B, linea verde), mientras que los valores
mas bajos se obtienen con el método de NF (Figura 15B, linea roja). EI método de NF
muestra una produccién constante de virus, con un titulo viral de hasta 274.000 PVI/ml a
las 48hpt; posteriormente la produccién presenta una caida del titulo viral a 6.500 PVI/ml.
Con el método de PEI se logran titulos mas altos que con NF, de 487.000 para PEI 1:2y
653.000 PVI/ml para PEI 1:1, también 48hpt; posteriormente el titulo cae a 362.000 y
496.000 PVI/ml, respectivamente.
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Figura 15. Produccién de particulas LV-GFP, mediante diferentes métodos de transfeccién.
A. Esquemas de tiempo para la recoleccidn de los sobrenadantes después de la transfeccion de los
plasmidos estructurales y de transferencia, para los 3 métodos de transfecciéon ensayados:
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nucleofeccion, lipofectamina y polietilenimina. B. Cinética de produccion de las particulas LV para
los 3 métodos de transfeccion: nucleofeccion (NF, linea roja), lipofectamina (LF, linea verde) y
polietilenimina (PEI, lineas azules) con dos relaciones ADN: reactivo: 1:2 (linea azul continua) y 1:1
(linea azul discontinua). Los resultados son de dos mediciones (n=4 por grupo).

En comparacion, los métodos de NF y PEI muestran una produccion de particulas virales
constante hasta por 2 dias después de la transfeccion (48hpt) y una caida posterior a este
tiempo, de 24-16% para PEIl y 56% para NF, a las 72hpt. Para NF la caida del titulo viral
es hasta de 98% a las 96hpt. Por otro lado, la PEI incrementa hasta 2 veces la produccién
de los LV. La cinética de produccion de los LV con LF es claramente distintivo de los dos
métodos descritos anteriormente, presenta un pico de produccion a las 48hpt, con un valor
del titulo funcional de 2,2x10® PVI/ml. Este valor es 3,4 veces el valor maximo para PEI
1:1, 4,5 veces para PEI 1:2 y 8 veces para NF. Posterior a las 48hpt, la produccion de LV
disminuye 40% y 84%, a las 72hpt y 96hpt, respectivamente. Es interesante notar que el
valor mas bajo de produccién con la LF es mayor que el titulo maximo con la NF, y es
intermedio para los valores maximos logrados con la PEI. De acuerdo con la cinética de
produccion de particulas LV observada para los tres métodos de transfeccion, concluimos
que el método de transfeccion mas eficiente es la lipofectamina, con el que se obtiene a
las 48hpt un maximo en la concentracion de virus. Estas condiciones experimentales
fueron seleccionadas para escalar la produccién de LV y continuar con la estandarizacion
de la transduccion de las CEM-GW. Adicionalmente, fue interesante observar que se
obtuvo un titulo viral alto con el método de LF en los sobrenadantes colectados, sin
necesidad de concentrar los LV, generando asi un protocolo menos complejo y mas

eficiente para la produccién de las particulas LV.

3.2.3 Establecimiento de un Banco Maestro de CEM-GW
modificadas genéticamente (MCB)

En paralelo con los anteriores experimentos, se continué con la estandarizacion de la
transducciéon de las CEM-GW. En el siguiente ensayo se realizaron dos modificaciones
experimentales: medio de cultivo para las CEM-GW e incremento de la concentracion del
sulfato de protamina al medio de cultivo de transduccion. En este caso, las CEM-GW
fueron sembradas utilizando medio DMEM suplementado con 10% SFB, mientras que la
concentracion del sulfato de protamina se incrementé 10 veces, de 5 pg/ml a 50 pg/ml.
Tres donantes de CEM-GW en pase temprano (P2-P3) fueron transfectados utilizando un

MOI de 5 y LV producidos con nucleofeccion. Se diseid también un flujo de trabajo para
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el establecimiento del banco maestro (MCB) y de trabajo (WCB) de las CEM-GW
modificadas genéticamente (Figura 16A). Una vez se realizé la transduccion de las células
con los LV-GFP y LV-FGFb, se validé la transducciéon mediante microscopia de
fluorescencia después de 72h. Posteriormente se verificd la sobreexpresion de las
proteinas GFP y FGFb por FACS, antes del primer ciclo de congelamiento de las células.
Una vez caracterizada la transfeccion de las células, estas se colectaron para realizar una
nueva expansion y el primer ciclo de congelamiento, con el cual se conformé el MCB. Las
siguientes dos expansiones de las CEM con sus respectivos ciclos de congelamiento
conformaron el WCB. La evaluacion de la transfeccidn mostré un porcentaje de expresion
para GFP entre 0,7 — 4,4%, y para FGFb de 4,0 — 4,7% (Figura 16B). En este ensayo, el
rango de porcentaje fue un poco mas variable entre los donantes transducidos con LV-
GFP; sin embargo, se logré un ligero incremento en la sobreexpresién de las proteinas.
Aunque el rango de expresion de las proteinas GFP y FGFb fue bajo, se continué con el
flujo de trabajo propuesto y con estos donantes se inicié la generacién de los bancos

mencionados.
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Figura 16. Ensayo de transduccién de las CEM-GW con los LV-GFP y LV-FGFb. A. Esquema
del flujo de trabajo para el establecimiento del banco maestro de CEM-GW modificadas
genéticamente (MCB) y de trabajo (WCB). B. Citometria de flujo de tres donantes de CEM-GW
después de 72h post-transduccién con los LV-GFP y LV-FGFb, producidos por nucleofeccion. CEM-
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GW no infectadas fueron utilizadas como control de expresién de las proteinas. C. Fotos de
microscopia de fluorescencia tomadas a las CEM-GW infectadas con los LV-GFP recolectados
después de 24h (LV-24hpt) y 48h (LV-48hpt) post-transfeccion utilizando lipofectamina. UCWJWT;
CEM-GW no infectadas UCWJCFP: CEM-GW infectadas con los LV-GFP. UCWJFGFb: CEM-GW
infectadas con los LV-FGFb.

Una vez se establecieron las condiciones experimentales para la produccién de las
particulas LV, se realizdé una produccién mayor de los vectores virales con el objetivo de
generar un batch para los experimentos de transduccion. El titulo funcional calculado para
este batch fue de 2,6x10° PVI/ml, en el sobrenadante recolectado 48hpt. Esta nueva
produccion generd un titulo funcional similar a la anterior produccion, validando la
reproducibilidad en el protocolo estandarizado. Utilizando este batch se disefid un
experimento pequefio de transduccion de CEM-GW con un donante utilizando las
condiciones descritas en el parrafo anterior, siembra de las células en medio suplementado
con 10% SFB y sulfato de protamina 50ug/ml. La transduccion de las CEM se realizé con
los LV recolectados a las 24h y 48h. Después de 72h de transduccion, por primera vez
observamos una transduccion eficiente de las CEM-GW, ya que la fluorescencia de la
proteina GFP se observd en un porcentaje significativo de las células en el campo de
observacién (Figura 16C). Por otro lado, por microscopia se evidencié también la
capacidad infectiva de los virus producidos 24h y 48h utilizando una relaciéon de MOI baja.
Esta observacion fue importante en toda la estandarizacién realizada, ya que uno de los
objetivos de este trabajo era lograr una transduccién eficiente de las CEM-GW utilizando

un valor bajo de MOI.

Una vez se logro la estandarizacion de la produccién de particulas LV y la transduccion de
las CEM-GW, se disefié un experimento de transduccion de tres donantes de CEM-GW en
pase temprano, siguiendo un flujo de trabajo mas completo basado en el anteriormente
descrito (Figura 17A). El flujo de trabajo se describe a continuacién: se sembraron las
CEM-GW P1 en medio suplementado con 10% SFB para transduccion con las particulas
LV-GFP y LV-FGFb, asi como células sin infeccion (wildtype, WT). Utilizando una relacién
de infeccién de 1:5 y sulfato de protamina se adicionaron los LV y la transduccién se incub6
por 72h. Una vez transcurrido este tiempo se verificd la expresion de las proteinas GFP
por microscopia, y las células expandieron (Figura 17A, primer punto rojo).
Adicionalmente, en este punto, algunas células se congelaron para el MCB. A las células
sembradas en este punto se les asigno el pase P2 (PO, después de la transduccion. La

expansion de las células se realiz6 en medio suplementado con 10% hLP, y un dia antes
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de alcanzar confluencia se realizé citometria de flujo para validar la sobreexpresién de las
proteinas en las células (Figura 17A, primer punto verde). Una vez las células alcanzaron
80-90% de confluencia, se expandieron nuevamente, P3 (P1 post-transduccion) y se
realizaron los experimentos de caracterizacion por expresion de marcadores de superficie,
diferenciacién y curvas de crecimiento (Figura 17A, segundo punto rojo). Con las células
se realizaron otras dos rondas mas de expansién, junto con la validacién de la
sobreexpresion de las proteinas GFP y FGFb (Figura 17A, 2% y 3¢ punto verde), para
conformar el WCB, P4 (P2 post-transduccién) y P5 (P3 post-transduccion) (Figura 17A,
3°"y 4% punto rojo).
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Figura 17. Ensayo de transduccién de las CEM-GW con los LV-GFP y LV-FGFb. A. Esquema
del flujo de trabajo para establecer el banco maestro de CEM-GW modificadas genéticamente
(MCB) y de trabajo (WCB) de tres donantes de CEM-GW. B. Fotos de microscopia de fluorescencia
tomadas a los tres donantes de CEM-GW infectados con los LV-GFP recolectados después de
48hpt utilizando lipofectamina. C. Citometria de flujo de los tres donantes de CEM-GW después de
72h post-transfeccion con los LV-GFP y LV-FGFb, producidos con lipofectamina. CEM-GW no
infectadas fueron utilizadas como control de expresion de las proteinas. UCWJCFP: CEM-GW
infectadas con los LV-GFP. UCWJFGFb: CEM-GW infectadas con los LV-FGFb.

La Figura 17B, corresponde a las imagenes de la microscopia de fluorescencia de los tres
donantes de CEM-GW infectados con los LV-GFP (UCWJCSFP). Inicialmente, se observa
una transduccién eficiente de las células por los LV, la fluorescencia de las células es
intensa, con niveles que varian dependiendo del donante, encontrandose un porcentaje
significativo del campo observado en campo claro. Es asi que, para el donante 1 la
fluorescencia se presenta en un menor porcentaje de células en comparacién con los
donantes 2 y 3. La intensidad de la fluorescencia diferente para un mismo donante esta
relacionada con el niumero de copias integradas en el genoma de las células, a pesar de
gue en este trabajo no se realiz6 esta caracterizacion, se espera que sea bajo para evitar
que la insercion al azar de la secuencia transferida afecté genes funcionales importantes
de las CEM-GW, principal razén para el uso de MOI bajo. La evaluacion de la infeccion por
citometria mostré un porcentaje de expresion entre 15,7%, 43,3% y 48,6% para GFP, y
9,74%, 30,3% y 24,9% para FGFb, para el donante 1,2 y 3 respectivamente (Figura 17C).
En este ensayo, se logré para dos donantes de CEM-GW una sobreexpresion de la
proteina FGFb de al menos 30%, mientras que para GFP de hasta el 50% (Figura 18A).
Ya que para uno de los donantes de CEM-GW se obtuvo una sobreexpresion menor al
30%, asi como para los donantes del ensayo anterior, nos preguntamos si el porcentaje
de sobreexpresion podria llegar a estar relacionado con la caracterizacién biolégica y
funcional de las CEM-GW modificadas genéticamente. Por tal razén, se definieron tres

categorias de sobreexpresion: baja (£5%), media (5-15%) y alta (16-30%).

La cuantificacion del factor FGFb en los sobrenadantes de las células transducidas, por
ensayos de ELISA, muestra concentraciones de la proteina en las UCWJFC que estan
siempre por encima de la concentracion del factor en las UCWJSFP. La concentracion
minima del factor fue de 80pg/ml y la maxima de 600pg/ml paras las UCWJFC™ mientras
que para las UCWJC"P fue de maximo 60pg/ml (Figura 18B). El rango de la concentracion
del factor FGFb medida en las UCWJFC™ es consistente con el porcentaje de

sobreexpresion medido por citometria de flujo, es decir, las CEM-GW con bajo porcentaje
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de sobreexpresion medido por FACS corresponde con la menor concentracion del factor
medido por ELISA. De tal manera, mediante dos técnicas de analisis se validé la
modificacion genética de las CEM-GW para la sobreexpresion del factor de crecimiento
FGFb.

La determinacion del nivel de expresion de las proteinas GFP y FGFb en las CEM-GW
modificadas con los LV, en cada uno de los pases realizados durante el flujo de trabajo
seguido (Figura 17A, puntos verdes) mostré de manera interesante expresion del factor
FGFb-Flag constante dos pases adicionales después de Ila transduccion
(aproximadamente 14 dias), validando la expresién constitutiva de la proteina
recombinante (Figura 18C). Este comportamiento fue reproducible en los tres donantes
modificados con los LV, y con diferente nivel de expresién de la proteina recombinante.
Con relacién a la proteina GFP, los resultados mostraron que para dos de los donantes de
CEM-GW, D1y D2, la expresion de la proteina es constante (Figura 18C, punto y cuadrado
verdes), sin embargo, para el donante 3 (D3) se observé disminucion del nivel de expresion
de la proteina en los siguientes dos pases (Figura 18C, triangulo verde). A pesar de este
resultado, los resultados validan que la transduccion con particulas LV modificaron

genéticamente las CEM-GW para la expresion constitutiva de las proteinas recombinantes.
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Figura 18. Expresion de las proteinas GFP y FGFb en los donantes de CEM-GW transducidas
con los LV. A. Nivel de expresion de la proteina GFP (violin verde) y FGFb-Flag (violin naranja) en
los diferentes donantes de CEM-GW después de 72h de infeccion con LV-FGFb, medido por
citometria de flujo. B. Concentracion del factor FGFb medido por ELISA en los sobrenadantes de
las CEM-GW transducidas con los LV-GFP (cuadrados verdes) y LV-FGFb (cuadrados naranjas).
Los resultados son de tres donantes CEM-GW y dos mediciones (n=2 por grupo). C. Cambio en el
nivel de expresion de las proteinas GFP y FGFb-Flag, en tres diferentes pases de cultivo de las
CEM-GW transducidas con LV-GFP (simbolos verdes, lineas continuas) o LV-FGFb (simbolos
naranjas, lineas discontinuas). Expresién medida por citometria de flujo. D. Cambio en la
concentracion del factor FGFb, en diferentes pases de cultivo las CEM-GW transducidas con LV-
GFP (simbolos verdes) o LV-FGFb (simbolos naranjas). Sobrenadantes evaluados por ELISA. D1:
donante 1. D2: donante 2. D3: donante 3. P0O: Pase 0. P1: Pase 1. P2: Pase 2. UCWJCFP: CEM-GW
infectadas con los LV-GFP. UCWJFGF: CEM-GW infectadas con los LV-FGFb. Los resultados son
de tres donantes CEM-GW y dos mediciones (n=6 por grupo).

Cuando el factor FGFb es medido en los sobrenadantes por ensayos de ELISA, los
resultados muestran diferentes comportamientos entre donantes durante los pases
celulares, por ejemplo para el D1 hay un ligero incremento de la concentracion del factor
en el pase 1 (P1) (Figura 18D, circulos naranjas), para el D2 la concentracion en el P1
disminuye casi a la mitad de su valor en PO, y luego vuelve a disminuir en el siguiente pase
(P2) (Figura 18D, cuadrado naranja), finalmente, para el D3 la concentracién del factor
incrementa en el P1 y disminuye en el P2 (Figura 18D, triangulo naranja). Esta dinamica
puede estar relacionada con el efecto del factor de crecimiento en la biologia de las CEM-
GW. A pesar de estas fluctuaciones entre donantes, es interesante notar que hay
correspondencia entre el nivel de expresion del factor medido por citometria de flujo y la
concentracion medida por ELISA, es decir, los donantes con nivel de expresion mayor al
20% (D2 y D3) presentaron en el PO y P1 mayores concentraciones del factor en

comparacion con el D1, cuyo nivel de expresion fue menor al 10%. Por otro lado, para los



Resultados 85

donantes transducidos con el LV-FGFb, la concentracién del factor siempre estuvo por
encima de los donantes transducidos con el LV-GFP (Figura 18D, simbolos verdes) y los

donantes wildtype (Figura 18D, simbolos grises).

3.2.4 Evaluacién del efecto de la sobreexpresion de la proteina
FGFb en las propiedades biolégicas de las CEM-GW
Para evaluar el efecto de la modificacién genética en la caracterizacion de las CEM-GW,
se plantearon ensayos para medir la expresién de ciertos marcadores de superficie
presentes en las células, asi como, ensayos para medir el efecto de la sobreexpresion del
factor en la cinética de crecimiento de las CEM-GW. La Figura 19A, muestra el nivel de
expresion de los marcadores de superficie evaluados en las UCWJFF, en comparacion
con el nivel de expresion de los marcadores en las UCWJCFPy sin la modificacion genética
(UCWJWT). Las poblaciones celulares muestran expresion de los marcadores de superficie
caracteristicos de las células estromales mesenquimales CD105, CD73 y CD90, sin
cambio en el nivel de expresion entre las CEM-GW modificadas genéticamente y las
células no modificadas. Por otro lado, las poblaciones celulares muestran muy bajo nivel
de expresion de los marcadores de superficie CD45, CD31, HLA-DR, y casi no detectable
para CD34. Se evidencia diferencia en el nivel de expresion para CD45 y HLA-DR para las
UCWUJCFP, Este resultado muestra que la modificacién genética por LV de las CEM-GW
para la sobreexpresion del factor de crecimiento FGFb, no modifica la propiedad bioldgica
en términos de fenotipo o expresion de marcadores de superficie caracteristicos de las

CEM, relacionados con interaccion célula-célula, adhesion celular e inmunofenotipo.

