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RESUMEN

La Leishmania braziliensis es la principal especie en el Perl que causa
Leishmaniasis cutanea y mucocutanea. La gravedad de sus Ulceras se relaciona con
una reaccion inflamatoria exacerbada, por lo que terapias basadas en el secretoma
de células estromales mesenquimales (CEM) podrian ser consideradas. El
secretoma de las CEM presenta capacidad regenerativa e inmunomoduladora, la
cual, incluso, puede ser potenciada cuando se exponen a diversos estimulos o
pretratamientos. En este sentido, el objetivo del presente proyecto fue caracterizar
el secretoma de las CEM humanas pretratadas con antigeno soluble de L.
braziliensis y evaluar su potencial inmunomodulador. Se trabajé con CEMh de
gelatina de Wharton las cuales fueron estabilizadas y caracterizadas segin los
estandares internacionales. En el pase 4 las células fueron pretratadas con antigeno
soluble de L. braziliensis (ASL) y LPS como control positivo. Luego del
pretratamiento el secretoma obtenido a las 72h fue caracterizado en su expresion de
citoquinas, mediante un panel de quimioluminiscencia de 80 blancos, ensayos
colorimétricos para medir IDO, IL-6 e INOS/NO. Ademas, la capacidad
inmunomoduladora fue evaluada en ensayos funcionales con PBMC humanos
(n=3), midiendo por citometria de flujo el indice de proliferacion linfocitaria y la
presencia de poblaciones CD4+ y CD8+, asi como subpoblaciones de linfocitos
Tregy Thl. Los resultados mostraron un perfil antinflamatorio a nivel de expresion
de citoquinas para el pretratamiento con ASL y LPS. Ambos se caracterizaron por
una menor expresion de citoquinas proinflamatorias IL-8, TNFa. y GRO e
incremento de IGFBP-4. Asimismo el LPS produjo un aumento significativo de

iINOS y disminucién de IL-6, mientras que ASL produjo una disminucion



significativa de iNOS/NO e IDO . El ensayo funcional no evidencié un efecto
antiproliferativo e inmunomodulador significativo para el ASL pero si tendencias a
la disminucién de las poblaciones proinflamatorias Thl y CD8+INFy+ asi como en
el aumento de la relacién de Treg/Thl. En conclusion el secretoma de las CEMh de
gelatina de Wharton pretratadas con ASL presenta diferencias a nivel de expresion
de citoquinas con una tendencia a un perfil antinflamatorio, pero sin producir

efectos significativos a nivel funcional en cultivos de PBMC de 3 voluntarios.

Palabras clave: Leishmania braziliensis, secretoma, células estromales

mesenguimales, antigeno soluble, PBMCs



ABSTRACT

Leishmania braziliensis is the main species in Peru that causes cutaneous and
mucocutaneous Leishmaniasis. The severity of their ulcers is related to an
exacerbated inflammatory reaction, so therapies based on mesenchymal stem cell
(MSC) could be considered. The MSC secretome has regenerative and
immunomodulatory capacity, which can even be increased with the primed or
pretreatment. The aim of the present project was to characterize the secretome of
human MSC pretreated with soluble L. braziliensis antigen and to evaluate its
immunomodulatory potential. We worked with a hMSC population derived from
Wharton Jelly which was characterized according to international criteria. At
passage 4, cells were pretreated with soluble L. braziliensis antigen and LPS as
positive control. After priming the 72h secretome was characterized for its cytokine
expression by a chemiluminescence panel of 80 targets and colorimetric assays to
measure IDO, IL-6 and iNOS. Furthermore, the immunomodulatory capacity was
evaluated in a functional assay with human PBMC (n=3), measuring by flow
cytometry the proliferation index and the presence of CD4+ and CD8+ populations,
as well as subpopulations of Treg and Th1 lymphocytes. Results showed an anti-
inflammatory profile at cytokine expression level for pretreatments with ASL and
LPS. Both were characterized by a lower expression of proinflammatory cytokines
IL-8, TNFo and GRO and increased IGFBP-4. Likewise, LPS produced a
significant increase in INOS and a decrease in IL-6, while ASL produced a
significant decrease in iINOS/NO and IDO. The functional assay did not show a
significant antiproliferative and immunomodulatory effect for ASL, but it did show

trends towards a decrease in the proinflammatory Thl and CD8+INFy+



populations, as well as an increase in the Treg/Thl ratio. In conclusion, the
secretome of Wharton's jelly hMSC pretreated with ASL shows differences in
cytokine expression level with a tendency towards an anti-inflammatory profile, but
without producing significant effects at the functional level in PBMC cultures from

3 volunteers.