En el siguiente experimento se evaluo el efecto de la sobreexpresion de la proteina FGFb
en la cinética de crecimiento o proliferacion de las CEM-GW. Para este experimento se
sembraron las células que se expandieron en la segunda ronda después de las 72h post-
infeccion, es decir en pase P3 (P1 post-transduccion) (Figura 17A, 2% punto rojo), en
medio suplementado con 10% hLP. En el experimento se evaluaron tres donantes de las
CEM-GW infectados con LV-GFP y LV-FGFb, y se realizaron conteos celulares cada 24h
durante 5 dias. Adicionalmente, se colectaron los sobrenadantes de cada uno de los
tiempos medidos para la cuantificaciéon de la proteina FGFb mediante ensayos de ELISA.
En la Figura 19B, los resultados muestran que la cinética de crecimiento para los tres

donantes UCWJFCF® es lenta durante las primeras 48h, las células crecen 3,3 - 2,3y 2,7



86 Estrategias de ingenieria genética para el mejoramiento de terapias avanzadas basadas en CEM-GW

veces, para los donantes 1,2 y 3, respectivamente; posteriormente hay una mayor
inclinacion de las curvas que significa un incremento en la velocidad de crecimiento (linea
naranja continua, Figura 19B), las células crecen 6,6 — 9,1y 14,1 veces, para los donantes
1,2y 3 (D1, D2 y D3). Es también notable que los conteos celulares para el D1 fueron
siempre menores que para los D2 y D3, alcanzando un maximo de 1,0 x 10° células en 5
dias, mientras que para D2 y D3 los conteos fueron de 1,6 x 10° y 2,1 x 10° células,
respectivamente. Como se espera, la cinética crecimiento es dependiente del donante de
CEM-GW, sin embargo, es interesante observar que, entre ellas, las curvas para el D2 y
D3 presentan similitud en su comportamiento. Ya que para D2 y D3 se midié un mayor
nivel de sobreexpresion del factor FGFb, se sugiere que esta concentracién del factor
FGFb, esta relacionado con el incremento de la velocidad de crecimiento en comparacion
con el D1 después de 48h. Finalmente, para ninguno de los donantes evaluados se
encontraron diferencias en los conteos celulares entre las células modificadas para la
sobreexpresion del factor FGFb, y las células modificadas tomadas como control
(UCWJCFP),
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Figura 19. Efecto de la sobreexpresion del factor de crecimiento FGFb en las caracteristicas
biolégicas de las CEM-GW. A. Inmunofenotipo o nivel de expresién de los marcadores de
superficie caracteristicos de las CEM, medido por citometria de flujo, en los diferentes donantes
UCWUJCFP (barras verdes) y UCWJFGF® (barras naranjas). Comparacion con los donantes wildtype
UCWUJWT (barras grises). Los resultados son de tres donantes CEM-GW. B. Curvas de crecimiento
de tres donantes UCWJCFP (lineas verdes) y UCWJFCGFP (lineas naranjas) en medio suplementado
con 10% hPL. Los resultados son de dos mediciones (n=2) por cada tiempo. C. Concentracion del
factor FGFb medida por ELISA, en los sobrenadantes de las curvas de crecimiento de los donantes
UCWUJCFP (lineas discontinuas verdes) y UCWJFCF® (lineas discontinuas naranjas). Los resultados
son de dos mediciones (n=2) por cada tiempo. D1: donante 1. D2: donante 2. D3: donante 3. D.
Efecto del ciclo de congelamiento en el nivel de expresion de las proteinas GFP y FGFb, de tres
donantes CEM-GW transducidos. UCWJCGFP; CEM-GW infectadas con los LV-GFP. UCWJFGFb;
CEM-GW infectadas con los LV-FGFb.

Cuando se analiza el comportamiento de la concentracion del factor FGFb en la cinética
de crecimiento, se observa que para el D1 la concentracion esta siempre por debajo de
80pg/ml y es practicamente estable durante los 5 dias. Para el D2 y D3 la concentracién
del factor inicia en 100pg/ml, se mantiene estable durante 4 dias y muestra un incremento
el 5to dia de medicion (lineas naranjas punteadas, Figura 19C). El incremento es de 1,1 —
3,6 y 3,7 veces para los D1, D2 y D3, respectivamente. Que el incremento sea mayor para
los D2 y D3 puede estar relacionado con el nivel de sobreexpresién del factor medido por
FACS. Es interesante notar que la concentracion del factor para los donantes UCWJ®P
muestran el mismo comportamiento visto en los donantes UCWJF®, una concentracion
estable durante 4 dias y un incremento en el dia 5 (lineas verdes punteadas, Figura 19C).
Sin embargo, las curvas de estos ultimos siempre estan por encima de las curvas
obtenidas para los donantes GFP, en un factor de 1,3 a 3,1X; de 3,1 a 5,5Xy 1,8 a 5,1X,

para los D1, D2 y D3, respectivamente.
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A pesar de no haber visto un efecto general en la cinética de crecimiento de las CEM
modificadas genéticamente para la sobreexpresion del factor FGFb, nos preguntamos si la
concentracion basal del factor presente en el suplemento de cultivo (lisado de plaquetas),
podria enmascarar el efecto de la sobreexpresion del factor de crecimiento en la
proliferacion. Ya que uno de los objetivos de este trabajo es evaluar el efecto del factor
FGFb en la viabilidad y sobrevida de las células en un ambiente que se asemeje a un
escenario in vivo, reducido de nutrientes principalmente factores de crecimiento, se decidié
evaluar la cinética de crecimiento de los donantes de CEM-GW transducidos en medio
DMEM suplementado con SFB. El primer ensayo fue realizado con 1 donante de CEM-GW
en medio DMEM suplementado con 1%, 2,5% y 5% de SFB. Durante los primeros 4 dias
se realizaron conteos celulares cada 48h, posteriormente cada 24h hasta 8 dias, para la
condicién de 2,5% y 5% SFB y de 10 dias para 1%SFB. Después de analizar los
resultados, no se observd crecimiento de las células para las condiciones de 1% y
2,5%SFB, los conteos celulares fueron siempre los mismos, mientras que para la condicion
de 5% SFB se observo crecimiento de las células hasta por 6 dias, pero sin diferencias
entre las células UCWJCFP y UCWJFCP. Para este donante el nivel de expresion de la
proteina GFP fue de 24,0% y de 15,2% para FGFb, después del proceso de
descongelamiento. Al comparar estos valores con los porcentajes de valores de expresion
medido una vez el donante fue transducido, se calculd una disminucion del nivel de
expresion de 51% y 34%, para GFP y FGFb, respectivamente. Con estos resultados se
evidencié, que el nivel de expresion de las proteinas recombinantes en las células
modificadas siempre se va a afectar con los ciclos de descongelamiento, debido a que este
procedimiento afecta la viabilidad de las células de manera generalizada. Por otro lado,
estos resultados indicaron la necesidad de estudios de caracterizacion o de funcién
posteriores utilizando las células modificadas del WCB a partir de la evaluacion por
citometria de flujo como control de calidad del nivel de sobreexpresion del transgén de
interés. Basados en esta observacion, se realizé un experimento paralelo para evaluar el
impacto de la criopreservacion en el nivel de sobreexpresion de las proteinas después de
un ciclo de descongelamiento. Una vez descongelados los donantes del WCB se evidencio
una disminucion del nivel de expresion de ambas proteinas, con mayor impacto sobre las
UCWUJCFP con expresidn superior al 45% de la proteina, medida una vez las células fueron

transducidas (Figura 19D).
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Con los resultados obtenidos para las curvas de crecimiento con el medio de cultivo
suplementado con SFB y hLP, se decidié evaluar la cinética en una mezcla 1:1 de los dos
suplementos (2,5% SFB + 2,5% hLP), sembrando las células en un formato mas grande
de placas, con el objetivo de eliminar variaciones técnicas en los conteos celulares.
Paralelamente, se evaluo la cinética de crecimiento en medio DMEM suplementado con
2,5% SFB. En un experimento inicial con un donante de CEM-GW expresando GFP vy
FGFb (con niveles de expresion de 19,1% y 12,8%, respectivamente), se encontraron
conteos celulares mas altos para las células UCWJFC™ a partir de 72h, y en las dos
condiciones de cultivo (Figura 20A, panel superior). Los conteos celulares para las curvas
con la mezcla 1:1 de SFB y hLP, fueron en todos los tiempos medidos mas altos que los
conteos celulares con SFB, mostrando el efecto del hLP en el crecimiento de las CEM-
GW. En la repeticién del anterior ensayo con 3 donantes de CEM-GW cuyo nivel de
expresion fueron 15,2%, 16,6% y 23,1% para FGFb, y de 9,20%, 18,0% y 15,2% para GFP,
se observaron conteos celulares mas altos para las curvas con el medio suplementado con
hLP indicando una mayor tasa o velocidad de crecimiento para las CEM-GW. Sin embargo,
las células UCWJFC? crecieron 2,7X y 5,4X en 2,5% SFB y 2,5%SFB+2,5%hLP, un nivel
significativamente superior al encontrado en las células UCWJSFP (22X y 4,3X,
respectivamente). De este modo se pudo confirmar que los conteos celulares son mas
altos para las células UCWJFC™ g partir de 72h, pero con diferencia estadistica sélo para
la condicion de cultivo con la mezcla 1:1 de los suplementos (Figura 20A, panel inferior),
mostrando un incremento del crecimiento celular para las células UCWJFCF de 32,6% en

comparacion con las células UCWJCFP,
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Figura 20. Efecto de la sobreexpresion del factor de crecimiento FGFb en la cinética de
crecimiento (proliferacion) de las CEM-GW. A. Curvas de crecimiento de los donantes UCWJGFP
(lineas verdes) y UCWJFCFb (lineas naranjas) en medio suplementado con 2,5% SFB (panel
izquierdo) y 2,5%SFB + 2,5%hPL (panel derecho). Los resultados son de un donante y dos medidas
(n=4 por grupo) para el panel superior y de tres donantes (n=3 por grupo) para el panel inferior. *
p<0,05 de acuerdo con la prueba de comparaciones multiples ANOVA de dos vias, Sidak. B.
Concentracion del factor FGFb medida por ELISA, en los sobrenadantes de las curvas de
crecimiento de los donantes UCWJCFP (lineas discontinuas verdes) y UCWJFCF® (lineas discontinuas
naranjas). UCWJCGFP: CEM-GW transducidas con los LV-GFP. UCWJFGFb: CEM-GW transducidas
con los LV-FGFb.
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Cuando se analiza la cinética de la concentracion del factor FGFb en las curvas de
crecimiento (Figura 20A, panel superior) se observa un comportamiento similar en las dos
condiciones de cultivo evaluadas. En el donante UCWJ®" la concentracion del factor se
mantiene estable durante el tiempo del experimento, mientras que para el donante
UCWJFCFP |a curva inicia con un valor maximo del factor que es de 242pg/ml y 335pg/ml;
posteriormente, y hasta el dia 5 la curva desciende hasta un minimo de concentracion,
28,6pg/ml y 60,3pg/ml; para el dia 6, las curvas muestran de nuevo incremento en la
concentracion, 70,2pg/mly 215,7pg/ml, para la condicion de 2,5% SFB (Figura 20B, linea
verde punteada) y 2,5%SFB+2,5%hLP, respectivamente (Figura 20B, linea naranja
punteada). Es interesante observar que el punto mas bajo de presencia de FGFb (120h)
de las curvas coincide con el punto maximo del conteo celular medido en las curvas de
crecimiento del donante. Lo anterior indicaria que cuando el factor se agota en el medio
de cultivo, se estaria activando de nuevo la sobreproducciéon del factor por las células
modificadas genéticamente (144h). Estos resultados son respuesta a la sobreexpresién
del factor inducida en las CEM-GW después de la transduccion con LV. En general,
observamos que, bajo las condiciones de cultivo evaluadas, el incremento en la
concentracion del factor FGFb genera un impacto en la proliferacion de las células. Se
puede sugerir que una transduccién de hasta 20% en las CEM-GW con particulas LV no
afecta la viabilidad de las células e incrementa ligeramente su potencial de proliferaciéon

celular, es decir, la sobrevida de las células en un medio desprovisto de nutrientes.

3.2.5 Perfil de secrecion de factores solubles de las CEM-GW
modificadas genéticamente con LV, para la sobreexpresion de
la proteina FGFb

Los sobrenadantes colectados de las curvas de crecimiento para los tres donantes de

CEM-GW modificadas genéticamente con LV para la sobreexpresion del factor FGFb, en

comparacion con CEM-GW modificadas genéticamente con LV-GFP y células no

modificadas genéticamente, se analizaron en un ensayo multiplex de ELISA para
determinar la cinética de produccién y consumo de citoquinas y factores de crecimiento,
que estan directa o indirectamente relacionados con la proliferaciéon de las CEM. Los tres
grupos celulares se cultivaron durante 6 dias en hLP y los sobrenadantes se colectaron
cada 24h. Inicialmente, es interesante observar que las CEM-GW transducidas con LV-
FGFb (UCWJFe) muestran siempre mayor concentracion del factor FGFb (Figura 21A,

panel FGFb, circulos naranjas) en comparacion con las células control (UCWJC®FP, Figura
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21A, panel FGFb circulos verdes) y las células de referencia (UCWJ"T, Figura 21A, panel
FGFb circulos grises). Este comportamiento fue similar entre los donantes de CEM-GW
evaluados. También se observa que el nivel del factor se mantiene estable hasta por 4
dias, luego su concentracion aumenta hasta el dia 6. Posteriormente, el analisis de los
resultados evidencio un panel de factores solubles que son principalmente consumidos por
las CEM-GW durante su expansién con hLP, con un patrén similar entre las CEM-GW
modificadas genéticamente para la sobreexpresién del factor FGFb, y las células control y
de referencia. Especificamente, encontramos una reduccién significativa de la familia
PDGF AA (97,2%), AB (86,8%), BB (95,1%) y EGF (88,6%) en UCWJFC™® expuestas a hLP
después de 6 dias de cultivo (en comparacion con el dia 1,

Figura 21A). Ademas, las UCWJFCM también consumieron activamente otro factor

fuertemente enriquecido en hLP durante 6 dias de cultivo, MIF (48,8%).

Por otro lado, los resultados evidenciaron un panel de factores solubles que son producidos
por las CEM-GW durante su expansiéon con hLP, con un patrén similar entre las CEM-GW
modificadas genéticamente para la sobreexpresion del factor FGFDb, y las células control y
de referencia. En el dia 6, se detectdé una acumulacion significativa de osteoprotegerina
(25,4X), CXCL-1 (25,5X), G-CSF (14,8X), VEGF (6,2X) e IL-6 (12,2X) en sobrenadantes
de UCWJFCF® cultivados en hLP (en comparacion con el dia 1, Figura 21B). Factores
adicionales como HGF (2,7X), GM-CSF (2,4X) y VCAM-1 (1,8X), en comparacion con el
dia 1, también mostraron un enriquecimiento en la cinética de proliferaciéon de las
UCWUJFEF® con hLP. Finalmente, los resultados mostraron un ultimo panel de proteinas
evaluadas, en las que se observo equilibrio en la cinética de consumo y produccién durante
la fase de proliferacion de las CEM-GW modificadas genéticamente: Angiogenina,
RANTES, ICAM-1, MSP/MST-1, la familia IGFBP-1, -2 y -3 e IL-10 (Figura 21C).
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Figura 21. Perfil de secrecion de factores solubles de las CEM-GW modificadas
genéticamente por LV, para la sobreexpresion de la proteina FGFb. Las CEM-GW fueron
transducidas con LV-FGFb y LV-GFP. Durante 6 dias post-nucleofeccion se colectaron
sobrenadantes cada 24h. A. Citocinas y factores de crecimiento consumidos por UCWJFGFb
cultivados en hLP, en comparacion con células control (UCWJCGFP) y de referencia (UCWJWT). B.
Citocinas y factores de crecimiento secretados por UCWJFGF® cultivados en hLP, en comparacién
con células control (UCWJCFP) y de referencia (UCWJWT). UCWJWT: CEM-GW wildtype. UCWJCFP:
CEM-GW transducidas con los LV-GFP. UCWJFGFb: CEM-GW transducidas con los LV-FGFb. Los
resultados son de tres donantes (n=3 por grupo).

3.2.6 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de la proteina
FGFb en las propiedades funcionales de las CEM-GW
En los siguientes experimentos se evalu6 el efecto de la sobreexpresion del factor FGFb
en las CEM-GW sobre su funcion bioldgica, en términos del potencial de diferenciacion y
de inmunomodulacion. Para ello, se realizaron ensayos de diferenciacion celular in vitro,
dirigidos hacia el linaje celular de osteoblastos. Las imagenes de microscopia tomadas
después de la tincion de las células no modificadas y modificadas genéticamente, con rojo
de Alizarina a los 21 dias en medio de diferenciacion, mostraron acumulaciéon de calcio en
los diferentes grupos experimentales (Figura 22A). Esta acumulacién se evidencia por los
puntos o zonas de color rojo. Es notable que las células CEM-GW modificadas
genéticamente para la sobreexpresion del factor muestran incremento de estas zonas,
evidenciando un incremento en la acumulaciéon de calcio (Figura 22A, panel inferior
UCWJFC®)  Este resultado fue reproducible en dos donantes de CEM-GW cuyas

diferencias en el cambio de la acumulacidén de calcio se relacionan con la variacion del
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nivel de sobreexpresion del factor obtenida después de la transduccién. Con este resultado
se sugiere que la sobreexpresion del factor en CEM-GW incrementa su potencial de
diferenciacion hacia osteoblastos. Asi mismo se sugiere validacion de estos resultados con
otras técnicas analiticas.
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Figura 22. Efecto de la sobreexpresion del factor de crecimiento FGFb en las propiedades
funcionales de las CEM-GW. A. Micrografias representativas de los ensayos in vitro de
diferenciacion osteogénica de UCWJCFP (segundo panel) y UCWJFGFP (tercer panel). Comparacién
con los donantes wildtype (UCWJWT, primer panel). B. Estandarizacion del ensayo de
inmunomodulacion in vitro de las CEM-GW wildtype. Se realizé un ensayo de inmunomodulacién in
vitro directo (contacto célula-célula) con dos donantes de CEM-GW, evaluando las relaciones CEM:
PBMCs 1:10, 1:20, 1:50 y 1:100. Las células fueron colectadas después de 3 y 5 dias de interaccion.
C. Ensayo de inmunomodulacion in vitro de las UCWJCGFP (puntos verdes) y UCWJFGFP (puntos
naranjas). Se realiz6 un ensayo de inmunomodulacion in vitro directo (contacto célula-célula), con
tres donantes de CEM-GW transducidos y las relaciones CEM: PBMCs 1:10 y 1:50. Control: PBMCs
sin estimulo. aCD3/CD28: PBMCs activadas con las perlas de activacion. UCWJCGFP: CEM-GW
transducidas con los LV-GFP. UCWJFGF: CEM-GW transducidas con los LV-FGFb. Los resultados
son de dos mediciones (n=2 por grupo). * p<0,05, ** p>0,01 **** p<0,0001 de acuerdo con la prueba
de comparaciones multiples ANOVA, Tukey.

De manera previa a los ensayos para evaluar el efecto de la sobreexpresion del factor
FGFb en la propiedad de inmunomodulacion de las CEM-GW, se evaluaron diferentes
relaciones celulares de CEM:PBMCs, para obtener menos del 50% de inhibicién en la
proliferacion de los linfocitos CD3+. El ensayo de inmunomodulacion in vitro directo o en
contacto célula-célula se evalué durante 3 y 5 dias, en donde finalmente, el efecto
inmunomodulador se midid determinando el cambio en el nivel de proliferacién de la
subpoblacién de linfocitos CD3*. Esta estandarizacion permite evaluar el efecto de la
sobreexpresion del factor sobre la propiedad de inmunomodulacién de las CEM. En el
ensayo de inmunomodulacién in vitro, los linfocitos T contenidos en las hPBMCs
presentaron induccién de la proliferacion ante el estimulo con las perlas de activacion. Esta
activacion en términos cuantitativos representd un indice de proliferacion (fold change) de

5y 22 con respecto a células no estimuladas, a los 3 y 5 dias, respectivamente (Figura
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22B, aCD3/CD28). En presencia de CEM-GW, se evidencia una supresion en la funcion
de proliferacion de los linfocitos T que fue dependiente de la dosis presente de CEM-GW.
es asi como una relacion celular CEM:PBMCs mas alta (1:10, 1:20, 1:50 y 1:100),
disminuye la capacidad de inmunomodulacion de las CEM; en otras palabras, aumenta el
conteo de la subpoblacion de linfocitos CD3* (Figura 22B). Este comportamiento fue
similar en los dos dias de mediciéon del ensayo (3 y 5 dias). Con estos resultados, se
evidencia que para evaluar el efecto de la modificacion genética de las CEM-GW se debe
seleccionar un rango de relacién celular de CEM: PBMCs entre 1:20 -1:50, ya que en este

rango se encuentra al menos el 50% de inhibicidn en la proliferacion de los linfocitos CD3+.