Keywords: Leishmania braziliensis, secretome, mesenchymal stromal cells,

soluble antigen, PBMCs



I.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria considerada un problema de
salud pablica, que en el Pert afecta principalmente a los trabajadores del campo
de la sierra y selva del pais. En 2020 se reportd 5056 casos de leishmaniasis,
principalmente provocados por Leishmania braziliensis (CDC-MINSA, 2021;
Kato et al., 2019). La infeccion por este parasito provoca una fuerte respuesta
inflamatoria, llegando a causar casos graves de infecciones mucocutaneas y
ulcerativas (Nylén & Eidsmo, 2012; Scott & Novais, 2016). Las ulceras
frecuentemente aparecen en zonas visibles como en el rostro y brazos, dejando
secuelas estéticas que pueden provocar alejamiento y posibles problemas
psicologicos (Kevric et al., 2015). Actualmente, no se cuenta con una vacuna
aprobada (Ikeogu et al., 2020) y los tratamientos disponibles que son
subministrados por el Ministerio de Salud son muchas veces dolorosos, de larga
duracion, poco efectivos y con grandes efectos adversos. Para tres de los
medicamentos mas utilizados estudios clinicos han mostrado que el
estibogluconato de sodio presentd 63% de eficacia (Franke et al., 1994), mientras
que la pentamidina 35% Yy el antimoniato de meglumina 78% (Andersen et al.,
2005). Ademas, el tratamiento esta destinado exclusivamente a la eliminacion
del parésito sin tomar en cuenta la parte inmunoldgica de la enfermedad y la

curacion estética de las heridas.

En ese sentido, es necesaria la busqueda de un tratamiento indoloro y eficiente
para la eliminacién del parasito y la curacion estética. Las Células Estromales
Mesenquimales  (CEM)  han  mostrado  capacidad  regenerativa,

inmunomoduladora (Ha et al., 2020)y antimicrobiana (Alcayaga-Miranda et al.,



2017), lo que podria favorecer en simultaneo lo antes mencionado.
Investigadores en Iran y Brasil han reportado resultados prometedores en
modelos de raton en el uso de las CEM derivadas de tejido adiposo de raton en
terapia combinada como tratamiento de leishmaniasis cutanea murina causada
por L. major y L. amazonensis. En ambos casos se ha observado una disminucién
significativa en la carga parasitaria y el menor tiempo de cierre de la herida
(Navard et al., 2020a; Ramos et al., 2020; Zanganeh et al., 2020). Mientras que
para la especie L. braziliensis, la mas predominante en el Per(, hasta el momento

no existen investigaciones entorno al uso de estas células.

Por otro lado, la plasticidad de las CEM al enfrentarse a un estimulo, se ve
reflejado en el cambid de los componentes de su secretoma, llegando a
considerarse terapias dirigidas segtn el estimulo (Teixeira & Salgado, 2020).
Hasta el momento solo existe un trabajo publicado sobre el secretoma de CEM
de raton estimuladas con antigeno soluble de L. major, el cual evalud el potencial
inmunomodulador en macrofagos de raton in vitro dejando de lado la
caracterizacion del secretoma (Khosrowpour et al., 2017). Tampoco se han
reportado estudios utilizando CEM humanas (CEMh) estimuladas con antigeno
soluble de L. braziliensis. Por lo que la presente tesis tuvo como objetivo
caracterizar el secretoma de las CEMh de gelatina de Wharton pretratadas con
antigeno soluble de L. braziliensis y evaluar su potencial inmunomodulador. En
miras al desarrollo de una terapia célular dirigida hacia la enfermedad causada

por L. braziliensis.



II.

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1. LEISHMANIASIS EN EL PERU

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa causada por un parasito del
género Leishmania spp. y transmitida por la picadura del mosquito hembra
del género Lutzomyia en América (OMS, 2022). En el Peru la leishmaniasis
es una enfermedad tropical desatendida considerada un problema de salud
publica y que afecta a mas de 5000 personas cada afio (CDC-MINSA, 2021),
principalmente trabajadores del campo de la zona andina y selva del pais.
Siendo uno de los 10 paises del mundo con mayor nimero de casos de
leishmaniasis cutanea (OPS, 2022). Ademas, el 60% de los casos corresponde
a los departamentos de Huanuco, Cusco, Madre de Dios, Cajamarca, Junin,

Amazonas y San Martin (Samir et al., 2018).

Hasta la fecha en el pais solo se ha reportado dos formas de la enfermedad: la
cutanea y la mucocutanea(CDC-MINSA, 2021). En ambas las ulceras
aparecen frecuentemente en zonas visibles como el rostro y brazos, por lo que
el diagndstico es esencial para limitar el progreso de la enfermedad y mejorar
la calidad de vida de los pacientes. Siendo esto mas apremiante para la forma
mucocutanea ya que puede provocar desfiguracion lo que conduciria al

alejamiento social y problemas psicoldgicos.

El actual método de diagndstico en el pais se basa en pruebas de raspado
cutaneo y cultivo para la observacion de las formas amastigote y promastigote

del parésito (MINSA, 2000). Sin embargo, estas pruebas no permiten la



identificacion de especie por lo que el tratamiento establecido por el MINSA
es el mismo, sin tomar en cuenta las grandes diferencias que existen a nivel
de respuesta inmunolodgica segun la especie de Leishmania (Scott & Novais,
2016) Las especies predominantes en el pais son L. braziliensis (50%),
L.peruviana (20%) y L.guyanensis (Kato et al., 2019; Tabbabi et al., 2020)
(Figura 1), cuyo espectro varia entre una respuesta moderada de linfocitos
Thl a una fuerte respuesta proinflamatoria citotoxica con una baja carga

parasitaria (L. F. Oliveira et al., 2011).

Hasta la fecha no existe una vacuna aprobada (Ikeogu et al., 2020) y desde
hace décadas el tratamiento establecido por el MINSA se basa en
antimoniales pentavalentes como tratamiento de primera linea: antimoniato
N-metil-glucamina y estibogluconato de sodio con una dosis de 20mg/Kg de
peso por 10 dias administrado por via endovenosa o intramuscular y
Anfotericina B como tratamiento de segunda linea (MINSA, 2000). Este
régimen de tratamiento es considerado doloroso, largo y poco efectivo
sobretodo en nifios y en infecciones por L. braziliensis (Franke et al., 1994;
Llanos-Cuentas et al., 2008) teniendo ademas una gran cantidad de efectos
secundarios desde fiebre y nauseas hasta dafio hepético y renal (Masmoudi et

al., 2005; L. F. Oliveira et al., 2011)

En este sentido investigadores alrededor del mundo han propuesto
alternativas a estos medicamentos, menos toxicas o que tomen en cuenta otros
factores de la enfermedad, como la respuesta inmunoldgica del paciente y la
regeneracion de las heridas. Entre estas propuestas esta el uso de la

nanomedicina, terapias basadas en citoquinas, células dentriticas, productos



naturales en base a plantas y nuevos blancos moleculares (Dinc, 2022;
Pradhan et al., 2022), asi como el uso de células madre mesenquimales y sus

derivados (Dameshghi et al., 2016; Khosrowpour et al., 2017).