Los ensayos de inmunomodulacion utilizando las CEM-GW modificadas genéticamente
para la sobreexpresion de las proteinas GFP y FGFb, se realizaron siguiendo el protocolo
estandarizado, con el que se establecio el rango de la relacion CEM: PBMCs que presenta
menos del 50% de inhibicién de la proliferacion de linfocitos T por las CEM-GW. En estos
ensayos se evaluaron dos relaciones CEM:PBMCs, 1:10 y 1:50. En el ensayo de
inmunomodulacioén in vitro, las PBMCs mostraron activacion ante el estimulo con las perlas
de activacion, con un indice de proliferacion de linfocitos T (fold change) entre 3,1y 8,9.
De manera interesante, se evidencia que las CEM-GW modificadas genéticamente
redujeron drasticamente el numero de células T CD3", con un patrén de respuesta similar
al observado en las células no modificadas (Figura 22B). Los conteos celulares CD3"*
utilizando la relacion 1:10 (CEM: PBMC) se reducen al nivel del control, o las PBMCs sin
estimulo de proliferacion. Por otro lado, se observa también un comportamiento dosis-
dependiente de la capacidad de inmunomodulacién de las CEM-GW modificadas
genéticamente, cuando se reduce el numero de CEM por hPBMCs, donde se disminuye el
efecto inhibitorio en la proliferacion de la poblacion CD3* (Figura 22C). Cuando se analiza
el efecto de inmunomodulacién de las CEM-GW modificadas genéticamente, UCWJC®FP y
UCWJFCFt se observa que para la relacion 1:50, la disminucion de los conteos CD3* tiene
significancia estadistica para los donantes UCWJFC_ Lo que sugiere que la modificacion
genética de las CEM-GW con LV, para la sobreexpresion del del factor de crecimiento
FGFb, no afecta la funcién biolégica de las CEM, en términos del potencial de
inmunomodulacién. De hecho, la expresion constitutiva adicional de FGFb genera un

incremento en el efecto inmunosupresor sobre la proliferacién de células T.
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3.3 CEM-GW-VEs: aislamiento, caracterizaciéon y
evaluaciéon de sus propiedades después de una
estrategia de modificacién genética

Una linea de evidencia de gran interés cientifico y desarrollo biotecnologico en la
actualidad esta relacionada con el estudio y uso de las vesiculas extracelulares (VEs)
derivadas de las CEM, en regeneracién tisular e inmunomodulacion. A pesar de que el
conocimiento sobre las propiedades de las VEs secretadas por las CEM ha aumentado,
aun existen limitaciones para su aplicacion clinica. Ya que en este proyecto proponemos
explorar estrategias basadas en tecnologia de transferencia génica para disefar y
manipular las células estromales mesenquimales de la gelatina de Wharton (CEM-GW) y
sus derivados (las VEs), el primer abordaje experimental que se planted en este objetivo
se enfocd en evaluar algunas condiciones de cultivo para producir VEs y metodologias
para el aislamiento de las VEs. Los resultados que se describen a continuacion se
produjeron durante una estadia de investigacion en el marco de la colaboracion cientifica
entre la UTA-IDCBIS y el Grupo de investigacion “Medical RNA Biology” del Deutsches

Primatenzemtrum (DPZ) en Géttingen, Alemania.

3.3.1 Condiciones de cultivo para la producciéon de VEs:
caracterizacién biolégica y funcional

3.3.1.1 Analisis por tamafo y cantidad

Ampliamente ha sido descrito que el control de las condiciones de crecimiento de las CEM
con propiedades fisicas, como variacion de oxigeno y el pre-acondicionamiento de los
medios de cultivo con factores solubles puede influir en la biogénesis y la funcién biolégica
de las vesiculas extracelulares (Mas-Bargues & Borras, 2021). De esta manera, antes de
realizar el aislamiento de las VEs a partir de los sobrenadantes, se decidi6 evaluar el efecto
de dos diferentes suplementos, SFB y hLP, en la fase de crecimiento de las células para
alcanzar confluencia, y diferentes medios de produccion de las VEs. Debido a que una
pregunta de interés que se abordd en esta fase de investigacion es si la aplicacion de
estimulos inflamatorios sobre CEM-GW como células productoras de VEs afecta la cinética
de generacién y el contenido de MVs y Exos. Experimentalmente las CEM-GW en
confluencia se cultivaron en dos condiciones de cultivo: starvation o deprivacion de

nutrientes y pro-inflamacién mediante la adicion de dos citoquinas pro-inflamatorias, IL13
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y TNFa. Para este ensayo se sembraron CEM-GW en medio DMEM suplementado con
10% SFB 0 10% hLP, una vez se la confluencia fue de 80% el medio fue reemplazado por
3 condiciones para la produccion de las VEs: DMEM suplementado con SFB libre de
exosomas (SLEx) 10%, Optimem (starvation) y DMEM suplementado con dos citoquinas
pro-inflamatorias (Pro-inflam.), IL-1B y TNFa. Después de 48h de incubacion las células
fueron contadas y los sobrenadantes fueron colectados para analisis de nanoparticulas
con NTA y. Con el hLP se obtuvo un conteo mas alto de células en comparacion con el
SFB, sin embargo, con la variabilidad de los datos no hay significancia estadistica, la cual
esta mayormente relacionada con la variacién de donantes en el ensayo (Figura 23A.).
Por otro lado, si bien el cambio en la condicion de cultivo para la produccién de las VEs no
afecta la proliferacion de las CEM-GW, cuando se analiza el numero de nanoparticulas
presentes en los sobrenadantes, se observan diferencias con significancia estadistica
cuando las células son cultivadas en hLP (Figura 23B.) y con SLEx en presencia de
citoquinas pro-inflamatorias, al comparar con el cultivo de las células en SFB. Se
determinaron conteos de 3,1, 1,7 y 1,8 veces mas nanoparticulas, en las condiciones de
SLEXx, Optimem y Pro.inflam., respectivamente. Al graficar los datos correspondientes al
conteo de particulas vs el conteo celular, con el fin de observar alguna correlacion (Figura
23C.), se observa que, para una misma cantidad de células, se induce un mayor niumero
de VEs utilizando hLP como suplemento de crecimiento celular. Todos estos resultados,
sugirieron seleccionar el hLP como el suplemento de crecimiento de las células, para la
posterior induccion de la produccion de las VEs. Asi mismo, estos datos sugieren que la
produccion de VEs no esta directamente relacionada con el nimero de células, sino con

el estado metabdlico de ellas.
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Figura 23. Andlisis de la produccién de VEs con el medio de cultivo de las CEM-GW. A. Conteo
de células después 48h post-incubaciéon con tres medios para inducir la produccion de vesiculas:
DMEM con SFB libre de exosomas (SLEx), Optimem (starvation) y DMEM con citoquinas pro-
inflamatorias (Pro-inflam.). B. Conteo de las nanoparticulas en los sobrenadantes colectados
después de 48h post-incubacién en los medios de induccidon de VEs. Los resultados son de tres
donantes de CEM-GW (n=3 por grupo). ** indica p<0,005, * p<0,05 de acuerdo con la prueba de
comparaciones multiples ANOVA de dos vias, Sidak.C. Correlacion entre el nimero de células y la
cantidad de VEs en las diferentes condiciones de cultivo. SF: Suero fetal bovino libre de exosomas,
OP: Optimem, CK: pro-inflamacion. 1: DMEM+SFB10%, 2: DMEM+hPL10%. Los resultados son de
tres donantes de CEM-GW (n=3 por grupo). ** indica p<0,005, * p<0,05 de acuerdo con la prueba
de comparaciones multiples ANOVA de dos vias, Sidak.

A continuacién, se probaron distintas metodologias para el aislamiento de las VEs
generadas bajo las dos condiciones de cultivo anteriormente mencionadas. Aqui se
utilizaron dos metodologias de aislamiento: precipitacion con polietilenglicol (PEG) y
cromatografia de afinidad (columnas FAB-TACS®) (Figura 24A.). El primer protocolo fue

establecido en el laboratorio de la UTA (IDCBIS-Bogota, Colombia), mientras que el
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segundo fue desarrollado en el laboratorio del grupo MrB (DPZ-Géttingen, Alemania). En
la primera metodologia (Figura 24B, panel superior), los sobrenadantes de CEM-GW
recuperados se someten a un paso de aclaramiento por centrifugacion y se aislan dos tipos
de VEs: MV correspondientes a la fraccion vesicular de mas de 500nm de diametro y Exos
de menos de 200nm. La segunda metodologia (Figura 24B, panel inferior) corresponde a
una nueva tecnologia propuesta por la compania alemana iba Solutions for Life Sciences,
en la cual el aislamiento de los exosomas se realiza por medio de una columna de afinidad.
La columna Fab-TACS® esta compuesta de una matriz a la cual fragmentos del anticuerpo
contra CD9 se unen especificamente. Posteriormente, los exosomas se unen a la matriz y
las demas microparticulas se eliminan con lavados. En un paso final, la adiciéon de biotina
provoca la elucion de los exosomas. La caracterizacién de las diferentes fracciones de VEs
obtenidas, mediante tamafio y cantidad de nanoparticulas producidas, se realiz6 utilizando
NTA.
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Figura 24. Produccion y aislamiento de VEs a partir de un cultivo de CEM-GW. A. Esquema
del flujo de trabajo y las condiciones experimentales para la obtencidn de los sobrenadantes a partir
de un cultivo de células CEM-GW. Los sobrenadantes fueron obtenidos después de 48h en
condicion de starvation y de pro-inflamacién. B. Metodologias de aislamiento de VEs derivadas de
CEM-GW. La primera metodologia comprende una serie de centrifugaciones y un paso de
precipitacion con PEG, con la que se obtienen dos tipos de VEs: MVs y Exos. La segunda
metodologia es una cromatografia de afinidad, en la que utilizando fragmentos del anticuerpo contra
la tetraspanina CD9, se aisla la fraccion de Exos.

La Figura 25A., muestra la distribucién del tamano de las VEs aisladas de las dos
condiciones de cultivo evaluadas, con las dos metodologias ensayadas. El panel de la
izquierda correspondiente a la condicién de starvation muestra que en la fraccién de MVs
aislada en el procedimiento con PEG, la distribucion de tamano de las nanoparticulas es
heterogénea, inicia aproximadamente en 150nm y se extiende hasta 600nm, mientras que
la distribucion de tamafo de las nanoparticulas en la fraccion de Exos es un poco mas
homogénea, iniciando en tamafios menores a 100nm y de maximo 200nm. De manera
interesante, la fraccion de Exos aislada con la columna Fab-TACS CD9 muestra una
distribucion de tamafio de nanoparticulas aun mas homogénea, en un rango de entre 50-
100nm. Es importante resaltar que, de acuerdo con los resultados obtenidos, no hay
diferencias significativas entre las dos metodologias evaluadas, para el aislamiento de las
exosomas, PEG y Fab-TACS. Sin embargo, se observa que existe una pequefia diferencia,
en donde el aislamiento con la columna Fab-TACS permite la obtencién de nanoparticulas
mas pequefias. Este mismo comportamiento se presenta cuando las CEM-GW reciben un
estimulo pro-inflamatorio (Figura 25A., panel derecho). Cuando se analiza el tamafo
promedio de las nanoparticulas en las fracciones aisladas con PEG y Fab-TACS (Figura
25B.) se observa de manera clara que la fraccion de MVs presenta particulas de mayor
tamano, mientras que la fraccién de Exos se encuentra en un rango de menor tamafo. Por
otro lado, aunque se observa una pequefia disminucién en el promedio del tamafio de las
MVs en la condicion de pro-inflamacién y utilizando PEG (Figura 25B., tridngulos), la
diferencia no tiene significancia estadistica. En cuanto a la fraccion de Exos no hay
diferencias en el promedio de tamafio en las dos condiciones de cultivo y utilizando PEG;
mientras que con la columna Fab-TACS se observa un pequefio incremento en el promedio
de tamano, aunque sin significancia estadistica. Los resultados sugieren que el estimulo
inflamatorio no afecta la distribucion de tamafio de las VEs producidas. Adicionalmente,
los tamafos observados en las fracciones de MVs y Exos aisladas corresponden con lo

que se ha reportado previamente en literatura.
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A continuacién, se evalu6 la produccion de las VEs mediante el conteo de las distintas
fracciones nanoparticulas por NTA (Figura 25C.). En las fracciones aisladas, MVs y Exos,
utilizando PEG se observa que independientemente de la condicién de cultivo, se obtuvo
menor conteo de nanoparticulas en la fraccidon de MVs que en la de Exos. A pesar de que
se observa una mayor variabilidad en el conteo de nanoparticulas en la fraccion de Exos
aislados de la condicion de pro-inflamacién y con PEG, es posible afirmar que el nUmero
de nanoparticulas en la fraccién de Exos incrementa significativamente cuando las CEM-
GW reciben el estimulo de pro-inflamacién, mientras que no hay diferencia en el conteo de
nanoparticulas en la fraccién de MVs. Cuando se comparan los resultados del conteo de
nanoparticulas en la fraccion de Exos aislada con la columna Fab-TACS, no se observan
diferencias entre las dos condiciones de cultivo, mientras que es interesante notar la
diferencia en la cantidad de vesiculas aisladas con cada una de las metodologias, donde
con la metodologia utilizando PEG se obtiene una mayor cantidad de VEs, en cualquier
condicién de cultivo. En la condicion de pro-inflamacion la diferencia es mas grande. Esta
observacién responde a una limitacién técnica de las columnas Fab-TACS, ya que laresina
de agarosa tiene un limite de saturacion, generando la retencion de hasta cierta cantidad
de VEs que es independiente del volumen del sobrenadante que se pasa a través de la
columna. Los resultados permiten sugerir que el estimulo inflamatorio afecta el niumero de
VEs producidas, incrementando significativamente su numero, principalmente en la
fraccién de exosomal. Sin embargo, la metodologia de aislamiento de las VEs genera un

sesgo en los resultados de conteo de las nanoparticulas.
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Figura 25. Caracterizacién de las vesiculas extracelulares aisladas de CEM-GW por NTA. A.
Distribucién del tamafio de las nanoparticulas en las dos fracciones aisladas utilizando PEG (MV y
Exos), y la fraccion de Exos aislada con la columna Fab-TACS, a partir de los sobrenadantes
obtenidos de las CEM-GW cultivadas en starvation y en condiciones de pro-inflamacion. B. Analisis
de la distribucién del tamafio de las nanoparticulas en las fracciones aisladas con PEG y Fab-TACS.
Los resultados son de 4 donantes de CEM-GW (n=4 por grupo). ns de acuerdo con la prueba de
comparaciones multiples ANOVA de dos vias, Sidak. C. Analisis de la cuantificacion de
nanoparticulas en las fracciones aisladas con PEG y Fab-TACS. Los resultados son de tres
donantes de CEM-GW (n=3 por grupo). * p<0,05 de acuerdo con la prueba de comparaciones
multiples ANOVA de dos vias, Sidak.

3.3.1.2 Analisis expresién de marcadores de superficie

El andlisis de la expresién de los marcadores de superficie que son caracteristicos de las
VEs, entre ellos, CD9, CD81 y CD63, fue realizado inicialmente mediante citometria de
flujo. Se utilizaron perlas de latex para permitir la adherencia de nanovesiculas. Las
proteinas CD9 y CD81 enriquecidas en las VEs se detectaron en las dos fracciones
aisladas con PEG, MVs y Exos, segun el analisis de citometria de flujo (Figura 26A.). La
fracciébn de MVs muestra para las dos tetraspaninas valores similares de MFI, lo que
sugiere que en esta vesicula hay una misma distribucién de moléculas para las dos
proteinas, ademas que el pre acondicionamiento de las CEM-GW en el ambiente pro-
inflamatorio, no cambia su nivel de expresion (Figura 26A., grupo MV, barras grises). Por
su parte, en la fraccion de Exos se observa, en las dos condiciones de cultivo valores de
MFI mayores para la tetraspanina CD81 en comparacion con la tetraspanina CD9, es decir
que hay mas moléculas de CD81 en los exosomas. De manera interesante, sélo CD9
muestra un incremento de MFI en la condicion de pro-inflamacion, sin embargo, no tiene
significancia estadistica (Figura 26A., grupo Exos, barras grises). Con esta metodologia,

no se logré la deteccion de la tetraspanina CD63 en las fracciones aisladas.

La segunda metodologia utilizada para el analisis de la expresion de las tetraspaninas fue
la plataforma ExoView® desarrollada por la compainia NanoView Biosciences (Brighton,
MA, Estados Unidos). Esta tecnologia analitica se encuentra disefiada para el analisis de
virus, exosomas y otras VEs con alta especificidad y sensibilidad. Adicionalmente, permite
realizar el analisis de VEs unica directamente de la muestra. La plataforma ExoView®
funciona sin necesidad de purificacion de muestras. Los exosomas se capturan en un chip
ExoView® que se fusiona con anticuerpos estandar (CD9, CD63, CD81 y CD41a) o
anticuerpos personalizados. Posteriormente, las VEs se pueden tefir con anticuerpos

fluorescentes con capacidad de hasta tres proteinas adicionales (Figura 26B.). Mientras
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que las tecnologias que no detectan especificamente las VEs (como NTA) estan sesgadas
por la presencia de contaminantes comunes en las mediciones de tamafio y concentracion,
NanoView emplea la captura dirigida de VEs vy, por lo tanto, las mediciones no estan
influenciadas por las lipoproteinas o los VEs de los suplementos (SFB) que a menudo se
encuentran en los medios de cultivo celular. NanoView mide especificamente solo las VEs
de interés. Una de las aplicaciones de la tecnologia es la colocalizacion de biomarcadores.
El analizador ExoView® superpone imagenes de cuatro canales de fluorescencia y
proporciona informacion cuantitativa sobre la colocalizacion de biomarcadores en cada
vesicula individual. Las subpoblaciones de VEs se pueden caracterizar por su perfil de
proteinas, asi como por la expresion relativa de proteinas en cualquier canal de
fluorescencia. El andlisis de colocalizacion de biomarcadores ExoView permite analizar
completamente las subpoblaciones de VEs e investigar la relacion entre la expresion de
biomarcadores y el estado de la enfermedad. Adicionalmente, con esta metodologia, los
resultados no tienen el sesgo que los datos pueden presentar por la metodologia de

aislamiento y el conteo de particulas con NTA.