Figura 1. Distribucion geogrifica de las especies de Leishmania spp. en el Peru

Recuperado de: (Kato et al., 2019)
2.1.2. INMUNOLOGIA DE LA Leishmania braziliensis

La leishmaniasis es una enfermedad espectral donde factores como la especie
del parasito y genética de la poblacién definen la respuesta inmune que tendra
el paciente ante el parasito. Esta respuesta considerando todas las especies de
leishmania puede variar desde ser antinflamatoria con una alta tasa parasitaria

en una leishmaniasis cutdnea difusa a una fuerte respuesta proinflamatoria



con una baja tasa parasitaria en una leishmaniasis mucocutanea (Scott &
Novais, 2016) Siendo ambos extremos del espectro perjudiciales para la

recuperacion ante la enfermedad (Figura 2).

Cutanea Cutanea
Mucocutanea grave autocurable

|

Respuesta Th1
Anticuerpos

Respuesta citotoxica
Carga parasitaria

E.severa E.severa
Enfermedad moderada

Figura 2. Respuesta espectral en la Leishmania braziliensis. Se muestra las
diferencias a nivel inmunolodgico entre una enferemedad moderada a una enfermedad

severa. Adaptado de: (Scott & Novais, 2016). Elaborado en Biorender.com

La especie L. braziliensis puede producir una leishmaniasis de tipo cutdneo
como mucocutaneo. La leishmaniasis cutdnea autocurable de L. braziliensis
se caracteriza por una respuesta controlada de linfocitos Th1/Th2, mientras
que cuando la gravedad aumenta se pierde el balance. La leishmaniasis
mucocutanea es el tipo mas grave de la enfermedad, sin curacion espontanea
y caracterizada por una fuerte respuesta inflamatoria con aumento de los
linfocitos Th1, Th17, CD8+ citotoxicos, y neutrofilos (C. 1. de Oliveira &

Brodskyn, 2012)



La respuesta inmunologica del paciente en el caso de Leishmania braziliensis
se desencadena a partir de los antigenos proteicos y lipidicos de la membrana
del parésito, como el lipofosfoglicano (LPG) (Ibraim et al., 2013). Estos
antigenos son reconocidos por los TLRs, principalmente los TLR2 y TLR4,
de los macrofagos infectados o las células dentriticas (Carvalho et al., 2022).
Dandose asi la activacion de la via dependiente de MyD88 y la produccion de
citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-12, INFy, TNFa y IL-17 (Polari et
al., 2019). Estas a su vez contribuyen al reclutamiento de linfocitos Thl y
células NK que lideran la produccion de INFy, la que en combinancién con
TNFa conducen a la activacion de los macrofagos con la produccion de
ROS/NO para la eliminacion el parasito. Sin embargo esta respuesta
disminuye la carga parasitaria sin erradicarla y conduce a una respuesta
inmunoldgica exacervada contribuyendo a la patologia de L. braziliensis

(Figura 3A) (Carvalho et al., 2022).

Otras celulas reclutadas son los linfocitos T citotoxicos que en conjunto con
las células NK participan en la eliminacion de los macréfagos infectados
mediante granzimas y perforinas. La liberacion de los DAMPs asimismo
conduce a la activacion del inflamasoma NLRP3, liderando asi la produccion
de IL-1b y una inflamacidn cronica. Finalmente los linfocitos Th17 reclutados
conducen al llamado de los neutrofilos causantes principales del dafio del

tejido (Figura 3B,C) (Carvalho et al., 2022)

En resumen la fuerte respuesta inmunoldgica en casos graves de
Leishmaniasis braziliensis es insuficiente para controlar la enfermedad a

pesar de generar el aumento de la actividad de los macrofagos, linfocitos y



células NK. Esta respuesta en vez de ser protectiva termina siendo perjudicial
conduciendo a la patologia del tejido y exacervando el desarrollo de las
Ulceras, dejando cicatrices permanentes. Es asi como tratamientos que
modulen a la baja la respuesta inflamatoria serian necesarios para mejorar el

control de la enfermedad.
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Figura 3. Vias de inflamacion en las ulceras de L. braziliensis A) Células
dentriticas (CD) y monocitos (MO) infectados liberan IL-12 que promueve la
diferenciacion de los linfocitos Th1. Los Thl y células NK liberan INFy y TNFa que
intervienen en la activacion de los macrofagos, sin embargo estan relacionados con
la inflamacion cronica y el desarrollo de la lesion B) Linfocitos CD8+ citotdxicos y
células NK mediante la liberacion de perforinas y granzimas producen la lisis de
macrofagos infectados con la liberacion de patrones moleculares relacionados al
dafio (DAMPs). Estos a su vez activan al inflamasoma NLRP3 y la liberacion de IL-
1b C) Linfocitos Th17 producen la liberacion de la IL-17 y el reclutamiento de
neutrofilos aumentando la inflamacion y el dafio al tejido. Adaptado de: (Carvalho

et al., 2022). Elaborado en Biorender.com.



2.1.3. CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES (CEM)

Las células estromales mesenquimales o células madre mesenquimales son
un tipo de células madre adultas multipotentes que pueden ser derivadas a
partir de diferentes tejidos como la médula 6sea, el tejido adiposo, la pulpa
dental, sangre fetal, la placenta, el cordon umbilical y la gelatina de Wharton

(Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018).

Actualmente, Clinical Trial (clinicaltrial.gov) menciona que la gelatina de
Wharton es una de las principales fuentes de CEM en los ensayos clinicos,
siendo una fuente de facil acceso y no invasiva al ser un producto de desecho
luego del parto. Ademas esta fuente se caracteriza por presentar bajos tiempos
de duplicacion y un gran potencial para el uso en medicina regenerativa (Kehl

etal., 2019; Marino et al., 2019).

Las lineas celulares de diferentes fuentes deben compartir ciertas
caracteristicas para ser consideradas CEM. La Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT) propuso tres criterios: 1) Capacidad de adherencia al
plastico, 2) Potencial de diferenciacion hacia osteoblasto, condroblasto y
adipocito y 3) Presencia de marcadores del linaje mesenquimal CD73, CD90,
CD105 vy ausencia de marcadores de linaje hematopoyético CD34, CD45 y

HLA-DR (Dominici et al., 2006).

Sumado a esto las CEM presentan cuatro propiedades principales que las
hacen atractivas para su uso en el campo de la biomedicina. Estas son su

potencial inmunomodulador, capacidad de diferenciacion, capacidad de



migracion u homing y la secrecion de moleculas bioactivas (Figura 4)

(Hosseini et al., 2018; Kim & Cho, 2013)
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Figura 4. Principales propiedades de las CEM. 1) Potencial de diferenciacion
hacia: ectodermo, mesodermo y endodermo 2) Secrecion de factores: miARN,
proteinas, exosomas y mitocondrias 3) Potencial inmunomodulador 4) Migraciéon y

homing al sitio de la lesion. (Sanchez-Castro et al., 2021)

Actualmente las CEM humanas (CEMHh) vienen siendo utilizadas en ensayos
clinicos de manera alogeénicas, por su baja inmunogenicidad. Su uso se ha
reportado en enfermedades infecciosas, como el COVID-19 (Sanchez-Guijo
et al., 2020), inflamatorias como la osteoartritis de rodilla y el pie diabetico
(Cao et al., 2017) y degenerativas como la cardiopatia isquemica (Marino et

al., 2019) Cabe resaltar que actualmente existen terapias celulares ya
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comercializadas en base al uso de células madre mesenquimales (Levy et al.,

2020)

En torno a los ensayos clinicos con CEMh de gelatina de Wharton, 32 ensayos
han sido registrados en el clinicaltrials.gov, de los cuales 7 han sido
completados. Entre las condiciones principales se encuentran el COVID-19,
lesion de la médula espinal, Ulceras cronicas, retinitis pigmentosa y

osteoartritis de rodilla.

2.14. SECRETOMA DE CELULAS ESTROMALES

MESENQUIMALES

El secretoma es el conjunto de proteinas solubles como citoquinas y factores
de crecimiento, y una fraccion vesicular compuesta de microvesiculas y
exosomas, que son liberadas por la células madre mesenquimales al medio
exterior. Se conoce que las terapias libres de células como el secretoma tienen
ciertas ventajas frente a las terapias celulares como 1) Menor tiempo y costo
de cultivo, 2) Menor nimero de células requeridas para el tratamiento 3)
Mayor produccion 4) Facilidad para aplicaciones clinicas 5) Menor
inmunogenicidad y 6) Facil almacenamiento (Teixeira & Salgado, 2020).
Esto sumado a que mantiene las propiedades inmunomoduladoras y
regerativas de las CEMN, la convierte en una propuesta atractiva para el uso

en biomedicina.