A.
CcD9 cD81
i - 120007 Hl Starvation
8000 8000 == Pro-inflamm.
o Ll
% 2500 % .
2000+ .
19909 1500
1000 1000
2007 500
0 . : o
My Exos MV Exes




108 Estrategias de ingenieria genética para el mejoramiento de terapias avanzadas basadas en CEM-GW

da d
St Donante 1 Donante 2 Donante 3
DMEM * DMEM +CKs * DMEM * CKs * DMEM * ks *
Channels
R: CD63 CD63
G: CD81
B: CDY . - _ . _
IM: IM : :
:2 DMEM * DMEM+CKs * DMEM * CKs * DMEM * CKs *
o8
R/G 1 .
®R/B CD9| | |
G/B / /
R/G/B . S
*Mot to Scale t Total: 43677 t 4 t tal: 6
DMEM * DMEM+CKs * DMEM * CKs * DMEM * CKs *
\

Figura 26. Caracterizacién de las VEs aisladas de CEM-GW, por expresiéon de marcadores de
superficie. A. Analisis de la expresion de las tetraspaninas CD9 y CD81 en la fraccion de MVs y
Exos aislados con PEG, mediante citometria de flujo. Los resultados son de 3 mediciones (n=3 por
grupo). ns de acuerdo con la prueba de comparaciones multiples ANOVA de dos vias, Sidak. B.
Principio de funcionamiento del modo de fluorescencia ExoView. Una vez que la muestra se incuba
en el chip, las VEs se pueden tefir con anticuerpos fluorescentes para hasta tres proteinas
adicionales. C. Analisis de la expresion de las tetraspaninas CD63, CD9 y CD81 en los
sobrenadantes obtenidos después de cultivar las CEM-GW en condiciones de starvation (DMEM) y
de pro-inflamacion (DMEM+CKs o CKs), mediante la plataforma ExoView®.

El analisis de la expresion de las tetraspaninas en las VEs derivadas de las CEM-GW,
mediante ExoView permitié tener una descripcién mas amplia de la distribucion de las
tetraspaninas en los sobrenadantes analizados bajo las dos condiciones de cultivo.
Inicialmente, se observa que la tetraspanina con mayor nivel de expresion en las
nanovesiculas es CD63 (Figura 26C., color rojo), ya que el numero total de vesiculas que
se capturan cuando el anticuerpo contra esta proteina se utiliza como sonda captura, es
superior en comparacion con CD9 y CD81 (Figura 26C., panel sonda de captura CDG3).
Por otro lado, se muestra que mas del 50% de la poblacion medida lleva un unico marcador
de superficie, CD63 (color rojo), CD9 (color azul) y CD81 (color verde), donde CD63 es
notablemente la tetraspanina mas representada (Figura 26C., panel sonda de captura
CD63). Un bajo porcentaje de la poblacion de vesiculas también muestra colocalizacion de
dos marcadores, en las 3 combinaciones posibles de las 3 tetraspaninas (Figura 26C.,
colores amairillo, violeta y cian). Para los dos primeros donantes, se observa también un

bajo porcentaje de vesiculas que muestran colocalizaciéon de las 3 tetraspaninas (Figura
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26C., color gris). Es importante anotar que la distribucion de la expresion de las tres
tetraspaninas es usualmente diferente entre donantes, para cada una de las condiciones
de cultivo, cuando CD9 (color azul) y CD81 se utilizan como sondas de captura, la
distribucién de las tetraspaninas como unico marcador o en colocalizacién, es comparable.
De manera interesante, se observa que la distribucién de los marcadores de superficie no
cambia significativamente, al comparar las dos condiciones de cultivo, starvation (DMEM)
y pro-inflamacion (DMEM+CKs). Sin embargo, el numero total de particulas medidas en la
condicién de pro-inflamacién es siempre mayor, en los tres donantes medidos. Con esta
metodologia y con mayor precision se observa que el pre-acondicionamiento de las CEM-
GW con un estimulo inflamatorio, no afecta la expresion de las tetraspaninas ubicuas en
las VEs, mientras que se incrementa el numero de VEs producidas, el cual va es

dependiente del donante.

3.3.2 Efecto de la modificacion genética por LV en las CEM-GW-
VEs
En linea con los anteriores resultados y el objetivo final del presente trabajo, el ultimo
abordaje experimental que se planted fue evaluar el efecto de la modificacion genética por
LV en las CEM-GW, sobre las caracteristicas y propiedades funcionales de las VEs,
aplicando algunas de las metodologias y los resultados obtenidos en el abordaje
experimental anterior. Los resultados que se describen a continuacién se produjeron en la
cooperacion cientifica con la Unidad de investigacion y desarrollo de la firma biotecnolégica

Curexsys GmbH en Géttingen, Alemania.

3.3.2.1 Modificacion genética estable de las CEM-GW con LV-GFP
y LV-FGFb

Para esta fase de investigacion, se establecid un nuevo banco maestro de células
modificadas genéticamente. La produccion de particulas LV-GFP y LV-FGFb se realizé
teniendo en cuenta el protocolo establecido en este estudio, utilizando lipofectamina para
la transfeccion de los 4 plasmidos en células HEK. Las particulas virales recolectadas
después de 48h post-transfeccién se utilizaron directamente para infectar células HEK y
calcular el titulo funcional. La Figura 27A., panel superior, muestra alta tasa de infectividad
de las particulas producidas sobre las HEK, ya que un porcentaje >80% de las células

muestran fluorescencia verde. Después de la lectura por citometria de flujo y el analisis de
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los datos, el valor del titulo funcional obtenido fue de 5,5x10° PVI/ml. Este valor fue 2,5
veces el valor obtenido en la estandarizacién del protocolo, mostrando no soélo alta
eficiencia de transfeccién, si no reproducibilidad del protocolo establecido. Con las
particulas LV se realiz6 transduccion de dos donantes de CEM-GW utilizando las
condiciones experimentales estandarizadas en este trabajo. Se siguio el flujo de trabajo
disenado para el establecimiento del banco maestro (MCB) y de trabajo (WCB) de las CEM
modificadas genéticamente, como fue descrito anteriormente (Figura 17A.). Una vez se
realizé la transduccion de las células con los LV-GFP y LV-FGFb, se validé mediante
microscopia de fluorescencia después de 72h, posteriormente las células fueron
colectadas para expansién y analisis de expresion de las proteinas por FACS. Una vez
caracterizada la transduccion por citometria, estas se colectaron para realizar una nueva
expansion y el primer ciclo de congelamiento, con el cual se conformé el MCB. Con las
siguientes dos expansiones de las CEM se conformé el WCB. Después de 72h de
transduccién, por microscopia se observo transduccion eficiente de las CEM-GW, ya que
la fluorescencia de la proteina GFP se observé en un porcentaje significativo de las células
en el campo de observacién (Figura 27A., panel inferior). Posteriormente, la evaluacion
de la transduccion por citometria mostrd un porcentaje de expresion para GFP de 53,9 -
54,8% y para FGFb de 29,6 — 35,6% (Figura 27B.), para el donante 1y 2, respectivamente.
En esta oportunidad no se observé variabilidad significativa entre donantes, asi que se
continud con la expansion del cultivo de las células modificadas para la produccién de las
VEs.
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Figura 27. Transducciéon de CEM-GW con las particulas LV-GFP y LV-FGFb. A. Fotos de
microscopia de fluorescencia tomadas a las células HEK293T transducidas con los LV-GFP
recolectados después de 48hpt con lipofectamina. B. Fotos de microscopia de fluorescencia
tomadas a las CEM-GW transducidas con los LV-GFP recolectados después de 48hpt con
lipofectamina. C. Citometria de flujo de dos donantes de CEM-GW después de 72h post-
transduccion con los LV-GFP y LV-FGFb. CEM-GW no infectadas fueron utilizadas como control de
expresion de las proteinas. UCWJCGFP: CEM-GW infectadas con los LV-GFP. UCWJFGFb: CEM-GW
infectadas con los LV-FGFb.

Antes de realizar el aislamiento de las VEs a partir de los sobrenadantes, se decidio evaluar

el efecto de los suplementos, SFB y hLP, en el crecimiento de las células. Para este ensayo
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se sembraron CEM-GW wildtype (UCWJ"), modificadas con el LV-GFP (UCWJCFF) y
modificadas con el LV-FGFb (UCWJFC™) utilizando medio DMEM suplementado con SFB
y hLP, una vez se alcanz6 confluencia del 80%, el medio fue reemplazado por DMEM sin
suplemento, como condicion para la produccion de las VEs. Después de 48h de incubacion
de las células con este medio de cultivo, los sobrenadantes fueron recolectados para
analisis de nanoparticulas con NTA y las células fueron contadas. en linea con lo
observado anteriormente, con el suplemento de hLP se obtiene un conteo mas alto de
células en comparacion con el SFB tanto para las CEM-GW no modificadas, como para
las modificadas genéticamente (Figura 28A.). Es interesante observar un conteo
ligeramente superior para las células UCWJFC, el cual es mas notable cuando las células
se cultivan con SFB. Este resultado se asocia con los resultados obtenidos en las curvas
de crecimiento, en donde la sobreexpresion de la proteina FGFb tiene un impacto en la
viabilidad y crecimiento de las CEM-GW. Por otro lado, los resultados muestran que el
cambio de medio de cultivo (sin suplementos), para la produccion de las VEs no afecta la
proliferacion de las CEM-GW no modificadas o modificadas. Cuando se analiza el nUumero
de nanoparticulas en los sobrenadantes, se observa un ligero incremento de
nanoparticulas cuando las células fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con
hLP (Figura 28B.) con un incremento entre los grupos celulares, de 1,2 — 1,7 veces mas
vesiculas, al comparar con el conteo en SFB. En las dos condiciones de cultivo, SFB y
hLP, se observa también un mayor conteo de nanoparticulas para las células que sobre-
expresan FGFb (UCWJFCP, Figura 28B., barra color naranja) en comparacion con las
células no modificadas (UCWJWT, Figura 28B., barra color gris). A pesar de las pequeiias
diferencias observadas, no hay significancia estadistica entre los grupos experimentales.
Finalmente, se generd una grafica con los datos del conteo de particulas vs el conteo
celular (Figura 28C.), donde se observé que la distribucién de los datos muestra una baja
correlacion directa entre el numero de células y la cantidad de nanoparticulas producidas.
Los datos sugieren que la modificacion genética de las CEM-GW para la sobreexpresién
del factor FGFb influye en el crecimiento de las células, pero no en la produccién de

vesiculas extracelulares.
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Figura 28. Analisis de la produccion de VEs de las CEM-GW modificadas genéticamente. A.
Conteo de células después 48h en condicion de starvation (DMEM sin suplemento), para las
UCWUJCFP y UCWJFGFP en comparacion con las UCWJWT, B. Conteo de las nanoparticulas en los
sobrenadantes colectados después de 48h de incubacion en condicidn de starvation, para los tres
grupos de células, por NTA. Los resultados son de 2 donantes CEM-GW (n=2 por grupo). ns de
acuerdo con la prueba de comparaciones multiples ANOVA de una via, Tukey. C. Correlacion entre
el numero de células y la cantidad de VEs contadas, en los diferentes grupos de células. Los
resultados son de dos donantes de CEM-GW (n=2 por grupo). UCWJWT: CEM-GW wildtype.
UCWUJCFP: CEM-GW infectadas con los LV-GFP. UCWJFGFb: CEM-GW infectadas con los LV-FGFb.

3.3.2.2 Caracterizacion biolégica de las VEs derivadas de CEM-
GW modificadas genéticamente con LV
Una vez se evalud el medio de cultivo para el crecimiento de las CEM-GW y la produccion
de VEs, se dio paso a la caracterizacion biologica de las VEs. Se prepararon VEs de
cultivos primarios de las células UCWJ", UCWJCF? y UCWJFCFe Células en pases
tempranos (P2 y P3 post-transduccién) y en medio DMEM suplementado con 10% hLP,
fueron utilizadas para la generacion de las VEs. Una vez los cultivos alcanzaron el 80% de
confluencia, el medio de cultivo fue remplazado por DMEM sin el suplemento (starvation),
para inducir la produccién de las VEs. Los sobrenadantes o medios condicionados (MC),
obtenidos después de 48h se utilizaron para aislar las VEs mediante ultracentrifugacion.
La caracterizacion de la fraccion de vesiculas obtenidas, mediante tamafio y cantidad de
nanoparticulas producidas, se realizé utilizando NTA. La Figura 29A., muestra la
distribucién del tamafio de las VEs aisladas de UCWJ"t, UCWJCFP y UCWJFCFP, El tamario
de las nanoparticulas esta entre 165-190nm, rango en el cual se incluyen los exosomas,
con mayor variabilidad para el grupo de UCWJC"P. Los datos también muestran que las
VEs aisladas son homogéneas sin diferencias entre CEM-GW no modificadas y
modificadas. La caracterizacién en cuanto a la cantidad de nanoparticulas (Figura 29B.)
muestra que las UCWJFCP, producen una mayor cantidad de VEs, entre 1,3 — 1,6 veces
mas nanoparticulas en comparacion con UCWJWT y UCWJCFP; sin embargo, el analisis
estadistico es no significativo. Estos resultados sugieren, y en concordancia con el
experimento anterior, que la modificacién genética de las CEM-GW para la sobreexpresiéon

del factor FGFb no influye significativamente en la produccién de VEs.

El analisis de la expresidn de los marcadores de superficie caracteristicos de las VEs, CD9,
CD81 y CD63, fue realizado mediante la plataforma ExoView®. Inicialmente, se observa

que la tetraspanina con mayor nivel de expresiéon en las nanovesiculas es CD63 (Figura
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29C., color rojo), ya que el numero total de vesiculas que se capturan cuando el anticuerpo
contra esta proteina se utiliza como sonda captura, es superior en comparacion con CD9
(color azul) y CD81 (color verde, Figura 29C., panel sonda de captura CD63). Por otro
lado, se muestra que mas del 50% de la poblacién medida lleva un Unico marcador de
superficie, CD63 (color rojo), CD9 (color azul) y CD81 (color verde), donde CD63 es
notablemente la tetraspanina mas representada (Figura 29C., panel sonda de captura
CD63). Para el donante 2, un bajo porcentaje de la poblacidon de vesiculas muestra
colocalizacion de dos marcadores, en las 3 combinaciones posibles de las 3 tetraspaninas
(Figura 29C., colores amairillo, violeta y cian), mientras que la colocalizacién CD9/CD81
(color cian) es mayor en el donante 1 (Figura 29C., panel sonda de captura CD63). Para
los dos donantes, se observa un porcentaje importante de vesiculas que muestran
colocalizacion de las 3 tetraspaninas (Figura 29C., color gris). Cuando CD9 y CD81
(Figura 29C., color azul y verde, respectivamente) se utilizan como sondas de captura, la
distribucion de las tetraspaninas como unico marcador o en colocalizacion, es comparable
entre donantes. Finalmente, y de manera muy interesante, se observé que la distribucion
de los marcadores de superficie no cambia significativamente en los grupos UCWJWT,
UCWUJCFP y UCWJFCFP (para un mismo donante). De esta manera, con el empleo de esta
metodologia, los datos con mayor precisiéon muestran que la modificacion genética de las
CEM-GW para la sobreexpresion del factor FGFb no afecta la expresion de las

tetraspaninas ubicuas en las vesiculas extracelulares.
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Figura 29. Caracterizacion de las VEs aisladas de CEM-GW modificadas genéticamente, por
NTA y por expresion de marcadores de superficie. A. Distribucion del tamafio de las
nanoparticulas en la fraccion de Exos aislada por ultracentrifugacion, a partir de los sobrenadantes
obtenidos de CEM-GW modificadas genéticamente y no modificadas, cultivadas en starvation. B.
Analisis de la cuantificacion de nanoparticulas en la fracciéon de Exos aislada de los sobrenadantes
obtenidos de CEM-GW modificadas genéticamente y no modificadas, cultivadas en starvation. Los
resultados son de 2 donantes CEM-GW (n=2 por grupo). Ns, no significativo, de acuerdo con la
prueba de comparaciones multiples ANOVA de dos vias, Sidak. C. Analisis de la expresion de las
tetraspaninas CD63, CD9 y CD81 en los sobrenadantes obtenidos después de cultivar las CEM-
GW modificadas genéticamente y no modificadas, cultivadas en starvation, mediante la plataforma
ExoView®. UCWJWT: CEM-GW wildtype. UCWJCGFP: CEM-GW infectadas con los LV-GFP.
UCWJFGFb: CEM-GW infectadas con los LV-FGFb.

3.3.2.3 Caracterizacion funcional de las VEs derivadas de CEM-
GW modificadas genéticamente por LV
Finalmente, se evalud la funcidn bioldgica de la fraccidon enriquecida con Exos aislada de
los tres grupos celulares, UCWJ"T, UCWS y UCWJFC mediante ensayos de
inmunomodulacion in vitro. En este ensayo se evalué el efecto de los Exos producidos en
condicion de starvation, en la proliferacion de linfocitos T. Se evalu6 la relacion PBMC:
Exos de 1:1600 y la proliferacion se midié por citometria de flujo utilizando marcaje directo
sobre la subpoblacion de linfocitos CD3. La Figura 30 muestra los resultados obtenidos
con las fracciones aisladas para los dos donantes no modificados y modificados con LV,

en donde no se observa el efecto de inhibicion esperado de los Exos sobre la proliferacion
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de los linfocitos T, el cual se veria reflejado en la disminucién del parametro calculado.

Esta observacion fue similar para los tres grupos celulares, UCWJWT, UCWCP y UCWJFCF®,
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Figura 30. Caracterizacion funcional de las VEs derivadas de CEM-GW wildtype modificadas
genéticamente con LV. Ensayos de inmunomodulacién in vitro utilizando la fraccion de exosomas
aislada por ultracentrifugacion a partir de los sobrenadantes obtenidos de cultivos de UCWJCGFP y
UCWUJFGFb en comparacién con UCWJWT, en condiciones de starvation. Se realizaron los ensayos
de inmunomodulacién utilizando una relacién PBMCs:Exos, de 1:1600. Después de 5 dias de los
ensayos, las PBMCs fueron colectadas y marcadas con el anticuerpo anti-CD3, para analisis por
citometria de flujo. aCD3/CD28: PBMCs activadas con las perlas de activaciéon. UCWJWT: CEM-GW
wildtype. UCWJCGFP: CEM-GW infectadas con los LV-GFP. UCWJFGFb: CEM-GW infectadas con los
LV-FGFb. Los resultados son de dos donantes y 3 mediciones (n=3 por grupo).