Terapias a base de estos derivados han sido muy estudiadas los ultimos afios,
por ejemplo el secretoma o medio condicionado de células madre

mesenquimales de sangre menstrual ha sido utilizado con éxito en ensayos
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clinicos de fase | y Il para el tratamiento de casos severos de la COVID-19,
demostrando que el tratamiento ayuda a revertir la hipoxia, la recontitucion

inmune y controlar la tormenta de citoquinas (Fathi-Kazerooni et al., 2022)

ClinicalTrial (clinicaltrial.gov), hasta junio del 2022, informa 14 ensayos
clinicos para secretoma de CEM, dos de ellos ya completados. En torno al
secretoma de CEM de gelatina de Wharton se reporta un ensayo clinico
terminado como tratamiento para Ulceras cronicas en la piel mientras que otro
se encuentra actualmente en reclutamiento el cual propone su uso en mujeres
con ovario poliquistico como terapia para la infertilidad. Asimismo se
encuentran en marcha un gran namero de ensayos preclinicos proponiento el
uso del secretoma para enfermedades como Parkinson, artritis, enfermedad

inflamatoria del intestino, entre otras (Praveen et al., 2019)

Finalmente, la caracterizacion de los secretomas de celulas madre tambien ha
presentado grandes avances. Se han reportado estudios protedmicos y
metabolomicos del secretoma (Eleuteri & Fierabracci, 2019; lvanova et al.,
2016), ademas de analisis comparativos de secretomas de diferentes fuentes.
Concluyendo por ejemplo que el secretoma de CEMh de gelatina de Wharton
presenta un mayor potencial de inducir angiogenesis en relacion a las fuentes
de tejido adiposo y médula 6sea (Kehl et al., 2019). Ademas que CEMh de la
placenta y gelatina de Wharton presentan una mayor diversidad en su
composicion que las derivadas de tejidos adultos, aumentando su potencial

terapeutico (Shin et al., 2021).

Asimismo, muchos mas estudios han caracterizado las microvesiculas del

secretoma, estudiando su tamafio, expresion de marcadores, composicion
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proteica y de microARNs (Deng et al., 2018; Vallabhaneni et al., 2014). En
general, estos estudios plantean la implicancia de la seleccion de la fuente del

secretoma de CEMh dependiendo de la enfermedad donde busca ser aplicada.
2.1.5. PRETRATAMIENTO O ESTIMULACION DE LAS CEMh

La plasticidad de las CEM ante cualquier estimulo sugiere la propuesta de
terapias dirigidas segun el estimulo utilizado. Los ultimos afios se viene
estudiando metodologias de estimulacion o pretratamiento para potenciar las
propiedades de las CEM e incrementar la eficiencia terapeutica (Noronha Nc

etal., 2019) .

El pretratamiento se define como la preparacion de las células para alguna
funcion especifica. Hasta la fecha se ha planteado el uso de estimulos como
citoquinas, factores de crecimiento, hipoxia, drogas farmacoldgicas,

antigenos y diferentes condiciones de cultivo (Noronha Nc et al., 2019).

El pretratamiento con citoquinas proinflamatorias y factores de crecimiento
se relaciona principalmente con el incremento de la funcion inmunosupresora
de las células y el incremento de la secrecion de factores antinflamatorios e
inmunomoduladores (Figura 5A) (Najar et al., 2018).La estimulaciéon con
INFy de CEM de gelatina de Wharton ha reportado que incrementa la
expresion de factores inmunosupresores como IDO y HLA-G5, quimioquinas
como CXCL9y CXCL10, asi como proteinas de adhesion VCAM-1y ICAM-
1. Ademas estas células en ensayos funcionales mostraron propiedades
antinflamatorias con la disminucion de la poblacion Th17 (Q. Wang et al.,