Debido a que los datos de los distintos ensayos de inmunomodulacién generados en este
trabajo, asi como otros resultados descritos en literatura han demostrado una alta
heterogeneidad y algunas veces inconsistencia sobre el efecto inmunosupresor de las VEs
derivadas de las CEM-GW, a continuacion, generamos un flujo de trabajo para
estandarizar y validar ensayos de inmunosupresion que permitan obtener resultados
confiables y reproducibles. La primera modificacion experimental que se evalué consistid
en incrementar la relacion PBMC:Exos, ya que el efecto inhibitorio podria presentar dosis
dependencia. Se incrementd 3.2 veces el numero de Exos por cada célula hPBMC, para
dos donantes del grupo celular wildtype. Los resultados para los Exos aislados del donante
1 no mostraron efecto sobre la proliferacién de los linfocitos T, ni un efecto dosis-
dependiente (Figura 31A.). Por su parte, para la fraccion de Exos del donante 2 se observé
efecto sobre la proliferacion de los linfocitos T cuando se incrementd la relacidon
PBMC:Exos a 1:5100, inhibiendo en 8,5% la tasa de incremento de la poblacién CD3*, en

comparacion con la poblacion en el control positivo (PBMC activados, aCD3/CD28). En el



118

Estrategias de ingenieria genética para el mejoramiento de terapias avanzadas basadas en CEM-GW

experimento se evidencié que el ensayo es donante-dependiente. En el siguiente ensayo,
se evaluaron las siguientes modificaciones experimentales: Exos aislados después del pre-
condicionamiento de las CEM-GW con un estimulo inflamatorio, diferentes relaciones
PBMC:Exos y control del efecto de los Exos sobre las PBMCs no activadas (control). De
manera interesante se observa que los Exos aislados de la condicion de starvation
(cuadros azules) o del estimulo inflamatorio (triangulos café), no activan proliferacién de
las hPBMCs (Figura 31B, panel PBMC no activada). Sin embargo, cuando las hPBMCs
se activan no se observé efecto inhibitorio de las dos fracciones de exosomas sobre el
indice de proliferacion de las hPBMCs (Figura 31B, panel PBMC activada), incluso

incrementando la relacion Exos:hPBMCs.
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Figura 31. Estandarizacion del ensayo de inmunomodulacidn in vitro utilizando la fraccion
de Exos aislada a partir de sobrenadantes de CEM-GW. A. Ensayos de inmunomodulacion in
vitro utilizando la fraccion de Exos aislada, a partir de los sobrenadantes obtenidos de cultivos de
dos donantes de CEM-GW wildtype en condicién de starvation. B. Ensayos de inmunomodulacién
in vitro realizado con Exos aislados de los sobrenadantes obtenidos de un cultivo de CEM-GW
wildtype en condicién de starvation y de pro-inflamacion. Se ensayaron las relaciones PBMCs:Exos
de 1:1600 y 1:4800 para la condicion de starvation, y de 1:4000 -1:12000, para pro-inflamacion. Los
resultados son de 3 mediciones (n=3 por grupo).

Para los préximos ensayos se decidiod incluir una tincion especifica y mas sensible para
monitorear la proliferacion de las células mediante analisis por citometria de flujo, CFSE
(CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit, for flow cytometry, Invitrogen™). El kit de
proliferacion celular CellTrace™ CFSE se usa para el marcaje in vitro e in vivo de células
y rastreo de multiples generaciones por citometria de flujo. El colorante CellTrace™ CFSE
se une covalentemente a todas las aminas libres en la superficie y el interior de las células,
con un efecto minimo observado en la capacidad proliferativa o la biologia de las células.
La intensa tincién fluorescente proporcionada por el colorante CellTrace™ CFSE permite
la visualizacion de ocho o mas generaciones de células en proliferaciéon antes de que la
sefal sea superada por la autofluorescencia celular intrinseca. Se realizdé un ensayo para
optimizar la concentracién del reactivo CFSE. Una serie de diluciones del colorante desde
0 hasta 10uM se prepararon para realizar la tincién de las PBMCs, posteriormente estas
se dividieron en dos grupos, no activadas y activadas con perlas. Después de 3 dias en
incubacion las células se marcaron con el anticuerpo anti-CD3 y se leyeron en el citdbmetro
de flujo. Finalmente, se analizé la fluorescencia verde en la poblacién CD3+ en FlowJo. El
analisis del rastreo de la proliferacion de las PBMCs en las diferentes concentraciones del
colorante CFSE, mostr6 que a concentraciones mayores de 1,25uM las PBMCs no
proliferan, asi que el colorante tiene un efecto toxico en las células que afecta su capacidad
de proliferacion y seguramente también su biologia (Figura 32A., panel inferior). Las
concentraciones entre 0,625 uMy 1,25uM no afectaron la biologia de las PBMCs y se logré
rastrear la proliferacion en hasta 5 generaciones, los picos discretos en estos histogramas
representan las generaciones sucesivas de células vivas, la generacion parental no
estimulada se indica en rojo (Figura 32A., panel superior). El analisis cuantitativo de la
poblacion de linfocitos y CD3* sin el colorante (Figura 32B., OuM, barras verde y café con
rayas, respectivamente) muestra de manera clara la respuesta de activacion con las perlas,
la tasa de activacion es de 9,5 cuando se calcula con base al nUmero de conteos del control

o PBMC sin activacién (Figura 32B., OuM, barras verde y café). Cuando la concentracién
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del colorante es de 0,625uM la tasa de activacion disminuye 58% (3,98 CD3* fold increase)
el valor de referencia (células sin tincién), y con una concentracion de 1,25 uM 79% (1,99
CD3* fold increase). El efecto sigue incrementando cuando la concentracion se
incrementa, hasta inhibir casi al 100% la tasa de activacion de las PBMCs. Todos los
resultados, sugirieron utilizar una concentracién de maximo 0,625uM del colorante CFSE
para evitar afectar la capacidad de proliferacion de las PBMCs. También sugieren que
concentraciones menores podrian afectar menos la proliferacion, sin embargo, si se diluye

el colorante se disminuye el numero de generaciones que podrian rastrearse.
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Figura 32. Rastreo de la proliferacion de linfocitos T con el colorante CellTrace™ CFSE. A.
Histogramas que reflejan el efecto de la tincion con el colorante CFSE sobre la proliferacion de las
PBMCs. Utilizando células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) no activadas y activadas
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con perlas, se realizé el ensayo de proliferacién utilizando diferentes concentraciones del colorante
CFSE en elrango de 0,625 a 10uM. Después de 3 dias de incubacion, las PBMCs fueron colectadas
y marcadas con el anticuerpo anti-CD3, para analisis por citometria de flujo. B. Analisis cuantitativo
por conteos del efecto de la tincién sobre la poblacién de linfocitos no activados (barras amarillas
planas) y activados (barras amarillas con rayas), y sobre la subpoblacién CD3+, sin activacion
(barras color café plano) y activada (barras color café con rayas).

Tomando todos los resultados anteriores sobre el ensayo de inmunomodulacion in vitro
con Exos, en el siguiente experimento se evaluaron las siguientes condiciones
experimentales: tincién de las PBMCs con 0,5uM CFSE, exosomas aislados de CEM-GW
wildtype cultivadas bajo condiciones de starvation y pre-acondicionamiento con citoquinas
inflamatorias, relacién PBMC:Exos 1:17.000 y como control efecto de los Exos sobre las
PBMC no activadas. Los resultaron mostraron inicialmente que no hay activacién de la
proliferacion de la poblacion CD3+ por la fraccion de Exos en condicion de starvation
(cuadros color azul) y de pro-inflamacion (triangulos color café) (Figura 33A., panel
izquierdo). Cuando se analiza la poblacién de PBMCs activadas, los resultados muestran
que las PBMCs tratadas con el maracdor CFSE respondieron a la activacioén con las perlas
con una tasa de activacion de 10.8 en comparacién con el control. Por primera vez y de
manera interesante, los resultados mostraron el efecto esperado de los Exos sobre la tasa
de activacion de la poblacion CD3+; los Exos en la condiciéon en starvation inhibieron la
proliferacion de los linfocitos T, la tasa de activacion disminuyd 6,7% (10,2 CD3* fold
increase, Figura 33A., panel derecho cuadros color azul), mientras que el efecto de
inhibicion de los Exos en la condicién de pro-inflamacién fue superior, estos disminuyeron
en un 20,7% la tasa de activaciéon (8,02 CD3" fold increase, Figura 37.A, panel derecho
triangulos color café). La Figura 33B., muestra el rastreo de la proliferacién con el
colorante CFSE y se observa el efecto inhibitorio de la proliferacion de la poblacion CD3*,

la intensidad de los picos que representan las diferentes generaciones disminuye.
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Figura 33. Ensayo de inmunomodulacién in vitro de la fraccién de Exos aislada a partir de
sobrenadantes de CEM-GW, rastreando la proliferaciéon de linfocitos con CFSE. A. Ensayos
de inmunomodulacion in vitro con la fraccion de exosomas aislada de los sobrenadantes obtenidos
de un cultivo de CEM-GW wildtype en condiciéon de starvation y de pro-inflamacion. Utilizando
hPBMCs marcadas previamente con el marcador CFSE y activadas con perlas de activacion, se
realizaron los ensayos de inmunomodulacién utilizando las relacion de PBMCs:Exos 1:17000.
aCD3/CD28: PBMCs activadas con las perlas de activacion. Los resultados son de 4 mediciones
(n=4 por grupo). ** p<0,005 de acuerdo con la prueba de comparaciones multiples ANOVA de dos
vias, Tukey. B. Histogramas del rastreo de la proliferacion de la subpoblacion CD3+ tras la
activacion con perlas (color rojo) y efecto de los exosomas en la condicion de starvation (color azul)
y de pro-inflamacién (color naranja). Los histogramas son representativos de 4 réplicas. C. Analisis
cuantitativo por conteos del efecto de los exosomas (starvation y pro-inflamacioén), en la proliferacion
de la subpoblacion CD3+.

El analisis cuantitativo (Figura 33C) de las generaciones representadas en los histogramas
muestran inicialmente que en el control (PBMCs sin activacion, barras color gris) casi todas
las células se encuentran en fase quiescente. Cuando las PBMCs reciben el estimulo de
activacion (barras color negro), las células activan la divisiéon celular y el nUmero de conteos
celulares incrementa hasta en las proximas cuatro generaciones. Posteriormente, cuando
las PBMCs activadas reciben los Exos, especificamente, aquellos obtenidos de la
condicion de pro-inflamacion (barras color café), se observa disminucion en los conteos de
las células que aun no iniciaron division y la primera generacion (barras de color azul). Al
parecer el efecto de inhibicion de los Exos es muy temprano, y se sugiere pueda ser a
través de mecanismos de induccion de muerte celular o secuestro del ciclo celular, o

ambos. Para esto, deben plantearse aproximaciones experimentales adicionales.
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Figura 34. Ensayo de inmunomodulacién in vitro de la fraccién de Exos aislada de CEM-GW.
Ensayos de inmunomodulacién in vitro con la fraccion de exosomas aislada de los sobrenadantes
obtenidos de un cultivo de CEM-GW wildtype en condicién de starvation y de pro-inflamacion.
Utilizando células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y activadas con perlas de
activacion, se realizaron los ensayos de inmunomodulacion utilizando las relacion de PBMCs:Exos
1:17000. aCD3/CD28: PBMCs activadas con las perlas de activaciéon. Los resultados son de 6
mediciones (n=6 por grupo). *** p=0,0001, **** p<0,0001 de acuerdo con la prueba de
comparaciones multiples ANOVA de dos vias, Tukey

A raiz del efecto efecto del colorante CFSE en la activacidon de los linfocitos, se repitio el
anterior experimento con las mismas condiciones experimentales sin realizar tincion de las
PBMCs previo a la activacion con las perlas. Las PBMCs respondieron a la activacion con
las perlas con una tasa de activacion de 4,77 en comparacién con el control (Figura 34.,
puntos negros). Nuevamente los resultados mostraron efecto de los Exos sobre la tasa de
activacion de la poblacién CD3", sin embargo, en este experimento los Exos en la condicién
en starvation inhibieron en menor proporcion la proliferaciéon de los linfocitos T. Aqui, solo
se disminuy6 en un 2,2% la tasa de activacion (4,67 CD3* fold increase, Figura 34.,
cuadros color azul), mientras que el efecto de inhibicion de los exosomas en la condicién
de pro-inflamacion fue superior, esto es, disminuyeron en un 30,2% la tasa de activaciéon
(3,26 CD3* fold increase, Figura 34., triangulos color café). Las réplicas de los tratamientos
evaluados mostraron reproducibilidad, y permitieron establecer una significancia
estadistica para el efecto de inhibicion observado sobre la proliferacion de los linfocitos T.
Por otro lado, los resultados mostraron de manera convincente, que el efecto inhibidor de
los Exos sobre esta poblacion se potencia cuando las CEM-GW se pre-condicionan con

citoquinas pro-inflamatorias.



4_.Discusion

En este trabajo de tesis se exploraron diversas metodologias experimentales orientadas a
determinar la factibilidad y utilidad de la modificacién genética de las CEM vy las VEs
derivadas de estas, como potencial herramienta biotecnoldgica para el desarrollo y
mejoramiento de productos medicinales derivados de estos componentes para futuros
usos clinicos. En esta perspectiva, este trabajo permitié confirmar que la modificacion
génica de este tipo celular primario de interés clinico a partir de métodos no-virales y
virales, es técnicamente factible y seguro y abre una ventana de oportunidad para el
desarrollo de metodologias avanzadas para la generacién de productos medicinales de
terapia avanzada con alto potencial de aplicacion clinica. Asi mismo, el presente trabajo
introduce y valida tecnologias para el aislamiento y caracterizacion de VEs derivadas de
CEM que amplian el campo del conocimiento sobre este tipo de nanoparticulas para su

futura aplicacion en el contexto médico.

La capacidad de las CEM como células progenitoras de diferentes linajes mesenquimales
se ha utilizado en medicina regenerativa para reparar estructuralmente tejidos dafados y
restaurar sus funciones perdidas, en tejidos como hueso (Kadiyala, Young, Thiede, &
Bruder, 1997) y cartilago (Solchaga, Penick, & Welter, 2011). Adicionalmente, se ha
encontrado que estas células ejercen efectos tréficos y otros locales que les permiten
modular el sistema inmune, proteger células contiguas de procesos apoptéticos y
establecer un medioambiente que promueve regeneracién tisular. Por tal razén, el
potencial traslacional de estas capacidades va desde el tratamiento de enfermedades
autoinmunes (Gonzalez, Gonzalez-Rey, Rico, Bulscher, & Delgado, 2009), y otros
desordenes inmunoldgicos como la enfermedad de injerto contra huésped (Le Blanc et al.,
2004), hasta el tratamiento de eventos isquémicos (J. Chen et al., 2001; Islam et al., 2012).
La utilidad de las CEM se puede ampliar en gran medida mediante la modificacion genética
de las células para proporcionar nuevas funciones o mejorar las existentes. Por ejemplo,

cuando las CEM se modificaron genéticamente para sobreexpresar el factor 1 derivado de
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células del estroma (M. Zhang et al., 2007) o Akt (Mangi et al., 2003), la funcién cardiaca
mejoro significativamente. Existen diferentes métodos para la transfeccién a corto plazo de
las CEM, estos incluyen métodos virales como el tratamiento con adenovirus (Studeny et
al., 2002), asi como métodos no virales, como liposomas (J. Park et al.,, 2003) o

electroporacién (Haleem-Smith et al., 2005).

La supervivencia de las CEM después del trasplante sigue siendo un desafio, lo que afecta
negativamente su eficacia terapéutica. Por otro lado, el sélido progreso en la medicina
regenerativa ha creado una gran demanda de produccién de CEM a escala clinica. Esto
ha requerido un rendimiento maximo de las CEM sin comprometer su potencial de
diferenciacion multiple, mientras se preservan sus funciones biolégicas durante la
expansion in vitro. Los mitdbgenos se utilizan con frecuencia en el cultivo de las CEM para
mejorar su propagacion. Entre ellos, la familia del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF) desempefian diversas funciones en la regulacion de la proliferacién, migracién y
diferenciacion celular durante el desarrollo embrionario (Delaune et al., 2005; Reifers et al.,
1998). El FGF basico (FGFb), un miembro de la familia FGF, a menudo se considera un
factor de crecimiento e inductor de diferenciacion dentro del campo de investigacion de
células madre. Por el papel funcional ampliamente descrito del FGFb en la biologia de las
CEM, en este estudio se propuso explorar dos estrategias basadas en tecnologia de
transferencia génica, nucleofeccion (no-viral) y lentivirus (viral) para sobreexpresar el factor
de crecimiento fibroblastico basico humano (FGFb o FGF2) en células estromales
mesenquimales de la gelatina de Wharton (CEM-GW), y evaluar su efecto en las
propiedades biolégicas de proliferacién, de diferenciacion, de potencial de
inmunomodulacién y de secrecidén de vesiculas extracelulares (VEs). El objetivo final de
este proyecto es contribuir y ampliar el conocimiento cientifico que existe hasta hoy, sobre
la manipulacidon genética de las CEM, ya que la expresion o sobreexpresién de genes
terapéuticos que impacten positivamente en las funciones bioldgicas de estas células
podria ser un paso en la direccion correcta hacia una terapia exitosa basada en CEM, de

muchas enfermedades.
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4.1 Modificacion genética transitoria de las CEM-GW con
un vector no viral (Nucleofeccion)

Para la modificacion genética transitoria de las CEM-GW en este proyecto se utilizé la
técnica de nucleofeccion. La nucleofeccion se ha utilizado con éxito para la transfeccion
transitoria de CEM de origen humano, bovino, de rata y porcino (Aslan et al., 2006; Colleoni
et al.; McMahon et al.), pero en muy pocos estudios se ha probado en CEM humanas
derivadas de la Gelatina de Wharton del cordon umbilical. En este trabajo se transfecté el
vector pCMV3-FGF2-Flag por nucleofeccion en CEM-GW, para la expresion transitoria del
gen FGFb. El transcrito traduce para una proteina recombinante que se encuentra en fase
con el tag FLAG. Este tag fue utilizado como antigeno artificial para la validacion de la
sobreexpresion del factor de crecimiento FGFb después de la nucleofeccién de las CEM-
GW. Se ensay6 inicialmente un protocolo para la nucleofeccion de las CEM-GW, con el
cual se obtuvo un 93,6% de expresién de la proteina GFP, utilizada como control para
evaluar la eficiencia de la nucleofeccién. Por su parte, el nivel de expresion del factor FGFb-
Flag fue de alrededor del 10%. Por lo tanto, abordamos de manera sistematica varios
factores en el protocolo de nucleofeccidn, incluyendo el formato de transfeccion, cantidad
de plasmido, tiempo de medicién de la sobrexpresion de la proteina post-nucleofeccion,
tiempo de incubacion con BrefeldinA, que podrian impactar en la eficiencia de la
transfeccion y la deteccién de la proteina FGF2-Flag. Con las condiciones experimentales
ensayadas se logré incrementar significativamente el nivel de expresion de la proteina
FGF2-Flag, obteniéndose valores de 78,9-88,6%, constante hasta por 96hpn. Este
porcentaje de expresion del factor significd un incremento en la concentracion del factor de
hasta 35 veces (2410pg/ml), en los sobrenadantes de las CEM-GW, cuando se comparé
con la concentracion basal de las células (67,25pg/ml). Se confirmd que la modificaciéon
genética de las CEM-GW por nucleofeccién tiene un caracter transitorio, ya que después
de 9 dias post-transfeccion el nivel de sobreexpresion de la proteina recombinante,
disminuyo casi a cero, mientras que la concentracion del factor disminuyé a su nivel basal.
En conclusién, en este estudio reportamos la optimizacion de un método de transfeccion
basado en nucleofeccion utilizando un vector no viral, para la entrega eficiente del factor
FGFb a un cultivo primario de CEM-GW.

Otros estudios han mostrado también eficiente nucleofeccion de otras proteinas

funcionales en diferentes fuentes de CEM. Fakiruddin et al., logr6 optimizar la
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nucleofeccion de un plasmido que codifica para el ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF (TRAIL) en CEM derivadas de tejido adiposo (CEM-TA). Su estudio
evidencio un significativo incremento en la expresion de la proteina, de 11,33 % a 39,7 %,
con una ligera reduccién en la viabilidad de las células (~10 %), variando diferentes
factores (Fakiruddin et al., 2014). Por su parte, Mok et al., comparo la eficiencia y la
viabilidad de la nucleofeccién con la lipofeccién catidnica, y utilizd el método de
transfeccién mas eficiente, la nucleofeccion, para entregar una construccién de expresiéon
génica que codifica la eritropoyetina (MIDGE-EPQO) en CEM derivadas de MO (CEM-MO).
El estudio demostré un incremento significativo en la eficiencia de transfeccion utilizando
nucleofeccion (21,8%), en comparacién con la baja eficiencia de la lipofeccion (menos del
0,6%) (Mok, Cheong, Leong, Chua, & Ainoon, 2012). Paz de la torre et al., utilizd la
nucleofeccion para la transfeccion de un plasmido que codifica para la proteina
antiangiogénica endostatina en CEM de placenta humana. Bajo las condiciones
experimentales evaluadas demuestra un nivel de expresion de 56.1% segun FACS, con
un incremento de hasta 2.37 veces de la concentracion de la proteina en el medio de cultivo
(de la Torre, Paris, Fernandez-de la Torre, Vallet-Regi, & Flores, 2021). Scheibe et al.,
describe por primera vez el uso de la nucleofeccién en CEM-MO de ratén para la entrega
del gen epo en un modelo in vivo. Los autores encuentran que la nucleofeccion proporciona
una transfeccién estable y la produccion biolégicamente activa de EPO en las CEM tanto
in vitro e in vivo. Después de la transfeccion de la construccion génica, encontraron que el
60% de las CEM expresaban de manera transitoria la proteina EPO-GFP hasta por 48h
(Scheibe et al., 2012). Otros autores han utilizado la nucleofeccién para la transfeccion de
MmRNA. Wiehe et al., nucleofectaron mRNA para la sobreexpresion de la proteina CXCR4
en CEM-MO, para mejorar la migracion celular y la reparacion del tejido cardiaco. Los
autores observan sobrexpresion de la proteina en un 93% en las CEM con una viabilidad
de 62%. Demuestran funcionalidad in vitro de la proteina expresada, sin cambios en la
migracién celular, ademas de una fuerte quimiocinesis basal que no pudo mejorarse mas
mediante la sobreexpresion de CXCR4 (Wiehe et al., 2013). Finalmente, sélo encontramos
una publicacién en la que los autores buscan mejorar la viabilidad celular y la expresion
génica en CEM-GW cuando se transfectan con nucleofeccion (Mellott et al.). Los autores
encuentran que el tratamiento previo y posterior de CEM-GW transfectadas mediante
nucleofeccion con el inhibidor de ROCK (Y-27632-RI) mejoré significativamente las tasas
de supervivencia de CEM-GW y la expresion génica medida por la intensidad de la proteina

fluorescente verde.
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La busqueda bibliografica para comparar nuestros resultados con los hasta ahora
publicados por otros grupos de investigacion, nos muestra que existen pocos estudios
disponibles en los que se ha estudiado la transfeccion por nucleofeccion de las células
estromales mesenquimales derivadas de la Gelatina de Wharton (CEM-GW). Es asi como
el presente estudio se convierte en un aporte importante y significativo al conocimiento
cientifico y aplicacion de esta metodologia para potenciar las caracteristicas funcionales
de estas células, las cuales tienen una serie de ventajas sobre otras fuentes de células,
ademas de un gran potencial para la traslacién clinica, como se ha publicado
extensamente. Por otro lado, y de manera muy interesante, nuestro estudio demuestra alta
eficiencia de transfeccién del gen en estudio, logrando un nivel de sobreexpresion del 80-
90% de la proteina funcional. En resumen, nuestros datos demuestran que la
nucleofeccion es eficiente para la entrega del gen FGFb en CEM-GW. Sin embargo, se
requiere optimizacion de ciertas condiciones experimentales, como la concentracion de
plasmido y el numero de células, para lograr una condicién ideal de la técnica, cuya
eficiencia logra ser comparable con la descrita para la transfeccion con virus. Por lo tanto,
coincidimos con los autores que han propuesto que la nucleofeccion puede convertirse en
una herramienta atractiva para la modificacion de células madre humanas para uso clinico,
ya que supera las limitaciones técnicas del uso de vectores virales o la toxicidad del
procedimiento que a menudo los descalifican para las aplicaciones in vivo en humanos
(Wiehe et al., 2013). Adicionalmente, la nucleofeccion representa una técnica que combina
la facil operabilidad, menor costo y seguridad, permitiendo basicamente la aplicacion in
vivo de acuerdo con directrices de buenas practicas de manufacturacion (Good
manufacturing practices, GMP) requeridas para su escalamiento clinico. En este estudio
encontramos que el secretoma de las CEM-GW modificadas genéticamente con
nucleofeccion para la sobreexpresion del factor FGFb, mostrd el mismo perfil de respuesta
que las células control, cuando se cultivan en hLP. Ciertos factores mostraron una cinética
de consumo, mientras que otros fueron producidos. Este comportamiento evidencié que
las CEM-GW modificadas genéticamente son igualmente funcionales a las CEM-GW no
modificadas, y por lo tanto se valida que la nucleofeccion, como estrategia de modificacion
genética presenta un perfil de seguridad adecuado para la aplicacion de CEM-GW como
producto medicinal. En conclusién, la nucleofeccion como estrategia de modificacion

transitoria de CEM es una estrategia interesante para translacion en aplicacion clinica.
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Posteriormente, evaluamos el efecto de la sobreexpresion del factor FGFb en algunas
propiedades bioldgicas basicas de las CEM-GW, como la expresion de marcadores de
superficie caracteristicos y la proliferaciéon. Demostramos que las CEM-GW modificadas
con el vector no viral mediante nucleofeccién no mostraron cambio significativo en el nivel
de expresion de los marcadores de superficie propios de las CEM (inmunofenotipo). Por
otro lado, las células mantuvieron su potencial de autorenovacion, y de manera interesante
las CEM transfectadas mostraron un nivel de proliferacién mayor a partir de las 72hpn,
relacionado con un incremento en la concentracion del factor en sobrenadantes. El
incremento en la concentracion del factor fue hasta de 32-50 veces y se mantuvo sin
variacién hasta por 120h. Adicionalmente, observamos que el incremento en el nivel de
proliferacion es reproducible entre diferentes donantes de CEM-GW, pero con respuestas
dependientes del donante. Este comportamiento es esperado e inherente a la variabilidad
que presenta el cultivo primario de las CEM. Sotiropoulou et al, describe que suplementar
el medio de cultivo de las CEM con el factor FGFb aumenta en gran medida la velocidad
de proliferacion de las células, pero también regula el incremento de moléculas HLA-clase
| e induce una baja expresion de HLA-DR (Sotiropoulou et al., 2006). Estos cambios son
significativos a partir de una concentracién de 5ng/ml del factor adicionado al medio de
cultivo, sin embargo, en este estudio la maxima concentracion medida después de la
nucleofeccion fue de 2,7-3,0ng/ml, lo que explicaria la no deteccion de cambios en las
moléculas de HLA clase | y Il de las CEM-GW. De manera contraria a este estudio,
Ramasamy et al. en su estudio demuestra que suplementar el medio de cultivo de CEM-
GW con 40ng/ml del factor FGFb incrementa en gran medida la proliferacién de las células
sin alterar su inmunofetipo (Ramasamy et al., 2012). Este ultimo estudio coincide con
nuestros resultados, a pesar de tener una aproximacion metodologica diferente, y muestra
que la respuesta al incremento del factor de crecimiento FGFb depende de la fuente de
CEM. Nuestros resultados coinciden con estudios previos, en los que se ha demostrado
que la tecnologia de nucleofeccion es un método eficiente para la administracién de genes
en CEM y no afecta los potenciales de renovacion, inmunofenotipo y diferenciacién de las
CEM nucleofectadas (Mok et al., 2012; Scheibe et al., 2012). Sin embargo, no hay estudios
previos que evaluen el efecto de la sobreexpresion del factor FGFb en las caracteristicas
bioldgicas de las CEM-GW inducidas por transfeccion de un vector no viral, siendo este el
primer reporte experimental a la fecha. En conclusion, el resultado de la evaluacion de la
proliferacion evidencia que la sobreexpresion del FGFb mediante un vector no viral en

CEM-GW induce un significativo incremento en la proliferacion celular, sin alterar su
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inmunofenotipo, que es compatible con el incremento en la viabilidad y sobrevida celular.
De este modo sugerimos que el FGFb puede ser un factor critico en el mantenimiento de
altos niveles de sobrevida celular en un escenario de posible deprivacion de sehales de
crecimiento (in vivo), potenciando sus funciones bioldgicas y, por tanto, su potencial

terapéutico.

4.2 Modificacion genética estable de las CEM-GW con un
vector viral (Lentivirus)

En contraste con el nimero de métodos de modificacion transitoria, los métodos de
modificacion a largo plazo o estables de CEM, son mas limitados. Un método podria
consistir en derivar CEM a partir de ratones transgénicos (H. Wang et al., 2009). Sin
embargo, existen serias limitaciones con este método, incluida su restriccién a las CEM de
ratén, que pueden tener propiedades diferentes a las de otras especies, como las CEM
humanas (Peister et al., 2004). Un método alternativo que se ha posicionado a nivel
biotecnoldgico es el de vectores lentivirales (LV) para la entrega del constructo de ADN
manipulado. Los LV son capaces de albergar genes exdgenos mas grandes en
comparacion con los vectores plasmidicos, y son capaces de infectar células en division y
no en divisién. En particular, la terapia génica mediada por virus todavia se enfrenta a una
serie de problemas de seguridad. Los fragmentos virales insertados en el genoma del
huésped a menudo se asocian con una alta inmunogenicidad. Hasta ahora pocos estudios
han sido publicados sobre el uso de este método para la modificacion de las CEM-GW.
Por tal razén, en este proyecto se utilizé como herramienta génica la transduccion viral con
LV para la modificacion genética estable de las CEM-GW. Diferentes desafios
experimentales se enfrentaron para optimizar la produccién de las particulas LV, la
transduccién eficiente de las CEM-GW, y lograr la evaluacion del impacto de la
sobreexpresion del factor FGFb en las propiedades biolégicas de las CEM-GW, en
términos de inmunofenotipo, proliferacion, potencial de diferenciacion e

inmunomodulacién.

Mediante una estrategia molecular de subclonaciéon utilizando enzimas de restricciéon
logramos la insercion del factor FGFb-Flag, en el vector de transferencia. Los ensayos de
transfeccion se iniciaron utilizando el método del fosfato de calcio, con el que se obtuvo

baja eficiencia de transfeccién. Por lo tanto, abordamos de manera sistematica algunos
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factores en el protocolo de produccion, tales como el pH, densidad celular, cantidad de
ADN plasmidico y la adicion de BuNa. Sin embargo, en los sobrenadantes post-
transfeccion recolectados no se obtuvieron particulas LV. A continuacion, investigamos el
método de transfeccion por nucleofeccion, evaluando de nuevo algunos factores en el
protocolo de produccién, que influyeron en la eficiencia de transfeccion, de transduccion
(titulo viral) y en la expresion transgénica. Sin embargo, la condicidon experimental que
mostré mayor impacto en la produccion de las particulas LV fue el tiempo de coleccién de
los sobrenadantes. Cuando las condiciones experimentales se aplicaron para la
produccion de las particulas LV con el factor FGFb y posterior transduccién de las CEM-
GW, se obtuvo baja eficiencia de infeccion. Por tal razon, se decidio evaluar adicionalmente
otros factores en el protocolo de produccién, incluyendo diferentes métodos de
transfeccién, numero de pase de las HEK293 LTV y diferentes tiempos de cosecha post-
transfeccién. Encontramos que el método de transfeccidn mas eficiente para la produccion
de LV fue la lipofectamina, ademas que se obtuvo un titulo viral alto en los sobrenadantes
colectados, sin necesidad de concentrar los virus, generando asi un protocolo menos

complejo y mas eficiente para la produccion de las particulas.

En el abordaje sistematico para mejorar la eficiencia de transduccion en las CEM-GW se
tuvieron en cuenta factores como el suplemento del medio de cultivo y la concentracion del
sulfato de protamina. Lin et al., describe los parametros para una eficiente transduccion de
CEM manteniendo la capacidad de proliferacion y de diferenciacién (Lin et al., 2012). Los
autores descubren por primera vez que el uso de altas concentraciones de sulfato de
protamina es una alternativa viable al polibreno para preservar las capacidades de
proliferacion y diferenciacién de las CEM humanas al tiempo que mejora significativamente
la transduccién LV. El sulfato de protamina es un polication relativamente econdémico
aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en
inglés) que se usa mas comunmente para neutralizar la sobredosis de heparina. Se cree
que mejora la transduccion al neutralizar la carga negativa entre la superficie celular y las
particulas virales (Y. W. Yang & Hsieh, 2001). Cornetta y Anderson lo sugirieron por
primera vez como una alternativa al polibreno en 1989 (Cornetta & Anderson, 1989). Desde
entonces, los investigadores han intentado utilizar el sulfato de protamina para la
transduccién con LV (Chuah et al., 2000), con esfuerzos limitados porque la concentracion
usada siempre estuvo por debajo de 8ug/ml, sin observar efecto en la traduccion de las

CEM. Como consecuencia, el sulfato de protamina rara vez se usa para la transduccion de
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CEM humanas. En este estudio, con el cambio de las condiciones experimentales de
transduccién logramos en los experimentos con un MOI de 5, aumentar la eficiencia de
transduccion hasta un 30,3% para FGFb. De manera interesante notamos que no se
requirid ultracentrifugacion para concentrar el sobrenadante viral en nuestros estudios,
ademas que el sulfato de protamina no afecté la capacidad de division de las células, lo
que permitié que se usaran cantidades mas bajas de virus. Nuestros resultados estan de
acuerdo con resultados previos en los que el aumento de la concentracion de sulfato de
protamina a 50 g/ml dio como resultado un aumento de 2,4 veces en la eficiencia, del 15,7
% (a 0 pg/ml) al 37,6 % (Lin et al., 2012). Para los mismos autores no hubo diferencia
estadistica en la proliferacion celular entre las células no tratadas y las células tratadas con
sulfato de protamina en cualquier concentracion probada durante un periodo prolongado
(7 dias). En nuestro estudio también observamos que la transduccién de las CEM-GW fue
dependiente del donante. Se sabe que las CEM humanas tienen variabilidad de donante a
donante, y ha habido informes de variabilidad de donante a donante con la transduccién
de CEM (Kallifatidis et al., 2008).

En los diferentes donantes validamos la sobreexpresion del factor FGFb en los
sobrenadantes de las UCWJBF en comparacion con la concentracion basal en los
sobrenadantes de las CEM-GW control (UCWJC o wildtype). Medimos un rango de
concentracion entre 80-600pg/ml para las CEM-GW que expresan FGFb (UCWJFCF?), el
cual siempre estuvo por encima de la concentracién basal (60 pg/ml). Adicionalmente,
observamos que el nivel de expresion del factor FGFb fue estable hasta en dos pases
posteriores a la transduccién de las células, validando que la transduccién con particulas
LV modificé genéticamente las CEM-GW para la expresién constitutiva de la proteina
recombinante, FGFb-Flag. Evaluamos posteriormente el efecto de la modificacion genética
con lentivirus en las propiedades bioldgicas y funcionales de las CEM-GW, en términos de
inmunofenotipo, cinética de crecimiento, perfil de secrecion de factores solubles,
diferenciacién osteogénica y potencial inmunomodulador. En nuestro estudio encontramos
que las CEM modificadas genéticamente con LV no muestran cambios en el
inmunofenotipo caracteristico de las CEM. En cuanto a la cinética de crecimiento de las
CEM se describe una respuesta dependiente del donante, en la que el incremento en la
concentracion del factor FGFb medido en los sobrenadantes es consecuencia de la
sobreexpresion del factor inducida en las CEM-GW después de la infecciéon. En un

ambiente rico en nutrientes (hLP) demostramos que una infeccion de hasta 30% con LV
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no afecta la viabilidad de las células y estas logran mantener su potencial de proliferacion
celular. Adicionalmente, en este estudio encontramos que el secretoma de las CEM-GW
modificadas genéticamente con LV para inducir sobreexpresion del factor FGFb, mostro
un mismo perfil de consumo y secrecion de factores solubles comparable entre las células
control y de referencia (sin modificacion), cuando se cultivan en hLP. Ciertos factores
mostraron una cinética de consumo, mientras que otros fueron producidos y acumulados
en el sobrenadante celular. Este comportamiento evidencié que las CEM-GW modificadas
genéticamente son tan funcionales como las CEM-GW no modificadas, y por lo tanto
sugerimos que la transduccion con LV, como estrategia de modificaciéon genética ofrece
un perfil de seguridad adecuado para la aplicacion de CEM-GW como producto
terapéutico. Estos resultados son relevantes en el sentido que, si bien la transduccién con
LV podria implicar un riesgo derivado de procesos de mutagénesis por insercién que puede
llegar a afectar la estabilidad gendmica y funcional de la célula, aqui demostramos que

este proceso no se vio afectado por la transduccion viral.

De manera interesante, observamos que, en un medio reducido de nutrientes, la
sobreexpresion del factor genera un impacto en la proliferaciéon celular, ya que las células
UCWJFCF® crecen un 32,6% mas en comparacion con las células UCWJCFP. Por otro lado,
sugerimos que las CEM-GW tienen una respuesta rapida a la sobreexpresion del factor
para regular la concentracién de la proteina en el medio de cultivo. De estos resultados,
demostramos que la sobreexpresion del factor FGFb genera un impacto positivo en la
proliferacion de las células. En conclusion, los resultados obtenidos sugieren que una
transduccién de hasta 30% en las CEM-GW con LV no afecta la viabilidad de las células e
incrementa ligeramente su potencial de proliferacion celular, es decir, la sobrevida de las
células en un medio desprovisto de nutrientes. Se ha descrito que el factor FGFb también
aumenta la supervivencia y la proliferacion in vivo de las CEM (Bhang, Lee, La, Kim, &
Kim, 2011). En un modelo in vivo de isquemia, Zhang et al., observd que muchas mas
CEM-MO transducidas con LV para la sobreexpresion del factor hFGFb sobrevivieron al
trasplante y se diferenciaron en células endoteliales vasculares (J. C. Zhang, Zheng, Wu,
Ou Yang, & Li, 2014). Sobre el mecanismo por el cual el FGFb influye en la
supervivencia/proliferacion de las CEM se ha descrito que el factor conduce activamente
a las células al ciclo celular, ya que una mayor proporcion de estas permanecieron en la
fase Sy progresaron a la fase M. Se demostré adicionalmente, que el FGFb promueve la

expresion de las proteinas ciclina D y sus quinasas para inducir a las CEM-CU a los puntos
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de control transversales del ciclo celular, comprometiendo las células a la sintesis de ADN
(Carcamo-Orive et al., 2008).