2016). Esta respuesta a nivel molecular se ha relacionado con la activacion de
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STATL1/STAT3 y la inhibicion de la via mTOR (Vigo et al., 2017). La
estimulacién con TNFa por su parte muestra resultados menos pronunciados
pero en combinacion con el INFy actuan de manera sinérgica aumentando las
propiedades antinflamatorias. Cabe resaltar que las principales desventajas
del uso de estas citoquinas como estimulo son los altos costos y el incremento

de la inmunogenicidad (Noronha Nc et al., 2019).
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Figura 5. Metodologias de preestimulacion para mejora la eficiencia
terapéutica de las CEM. A) Estimulacion con citoquinas y factores de crecimiento

B) Estimulacion con antigenos y agentes farmacoldgicos C) Estimulacion con
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hipoxia D) Estimulacion con cultivos en tercera dimension (3D) (Noronha Nc et al.,

2019)

Condiciones de hipoxia han reportando el incrementando de su capacidad
angiogénica y potencial regenerativo, como también la supervivencia en un tejido
dafiado (Figura 5C) (Lee & Joe, 2018). El uso de agentes farmacologicos como el
VPA (acido valproico) y ATRA (acido retindico) se ha relacionado con el
incremento de la proliferacion y actividad antinflamatoria (Figura 5B) (Lim et al.,
2017). Asimismo condiciones de cultivo en 3D que mimetizan mejor el
microambiente tisular han reportado aumento de la potencia, capacidad

inmunomoduladora y angiogénica (Figura 5D) (Noronha Nc et al., 2019).

En tornd al uso de antigenos como estimulos, los estudios son ain mas
recientes, para potenciar los mecanismos de defensa y proteccion célular. Se
ha reportado el uso de Poly (I:C) y Lipopolisacarido de Eschericha coli
(LPS), los cuales estan envueltos en infecciones virales y microbianas y son
agonistas de los TLR3 y TLR4. Se conoce que la estimulacion por Poly (1:C)
lleva a un fenotipo de inmunosupresién mientras que el estimulacion por LPS
se ha reportado que lleva principalmente a un fenotipo proinflamatorio con la
liberacion de proteinas IL-6 y TNFa, asi como de factores regenerativos
como HGF y VEGF (Figura 5B) (Waterman et al., 2010). Sin embargo se ha
reportado que el perfil del pretratamiento por LPS esta muy ligado con el
tiempo de estimulacion, por ejemplo tiempos de estimulo menores a 12 horas
dan un perfil mas proinflamatorio con aumento de IL-6 y disminucion de
INOS, mientras que tiempos mayores a 24h dan un perfil mas antinflamatorio
con disminucion de IL-6 y aumento de iINOS. En esta respuesta dual estaria

implicada la activacion de las vias independientes e dependientes de MyD88,
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las cuales se activarian diferencialmente en el tiempo (Kurte et al.,
2020).Asimismo se ha reportado que CEM murinas estimuladas con LPS y
TNFa inducen a una polarizacion a macrofagos M2 y capacidad osteogénica

(Lin et al., 2017).

Por otro lado el uso del antigeno soluble de leishmania de la especie
Leishmania mayor como estimulo solo se ha reportado en CEM de raton. En
este estudié se muestra la polarizacion de los macrofagos a un fenotipo
antinflamatorio con la liberacion de IL-10 y TNFa., asi como bajos niveles de

IL-6 (Khosrowpour et al., 2017).
2.1.6. CEM COMO TRATAMIENTO PARA LA LEISHMANIASIS

En los ultimos afos investigadores alrededor del mundo han propuesto el uso
de células estromales mesenquimales como tratamiento para la leishmaniasis.
El primer reporte en el 2016 es un ensayo in vitro con CEM de raton derivadas
de tejido adiposo, donde mencionan que macréfagos educados en cocultivos
con CEM muestran una polarizacion mayor a un fenotipo M1-proinflamatorio
en presencia de L. major. Proponiendo asi a las CEMh como terapia para
controlar la infeccion por L. major sobre todo en modelos suceptibles
(Dameshghi et al., 2016). El afio siguiente el mismo grupo irani propuso el
pretratamiento con antigeno soluble de L. major de las CEM de raton,
reportando que los macrofagos cocultivados con CEM pretratadas o su
secretoma muestran un perfil M2- antinflamatorio, aumentando el potencial
fagocitico y controlando la respuesta inflamatoria, por lo que también resultd
ser atractivo para el tratamiento de la enfermedad (Khosrowpour et al., 2017).