Uno de los desafios de la terapia génica basada en células es la supervivencia de las
células modificadas genéticamente en el entorno del huésped. Estudios sugieren que las
CEM no persisten en el organismo receptor durante periodos prolongados. Con los
resultados de este estudio hipotetizamos que nuestro hallazgo podria llegar a ser una
estrategia atractiva para superar este desafio, porque se podria plantear la generacién de
construcciones plasmidicas de genes policistronicos en los que el factor FGFb brindaria
soporte en la sobrevida de las CEM-GW, mientras que la otra proteina se dirigiria hacia un
blanco especifico. De esta manera, se amplia y mejora la utilidad de las CEM para fines
terapéuticos. En su estudio, Zhang et al., sugiere que la combinacion de la terapia celular
y génica aceleraria la reparacion de fracturas a través de una combinaciéon de mecanismos
autocrinos y paracrinos y podria ser mas eficaz que los factores de crecimiento individuales
administrados sistémicamente (H. Zhang, Kot, et al., 2017). Adicionalmente, se ha descrito
que el trasplante de CEM mejora con mayor probabilidad la regeneracién de hueso y
cartilago cuando estas células fueron disenadas para expresar factores de crecimiento
como el factor de crecimiento de insulina-1 (IGF-1), proteinas morfogenéticas 6seas (BMP)
o VEGF (Granero-Molto et al., 2011; Tai et al., 2008).

Se ha demostrado que FGFb promueve la proliferacion de células madre estromales de
médula 6sea y la formacion de cartilago y hueso (L. Wang, Huang, Pan, Jiang, & Liu, 2010;
Yuan, Pan, Fu, & Bi, 2013). En nuestro estudio evidenciamos que la sobreexpresion del
factor FGFb incrementa la acumulacion de calcio lo que nos permite sugerir que la
modificacion genética de las CEM-GW con LV para la sobreexpresion del factor FGFb
incrementa su potencial de diferenciacion hacia osteoblastos. Pocos estudios se han
publicado sobre la modificacion genética de las CEM utilizando LV. Zhang et al., investigo
el potencial angiogénico de combinar terapia celular y génica a través del trasplante
alogénico de CEM-MO expresando el factor FGFb, inducido por LV (J. C. Zhang et al.,
2014). Después de establecer un modelo de isquemia de miembros posteriores en ratas
Sprague Dawley, los autores observaron que el trasplante alogénico aumento la expresion
de VEGF (P = 0,008) y la densidad de microvasos (P, 0,001), en otras palabras, se
promovié la angiogénesis in vivo. Sin embargo, los autores sugieren de manera interesante

que el efecto fue debido a un incremento en la supervivencia y/o proliferacién de las CEM
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trasplantadas, mas que a un incremento de su capacidad de diferenciacion en células
endoteliales vasculares. En un estudio posterior, los autores evaluaron el efecto de la
modificaron de CEM de tejido adiposo en un modelo in vivo de fractura 6sea (H. Zhang,
Kot, et al., 2017). Los resultados del estudio describen multiples efectos beneficiosos para
el uso de ADSCPFCF en la reparacion de fracturas, entre ellos, el aumento de la produccion
de factores troficos, como FGFb, VEGF y PDGF que estimulan la angiogénesis, la
diferenciacion de osteoblastos y la formacién de hueso en el lugar de la fractura; y la
induccién de una rapida renovacion del cartilago a través de la osificacion endocondral y
mejora de la resistencia ésea. Por estas observaciones, los autores proponen que las
ADSCP®FCF pueden servir como un posible tratamiento basado en células para la reparacion
de fracturas, ya que puede proporcionar un entorno rico en células madre, factores de
crecimiento y proteinas de la matriz ésea durante un corto periodo de tiempo, lo que puede
promover la regeneracion ésea y reduce el tiempo requerido para la curacién de la fractura
(Zhang_2017). En este sentido, este estudio aporta resultados iniciales sobre la
modificacion genética de CEM-GW utilizando una estrategia de ingenieria genética basada
en LV, y, por tanto, amplia el conocimiento hasta ahora reportado sobre el impacto en las
propiedades bioldgicas y funcionales de las CEM, al combinar la terapia celular y génica,
para sobreexpresar el factor de crecimiento FGFb. A su vez el estudio respalda lo sugerido
por algunos autores sobre el uso de las CEM como “fabricas” para producir y liberar
localmente y de manera niveles bajos de factores de crecimiento durante un periodo
controlado para la reparacion de lesiones (H. Zhang, Kot, et al., 2017), ya que la exposicién
prolongada a mitdgenos de proteinas, incluido FGFb, se asocia con un mayor riesgo de
cancer (Marek et al.,, 2014) e induce respuestas proinflamatorias in vitro (Ben Jemaa,
Sallami, Ramarli, Colombatti, & Oueslati, 2013).

Debido a sus propiedades inmunosupresoras, las CEM se estan probando clinicamente
para tratar la EICH y otros trastornos autoinmunitarios (Le Blanc et al., 2008; Zappia et al.,
2005). Sin embargo, pocos estudios hasta ahora han descrito el papel del factor FGFb en
el potencial inmunosupresor de las CEM. En nuestro estudio incluimos evaluar el efecto de
la sobreexpresion del factor en esta importante propiedad funcional de las CEM-GW,
evidenciamos que las CEM-GW modificadas genéticamente conservaron el mismo patrén
inmunosupresor de linfocitos T, que las células no modificadas. No obstante, los donantes
UCWJFEFP mostraron una mayor disminucién de los conteos CD3*. De esta manera los

resultados permitieron sugerir que la modificacién genética de las CEM-GW con LV, no
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afecta la funcion bioldgica de las CEM, en términos del potencial de inmunomodulacién.
De hecho, la expresion constitutiva adicional de FGFb potencia el efecto inmunosupresor
sobre la proliferacion de células T. Auletta et al., evalud la actividad inmunosupresora de
las CEM-MO que se expandieron con medio de crecimiento suplementado con 10ng/ml del
factor FGFb. Los autores observaron que la proliferacion inducida por el factor no genera
pérdida de la actividad inmunosupresora (Auletta, Zale, Welter, & Solchaga, 2011). En otro
estudio, Ramasamy et al., observd que cuando CEM de corddén umbilical (CEM-CU) se
cocultivaron con células T humanas estimuladas con PHA, las células que crecieron en
medio suplementado con FGFb o sin él, mostraron patrones similares de anti-proliferacién
dosis-dependientes. Los estudios han sugerido que mantener la actividad
inmunosupresora es fundamental para la aplicacion a enfermedades asociadas con la
alorreactividad aberrante de las células T (Ramasamy et al., 2012). Hasta ahora no hay
algun estudio reportado sobre el impacto de la sobreexpresién del factor FGFb en CEM
mediante ingenieria genética, por lo tanto, nuestro trabajo seria el primero en describir el
impacto de la sobreexpresion del factor de crecimiento FGFb inducida por la modificacién
genética con lentivirus en CEM-GW, en el potencial inmunosupresor sobre la proliferacion

de linfocitos T.

4.3 VEs derivadas de CEM-GW: aislamiento, caracteriza-
cidn y evaluacién de sus propiedades después de una
estrategia de modificacidn genética

Una linea de evidencia de gran relevancia esta relacionada con el efecto en regeneracion
e inmunomodulacion de las vesiculas extracelulares (VEs) derivadas de las CEM. A pesar
de que el conocimiento sobre las propiedades de las VEs secretadas por las CEM ha
aumentado, aun existen limitaciones para su aplicacion clinica (Mathieu, Martin-Jaular,
Lavieu, & Théry, 2019). Dada la importancia e interés de aplicacion clinica de las VEs, en
este estudio planteamos describir el impacto de manipular genéticamente las CEM-GW
mediante ingenieria genética, sobre la produccién y propiedades funcionales de sus VEs.
Iniciamos evaluando algunas condiciones de cultivo, metodologias de aislamiento y de
caracterizacion de las VEs derivadas de CEM-GW en su estado basal (wildtype). Se
comparoé la produccion de VEs (numero de particulas) después de cultivar las CEM-GW
con dos suplementos, SFB y hLP, e inducir su produccion en tres medios, suero depletado

de VEs ( SLEXx), sin suplemento (starvation) y en presencia de citoquinas inflamatorias
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(Pro-inflam). Observamos diferencias significativas en el conteo de VEs cuando las CEM-
GW se cultivaron en los diferentes suplementos de cultivo, y no con el medio de induccién
de produccién de las VEs. Los resultados sugirieron que la produccion de VEs responde
principalmente al estado metabdlico de las células, y no esta directamente relacionada con
el numero de células. Por tal razéon, en nuestro estudio seleccionamos el hLP como el
suplemento de crecimiento de las CEM-GW. Notablemente, como los autores han discutido
anteriormente en detalle, la identidad y potencia de las VEs como productos celulares,
depende de la fuente de CEM vy la condicién de cultivo de estas (Witwer et al., 2019). La
seleccion del medio basal de crecimiento y los aditivos, incluyendo los suplementos, como
el lisado de plaquetas; los frascos de cultivo celular, incluyendo cultivos en 2D o 3D; y las
condiciones ambientales, afectan las caracteristicas del producto. Como producto
medicinal, la fuente celular plantea el primer desafio importante para la produccién
reproducible VEs derivadas de CEM. Las CEM pueden ser aisladas de muchos tejidos
utilizando diferentes protocolos, y aunque ellas comparten muchas caracteristicas de
identidad, se ha observado que la heterogeneidad de las CEM de diversos tejidos difiere
en sus propiedades funcionales (Phinney, 2012; Phinney et al., 1999). Adicionalmente, las
propiedades biolégicas de las CEM también varian con diferentes donantes (Radtke,
Gorgens, Liu, Horn, & Giebel, 2016). Asi que las VEs, como un actor importante de las
funciones terapéuticas de las CEM, presumiblemente se verian afectados de manera
similar. Por lo tanto, un plan estratégico a largo plazo para mitigar el impacto de las fuentes
de tejido y los donantes en la reproducibilidad de la potencia terapéutica de las
preparaciones de CEM-VEs sera fundamental para la traduccion clinica de los productos
VEs basados en CEM.

Cuando se identifica la fuente celular apropiada de produccién de VEs terapéuticamente
activas, se debe abordar el problema de mantener consistencia en la fuente celular para
todos los lotes posteriores de preparaciones de VEs. Se ha planteado adoptar la practica
de establecer bancos maestros y de trabajo de células (master and working cell banks),
como, por ejemplo, bancos de la misma fuente de tejido y de diferentes donantes o
diferentes fuentes de tejido del mismo donante. Una combinacion de ambos podria
garantizar que poblaciones idénticas de células estén disponibles para la produccién de
multiples lotes de VEs, mitigando los desafios de multiples fuentes o donantes de tejidos.
Dichos bancos ayudarian a normalizar las diferencias especificas de donantes o tejidos en

las cualidades de las VEs. Sin embargo, tales bancos son finitos, y la replicacién de estos
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bancos puede no ser posible o se podria alterar la potencia de los productos de VEs. Una
alternativa mas practica a los bancos de las células primarias es el uso de lineas celulares
monoclonales inmortalizadas. Sin embargo, los efectos de la inmortalizacién deben
investigarse cuidadosamente para garantizar que las células son estables y continuan
produciendo VEs que son bioequivalentes a los de las células parentales no inmortalizadas
(Gimona et al., 2021). Existen estudios, que muestran que la funcion terapéutica de las
preparaciones de VEs no se ve comprometida cuando las CEM derivadas de las células
madre embrionarias humanas (T. S. Chen et al.) y el cordén umbilical (T. S. Chen et al.,

2013) se inmortalizan por la sobreexpresion de c-myc.

Ha descrito ampliamente que el control de las condiciones de crecimiento de las CEM con
propiedades fisicas, tales como variacion de oxigeno o el pre-acondicionamiento de los
medios con factores solubles también pueden influir en la biogénesis y la funcion biolégica
de las vesiculas extracelulares (Mas-Bargues & Borras, 2021). Asi que, en este trabajo,
evaluamos el efecto de un estimulo inflamatorio en la identidad y potencia de las VEs,
aislando diferentes fracciones a través de una metodologia clasica basada en el uso de
polietilenglicol (PEG) y una nueva estrategia comercial basada en columnas de afinidad
(FAB-TACS®). Los resultados del presente estudio demostraron que las VEs aisladas del
medio acondicionado de CEM-GW, son heterogéneas en su tamano, pero no en cantidad
e inmunomodulacion. También observamos ligeras diferencias biofisicas y funcionales
segun las metodologias de separacion. La fraccién enriquecida con MV mostré un tamafo
de particula mas grande que la fracciéon enriquecida con Exo, como se ha descrito
ampliamente. De manera interesante, nuestros resultados muestran que el estimulo pro-
inflamatorio no modifica la distribucion de tamano de las fracciones de VEs, y que podria
estar afectando el numero de Exos, mas que el numero de MVs. Sin embargo, notamos
que, al caracterizar las fracciones por conteo de particulas, la metodologia de aislamiento
puede sesgar la interpretacion de los resultados. Por esta razén, sugerimos tener en
cuenta las limitaciones de las metodologias de aislamiento. Con base en nuestros
resultados, concluimos que las metodologias de separacion de PEG y FAB-TACS®
revelan ventajas y desventajas con respecto a la recuperacion y pureza de la fraccion
enriquecida con Exos, sin embargo, los resultados indican que son métodos confiables
para enriquecer las VEs a partir de un medio acondicionado derivado de un cultivo celular
de CEM-GW.
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Es bien sabido que, en protocolos basados en precipitacion, la recuperacion puede ser
alta, pero con baja pureza. Basicamente, todas las particulas solubles, incluidas las VEs,
se precipitan en un sedimento (Monguié-Tortajada, Galvez-Monton, Bayes-Genis, Roura,
& Borras, 2019). Aunque el agente precipitante apenas se elimina de la preparacion final,
el pellet suele estar contaminado con agregados de proteinas rodeando las VEs
(Konoshenko, Lekchnov, Vlassov, & Laktionov, 2018; Lobb et al., 2015). Estos agregados
son visibles como nanoparticulas en el NTA, lo que sobrestima el conteo de estas
relacionado con las VEs. Mas alla de las condiciones de cultivo celular, las tecnologias de
enriquecimiento VEs presentan parametros adicionales que también podrian afectar las
caracteristicas del producto (Gimona et al., 2021). Actualmente se sabe que, en términos
de separacion, las VEs derivadas de CEM no se pueden purificar homogéneamente; estan
parcialmente separados o altamente enriquecidos en nanoparticulas dentro de un rango
de tamafio dado (Monguié-Tortajada et al., 2019; Witwer et al., 2019). Sin lugar a duda, se
ha demostrado que las preparaciones de VEs contienen mas de un tipo de VEs que difiere
en sus lipidos de membrana, carga de proteinas y ARN (Lai et al., 2016). Estas
caracteristicas no son exclusivas de una clase especifica de vesiculas. Por esta razén,
ahora se esta evaluando la posibilidad de que actuen como entidades bioldgicas distintas.
Se ha sugerido que podria ser mas preciso utilizar el término “preparacion” para que los
productos basados en VEs de CEM reflejen el estado del arte actual en la produccion de
VEs de CEM (Witwer et al., 2019).

La plataforma Exoview® permite una descripcién mas especifica, sensible y amplia de la
expresion de las tetraspaninas CD9, CD81 y CD63 en las VEs. Nuestros resultados
mostraron la expresion de los marcadores vesiculares clasicos, CD9, CD81 y CD63. De
manera interesante, encontramos que la tetraspanina CD63 presenta mayor nivel de
expresion en las VEs producidas. Esta propiedad ha sido destacada como una
caracteristica importante de las vesiculas de membrana en un documento de posicion de
la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (L6tvall et al., 2014). De esta
manera, los datos experimentales generados en el presente estudio permiten concluir que
el pre-condicionamiento de las CEM-GW con un estimulo inflamatorio, no afecta la
expresion de las tetraspaninas ubicuas en las VEs, mientras que se incrementa la
produccion de estas, siendo donante-dependiente. Esta plataforma ofrece una mayor
ventaja para la caracterizacion por tamano, concentracion y expresion de tetraspaninas de

las VEs en una muestra, porque al realizar analisis de vesicula Unica elimina el sesgo en



Discusioén 141

la interpretacion de resultados asociado con la metodologia de aislamiento o asociado con

otras tecnologias de caracterizacion, como NTA.

Hasta este punto, podemos concluir con certeza que el estudio y caracterizacion de VEs
derivadas de CEM, no resulta ser tan intuitivo y depende de muchos factores que deben
considerarse para que sea comparativo con otros estudios. De hecho, este no es un
escenario nuevo, y por ello concordamos con el consenso existente derivado de los
diferentes estudios basados en VEs de CEM y los desafios inherentes que aun quedan por
resolver sobre el desarrollo y translacion de productos terapéuticos basados en VEs
derivadas de CEM. Los ensayos clinicos de terapia celular basada en CEM han llevado a
una conclusién aparente e intuitivamente logica: las CEM que son eficaces en los ensayos
clinicos produciran VEs con potencial terapéutico. Sin embargo, la premisa que respalda
esta intuicion es débil. Esta bien documentado que la composicion de las preparaciones
de VEs depende en gran medida del sistema de cultivo celular y los procesos de
enriquecimiento de VEs (Théry et al., 2018). Asi que, es légico plantear que las VEs
secretadas de CEM trasplantadas in vivo probablemente tengan una composicion diferente
de las secretadas por las mismas células in vitro. Por lo tanto, las CEM que son
terapéuticamente activas en los estudios de trasplante podrian no generar necesariamente
una preparacion de VEs con potencial terapéutico in vitro. Y en sentido opuesto, las CEM
que no muestran beneficio en los estudios de trasplante podrian adn generar
preparaciones de VEs con funcionalidad in vitro. Para traducir con éxito los productos de
CEM-VEs en aplicaciones clinicas, es esencial que la bioactividad de los productos sea
consistente y cumpla con los criterios cuantitativos predefinidos de identidad y potencia
antes de que se liberen para uso clinico. Los diferentes parametros de manufactura
podrian incrementar la eficacia terapéutica de las VEs de CEM para algunas enfermedades
y disminuir para otras. Todo apunta a que un producto de CEM-VEs desarrollado para un
blanco terapéutico especifico puede requerir diferentes parametros de manufactura. Es
imperativo optimizar la manufactura de los productos basados en VEs de CEM con las
caracteristicas deseadas para tratar el blanco terapéutico de la enfermedad, antes de
desarrollar criterios de identidad y potencia para su liberacibn como productos

farmacéuticos para ensayos o terapias clinicas (Gimona et al., 2021).

Usando ingenieria genética, las investigaciones han dirigido las CEM hacia funciones

especificas para mejorar su eficacia terapéutica (J. S. Park et al., 2015). Boker et al.,
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demostr6 de manera interesante que incrementar los niveles de expresion de la
tetraspanina CD9 da como resultado un numero significativamente mayor de VEs
secretadas por diferentes lineas celulares humanas (Boker et al., 2018). Ademas, sus
hallazgos indicaron un papel importante de CD9 para la biogénesis de los Exos y mostraron
una funcién notable de esta tetraspanina en la transferencia de informacioén horizontal
mediada por Exos. En nuestro estudio fue de interés aplicar este enfoque, la modificacién
genética de las CEM-GW, y evaluar el impacto en la produccion y caracteristicas biofisicas
de las VEs, asi como su funcién biolégica en un entorno inflamatorio. Después del
establecimiento de un cultivo celular estable de CEM-GW modificadas genéticamente para
expresar GFP y FGFb, con el cual logramos demostrar reproducibilidad del protocolo de
produccién y transduccién con particulas LV de las CEM-GW, se inici6 la produccién de
las VEs. Observamos nuevamente un crecimiento mayor para las UCWJF en el medio
de cultivo con menos nutrientes (SFB), confirmando los hallazgos descritos anteriormente,
en cuanto al efecto del factor FGFb en la viabilidad y crecimiento de las CEM-GW en un
medio desprovisto de nutrientes. Posteriormente, el cultivo de las CEM-GW modificadas
geneéticamente en medio suplementado con hLP, también indujo una mejor condicién
metabdlica para la posterior produccion de las nanoparticulas. Sin embargo, no
observamos incremento en el conteo de particulas en las CEM-GW modificadas
genéticamente. Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la modificacion genética de las
CEM-GW para la sobreexpresion del factor FGFb al parecer no genera mayor impacto en
la cinética de produccién de las VEs, y tampoco modifica las caracteristicas biofisicas de

las VEs, en cuanto al tamafo de particula o la expresion de las tetraspaninas ubicuas.

En la ultima parte de este trabajo, nos plantemos evaluar la funcién biolégica de la fraccion
de Exos aislada de los tres grupos celulares, UCWJWVT, UCWJC®FP y UCWJFC™ mediante
ensayos de inmunomodulacion in vitro. Los resultados obtenidos con las fracciones
aisladas para los dos donantes no modificados y modificados por LV, no mostraron el
efecto de inhibicién esperado de las VEs sobre la proliferacion de los linfocitos T. Por tal
razén, abordamos de manera sistematica la estandarizacion del ensayo funcional, con el
fin de reducir la variabilidad técnica que induce sesgo en la interpretacién de los resultados.
Se evaluaron diferentes variables experimentales, tales como la relacion PBMC:Exo y pre-
condicionamiento de las CEM-GW con citoquinas pro-inflamatorias. En general fue muy

claro que la variable que genera mas impacto en el ensayo son los diferentes donantes de
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PBMCs, ya que todos muestran respuestas heterogéneas de activacion del receptor de

células T a partir de la exposicion perlas de activacion aCD3/CD28.

Adicionalmente, planteamos hacer un rastreo mas especifico de la proliferacion de los
linfocitos T por tincién con el marcador CFSE. Encontramos que la tincién debe llevarse a
cabo con concentraciones de maximo 0,625uM del marcador CFSE, para evitar afectar la
capacidad de proliferaciéon de las PBMCs; concentraciones bajas disminuye el numero de
generaciones que pueden rastrearse. Se logré observar el efecto de inhibicion de los Exos
sobre la tasa de activacion de la poblacion CD3", el cual incrementa cuando los exosomas
se obtienen después de inducir una condicién de pro-inflamacion en el cultivo de las CEM-
GW. Por el rastreo de la proliferacion sugerimos que el efecto de inhibicion puede ser a
través de mecanismo de induccidon de muerte celular o secuestro del ciclo celular, o ambos.
Para esto, deben disenarse aproximaciones experimentales adicionales que conduzcan a
desenlaces experimentales mas robustos y reproducibles. Finalmente, basados en estas
condiciones, se confirmd que el efecto inhibidor de los Exos sobre la proliferacion de
linfocitos T se potencia cuando las CEM-GW se pre-condicionan con citoquinas pro-
inflamatorias. Este resultado coincide con lo que han descrito otros autores, quienes han
demostrado que pre-activar las CEM humanas previo al aislamiento de las VEs aumenta
las funciones inmunomoduladoras de las nanoparticulas (Di Trapani et al., 2016). Por
ejemplo, Ti et al. descubrié6 que las CEM pre-activadas con LPS liberan mas Exos y
contienen niveles mas altos de let7b, lo que contribuia a mejorar los efectos de las CEM
en la cicatrizacion de heridas (Ti et al., 2015). En Song et al., encontraron que la inhibicién
de la liberacibn de exosomas por el inhibidor GW4869 disminuyd los efectos
inmunomoduladores mejorados de las CEM pre-tratadas con IL-13 (BMSC). Los exosomas
purificados de BMSC fueron suficientes para su actividad inmunomoduladora tanto in vitro
como in vivo. Curiosamente, los autores también demostraron que el tratamiento con IL-
1B aumentd significativamente la expresién y el empaquetamiento de miR-146a dentro de
los exosomas (Song et al., 2017). Recientemente, se demostré que las CEM-TA liberan
Exos con efectos inmunosupresores medibles solo después de la activacion previa con
citocinas proinflamatorias, induciendo la capacidad de polarizar los macréfagos al fenotipo
M2 (Domenis et al., 2018). En la misma linea, Zhang et al. mostré que el tratamiento
combinado de TGF-B e IFN-y promovié de manera efectiva la transformacién de células
mononucleares en Tregs, donde IDO desempefia un papel importante (Q. Zhang et al.,

2018). Todos estos estudios, asi como nuestros resultados sugieren que un estimulo
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inflamatorio puede ser fundamental para inducir la liberacién de VEs inmunoterapéuticas
de las CEM, proporcionando una aproximacion adicional para una mejor aplicacion
terapéutica de las CEM en los trastornos inflamatorios. Sin embargo, otros estudios
indicaron que pre-activar las CEM no mejor6 los efectos inmunomoduladores de las VEs
derivados de las células. Cosenza et al., encontraron que la pre-activacion de las CEM con
IFN-y antes del aislamiento de las vesiculas no influyé en la funcién inmunomoduladora de
Exos o MP aislados (Cosenza et al., 2018). Sin embargo, se debe considerar que en estos
estudios se utilizaron fuentes de CEM vy tratamiento heterogéneos. Estas observaciones

enfatizan la variabilidad de los resultados en el campo de las VEs.

Hasta este punto concluimos que podriamos sugerir ciertas condiciones experimentales
para realizar un ensayo funcional con VEs, sin embargo, se enfatiza que la variabilidad en
la respuesta de activacion de las PBMCs sigue siendo un factor critico en el ensayo, y es
una condicion biolégica muy compleja de controlar. Podriamos sugerir caracterizar la
respuesta de activacion de las PBMCs con las perlas de activacién, y seleccionar sélo
aquellos donantes que muestren activacion en cierto rango, pero nuestros datos no nos
permiten hacer una relacién entre la respuesta de activacion y el éxito del ensayo, es decir,
observar el efecto inhibidor de los Exos. De hecho, esta discusion nos llevé a pensar que
hay otros factores que podrian también sesgar los resultados del ensayo, tales como: el
donante de CEM-GW, el pase del donante para inducir las VEs, la concentracién de las
citoquinas pro-inflamatorias y el método de aislamiento de las VEs. Asi que no podriamos
con certeza sugerir cuales son las condiciones experimentales para un ensayo funcional
de exosomas derivados de CEM-GW basado en la proliferacion de linfocitos T. En este
trabajo no logramos observar el efecto de la modificacion genética para la sobreexpresion
del factor FGFb en la funcionalidad de las VEs derivadas de CEM-GW. Es necesario seguir
trabajando en la estandarizacion de un ensayo funcional reproducible basado en linfocitos
T o implementar otros ensayos funcionales para evaluar el efecto de la modificacion
genética. Sin embargo, y de acuerdo con lo dicho por otros autores, el pretratamiento de
las CEM-GW con citoquinas proinflamatorias es una estrategia molecular encaminada a
generar un mayor impacto en la funcion biolégica de las VEs derivadas de las CEM-GW y

esta avalado por los resultados obtenidos.

Sobre la interaccion de las VEs con las diferentes poblaciones celulares del sistema

inmune (PCI), estudios recientes han sugerido un potencial de inmunomodulacién. Por
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ejemplo, se ha descrito que las VEs cocultivadas con la poblacion completa de PBMCs
inhibieron la proliferacion de células B y la liberacién de inmunoglobulinas, pero no
observaron efectos en la proliferacion de células T (Conforti et al., 2014). Otros estudios
también han mostrado efectos variables de las VEs en las células T y B activadas (Del
Fattore et al., 2015), pero los resultados de estos no son faciimente comparables debido a
los diferentes enfoques metodoldgicos, relacionados con los protocolos de purificacion y
cuantificacion de las VEs, y la lectura experimental para evaluar sus efectos
inmunomoduladores en las PCl. Los ensayos inmunolégicos son esenciales para
identificar y medir la influencia de células o productos celulares; sin embargo, hay varias
variables criticas que pueden conducir a diferentes resultados, como el uso de PCI
purificadas en lugar de PBMC no fraccionadas, proporciones celulares en los sistemas de
cocultivo, tipo y duracién del estimulo, viabilidad celular y evaluacién de la tasa de
proliferacion (Galipeau & Krampera, 2015). Aunque el uso de PBMC no fraccionadas, que
contienen una combinacion de células linfomonociticas, representa una poderosa
herramienta para estudiar el efecto inmunomodulador general, la presencia de diferentes
subconjuntos de células en concentraciones variables, dependiendo de los donantes de
células, genera con frecuencia datos variables y poco reproducibles. Hay algunos estudios
interesantes. Blazquez et al., realizé experimentos in vitro para caracterizar el efecto
inmunomodulador de exosomas derivados de CEM de tejido adiposo (exo-hASC) en
células T estimuladas. La caracterizacion fenotipica de linfocitos T citotdxicos (CD8+) y
cooperadores (CD4+ o helper) junto con ensayos funcionales (proliferacion y producciéon
de IFN-y) demostraron que las exo-hASCs ejercian un efecto inhibitorio en la diferenciacién
y activacion de linfocitos T, asi como una disminucién de la actividad de linfocitos T
(Blazquez et al., 2014). Del Fattore et al., observé que la adiciéon de CEM-EVs a PBMC no
afectd la proliferacion de la poblacién CD3+, pero indujo la apoptosis de las subpoblaciones
CD3+ y CD4+ e increment6 la proliferacion y la apoptosis de las células T reguladoras.
Adicionalmente, se incrementd la proporcion Treg/Teff y la concentracion de la citoquina
inmunosupresora IL-10 en el medio de cultivo, indicando un efecto inmunosupresor neto
(Del Fattore et al., 2015). Finalmente, Di Trapani et al., observé que el grado de
inmunomodulacién mediada por CEM-VEs parecia ser proporcional a la capacidad de cada
poblacién de células inmunoldgicas, para capturar VEs. Los autores notaron, al usar PBMC
no fraccionadas, que las VEs liberadas por las CEM fueron incorporadas casi por completo
por los monocitos, lo que redujo el efecto sobre las poblaciones de linfocitos.

Adicionalmente, investigaron el impacto de pre-activar las CEM con citoquinas pro-
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inflamatorias en la inmunosupresion conducida por las VEs. Aunque las CEM mostraron
una tasa mas baja de produccién de VEs, la captura de estas fue mayor por las PCI.
Ademas, la preactivacion inflamatoria mejoré el efecto inmunosupresor de las VEs,

principalmente en presencia de células B (Di Trapani et al., 2016).

Los efectos divergentes de las CEM y las CEM-VEs sobre las células T estimuladas
permanecen sin esclarecer. Las CEM producen una variedad de moléculas
inmunomoduladoras segun el microambiente, y el efecto neto probablemente resulte de
una combinacion de diferentes sefales, incluidas las VEs. Dado que los VEs no son células
vivas completas, sino que representan productos celulares que transmiten sefiales
paracrinas especificas, se podria esperar que estos efectos dependan menos del entorno
y, por lo tanto, sean mas predecibles (Di Trapani et al., 2016). Hasta ahora no hay
publicaciones relacionadas con la caracterizacion biofisica y funcional de las VEs
derivadas de CEM modificadas genéticamente para la sobreexpresion del factor FGFb, por
lo tanto y aun con la limitacidon del ensayo funcional que se presentd en este trabajo,
nuestros resultados constituyen un punto de partida importante que conducira a sugerir si
la sobreexpresion del factor FGFb por modificacion genética con LV sobre las CEM-GW,
es una estrategia molecular importante en el mejoramiento de las propiedades terapéuticas
de las VEs derivadas de las CEM-GW, para su posterior aplicacion clinica. Por ahora,
nuestros resultados nos permiten afirmar que la aplicacién de una estrategia de
modificacion genética conducente a la sobreexpresién del factor FGFb en CEM-GW no
impacta la produccién de VEs, y sugiere una potencial mejora de las propiedades
funcionales de las VEs al brindar un mayor soporte en la sobrevida y proliferacion de las
CEM-GW en un ambiente desprovisto de nutrientes. Si adicionalmente las CEM-GW
expresando FGFb se pre-activan con citoquinas pro-inflamatorias, el impacto en la

funcionalidad terapéutica de las VEs podra ser mayor.



5.Conclusiones

El abordaje sistematico de estandarizacion de los protocolos para la modificacién genética
de las CEM-GW utilizando una herramienta no viral y una viral, para la sobreexpresion del
factor de crecimiento FGFb, nos permiti6 estudiar su efecto en las caracteristicas

biolégicas y funcionales de las CEM-GW y sus derivados, las VEs.

Inicialmente encontramos que la modificacion genética transitoria de las CEM-GW
mediante nucleofeccion, es una estrategia de ingenieria genética no viral eficiente para la
entrega de un gen de interés en las células. Utilizando esta herramienta demostramos que
la sobreexpresion del factor FGFb induce un significativo incremento en la proliferacion
celular, sin alterar su inmunofenotipo, que es compatible con el incremento en la viabilidad
y sobrevida celular. Posteriormente, encontramos que la modificacion genética estable de
las CEM-GW mediante transduccion con particulas LV no cambia el inmunofenotipo
caracteristico de las CEM, no afecta la viabilidad y las células logran mantener su potencial
de proliferacion celular, en un ambiente rico en nutrientes. Mientras que, en un medio
desprovisto de nutrientes, se incrementa ligeramente su potencial de proliferacion celular.
Funcionalmente, observamos un incremento en el potencial de diferenciaciéon hacia
osteoblastos ante la sobreexpresion del factor FGFb. Sugerimos que podria extender su
potencial de diferenciacion, el cual se pierde con la extensa expansion de las células in
vitro (Digirolamo et al., 1999). Adicionalmente, la modificacién genética de las CEM-GW
con lentivirus, no afecta su potencial de inmunomodulacion. De hecho, la expresion
constitutiva adicional del factor FGFb potencia el efecto inmunosupresor sobre la

proliferacion de células T.

El estudio de las VEs derivadas de las CEM-GW, como uno de sus productos, permitio
determinar que la produccion de VEs responde principalmente al estado metabdlico de las

células, y no esta directamente relacionado con el numero celular. Ademas, se concluy6
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que el estudio y caracterizacion de VEs derivadas de CEM, no es tan intuitivo y depende
de muchos factores que deben considerarse para que sea comparativo con otros estudios.
Con estas consideraciones, los resultados demostraron que, la modificacién genética de
las CEM-GW para la sobreexpresion del factor FGFb, no genera mayor impacto en la
cinética de produccion de las VEs, y tampoco modifica las caracteristicas biofisicas de las
mismas, en cuanto al tamano de particula o la expresion de las tetraspaninas ubicuas. No
se obtuvieron resultados conclusivos sobre el efecto de la modificacion genética en la
funcionalidad de las VEs derivadas de CEM-GW. Sin embargo, a pesar de la variabilidad
de los resultados logramos observar que las VEs inhiben la proliferacién de la poblacién
de linfocitos CD3+, efecto que se incrementa cuando los exosomas se obtienen después

de inducir una condicién de pro-inflamacion en el cultivo de las CEM-GW.

El presente estudio logra un aporte importante y significativo al conocimiento cientifico y
aplicacion clinica de metodologias de ingenieria genética, para potenciar las
caracteristicas funcionales de las CEM-GW. Mediante el uso de una estrategia de
ingenieria genética basada en LV para sobreexpresar el factor de crecimiento FGFb, se
pudo ampliar el conocimiento hasta ahora reportado sobre el impacto en las propiedades
biolégicas y funcionales de las CEM, al combinar la terapia celular y génica. Sugerimos
que el factor FGFb puede ser un factor critico en el mantenimiento de altos niveles de
viabilidad celular en un potencial escenario in vivo, potenciando sus funciones biolégicas
y, por tanto, su actividad terapéutica. Desde el punto de vista de manufactura de las CEM-
GW para aplicaciones clinicas, seria una caracteristica interesante, ya que no limitaria su
uso a pases tempranos. Es posible pensar, que con el factor se logre mantener la
capacidad de diferenciacion hasta pases tardios, asi como también la capacidad de

proliferacion e inmunomodulacion.

Los resultados obtenidos también constituyen un punto de partida importante que
conducira a sugerir si la sobreexpresion del factor FGFb por modificacion genética con LV
sobre las CEM-GW, es una estrategia molecular relevante para el mejoramiento de las
propiedades terapéuticas de las CEM-VEs. Si bien, la sobreexpresion del factor no influye
en el incremento de la produccién de VEs, proponemos que, como consecuencia del
impacto en la sobrevida y proliferacion de las CEM-GW, se podria inducir una mejor funcion
biolégica de las células, no sélo a nivel local, si no en sus mecanismos paracrinos a través

de su secretoma en el cual se incluyen las VEs, en un escenario in vivo. Un impedimento
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importante para la traslacion de las preparaciones de CEM-VEs en productos terapéuticos,
es la definicion de métricas de potencia. El desafio surge en parte de la complejidad
bioldgica de las preparaciones de CEM-VEs. Las CEM-VEs son intrinsecamente complejas
y pueden influir potencialmente en diversas actividades bioldgicas. Esta complejidad se
complica aun mas por las variables asociadas con la amplia variedad de fuentes de CEM,

sistemas de cultivo y procesos de enriquecimiento de VEs (Gimona et al., 2021).

Todos estos resultados nos permiten finalmente concluir que una estrategia de
modificacion genética viral o no viral para la sobreexpresion del factor FGFb en CEM-GW
es valida y podria mejorar las propiedades funcionales de las células y la de sus derivados,
las VEs, conduciendo a potenciar su aplicacion clinica como terapia celular basadas en
CEM-GW. Estas observaciones iniciales en modelos in vifro deben validarse
posteriormente utilizando modelos in vivo, donde el microambiente ciertamente podria

modular la actividad o el rendimiento de estos productos medicinales.
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