En 2019 este grupo reporto el primer ensayo in vivo en un modelo de raton
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de L. major con resultados prometedores. CEM de raton derivadas de tejido
adiposo fueron inyectadas en cuatro tiempos por via intravenosa. Pasados 90
dias de la infeccion se reportd que el tratamiento con CEM reducia el tamafio
de la lesion, la carga parasitaria y la diseminacion, sumado a esto se encontrd
que la respuesta de las CEM estaba muy ligada a los linfocitos Thi, pero que

los niveles de IL-10 aun permanecian altos (Zanganeh et al., 2020).

En 2020 otro grupo de invetigadores irani realizé un ensayo in vivo en un
modelo de infeccion con L. major, utilizando CEM de raton derivadas de
médula dsea. En este estudio los ratones fueron inyectados con CEM en
combinacion o no con glucantime. Las heridas fueron evaluadas el dia 10, 20
y 30 dias, encontrando que en el dia 30 las lesiones presentaban una regresion
significativa en los ratones tratados con CEM y que la fagocitosis se veia
aumentada, mientras que el tratamiento en combinacion disminuia la carga
parasitaria. Confirmando asi el promisorio uso de las CEM de diferentes
fuentes como tratamiento de la leishmaniasis cutanea del viejo mundo por L.
major (Navard et al., 2020a). Cabe resaltar que en 2021 otro estudio in vivo
con CMM de tejido adiposo reportd tambien lo antes mencionado en torno al
tratamiento con CEM pero no mostrd asociacion del tratamiento en
combinacion con glucantime y el incremento de la actividad antileishmania

(Bahrami et al., 2021)

Por otro lado investigadores en Brazil en 2017 propusieron el uso de CEM de
raton derivadas de médula 6sea en un modelo de ratdon de L. amazonensis.
Ellos observaron que el nimero de parasitos aumentaba con el tratamiento

con CEM vy la excesiva produccién de IL-10. Por lo que concluyeron que el
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tratamiento con CEM no ayudaba a controlar la enfermedad y contrariamente
podria resultar en efectos deleterios (Pereira et al., 2017) . Sin embargo, afios
mas tarde el mismo grupo reportd un nuevo ensayo in vivo con CEM de ratén
derivadas de médula 6sea y tejido adiposo en combinacion con glucantime.
En este oportunidad observaron que el tratamiento combinado de glucantime
con CEM de tejido adiposo reducia el tamafio de la lesion y la carga
parasitaria por lo que el tratamiento combinado seria una alternativa viable

para las ulceras de L.amazonensis (Ramos et al., 2020)
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I11.

Iv.

OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial inmunomodulador in vitro del secretoma de las células
estromales mesenquimales humanas pretratadas con antigeno soluble de

Leishmania braziliensis.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Aislar y caracterizar células estromales mesenquimales de gelatina de

Wharton.

. Caracterizar la expresion de citoquinas antinflamatorias: 1L-10, IDO y

proinflamatorias: IL-6, IL-8, TNFa del secretoma de CEMh pretratadas con

antigeno soluble de Leishmania braziliensis.

. Evaluar in vitro la capacidad antiproliferativa del secretoma de CEMh

pretratadas con antigeno soluble de Leishmania braziliensis en poblaciones

linfocitarias de cultivos PBMCs.

. Evaluar in vitro el potencial inmunmodulador del secretoma de CEMh

pretratadas con antigeno soluble de Leishmania braziliensis en poblaciones

linfocitarias de cultivos PBMCs.

HIPOTESIS

El pretratamiento con antigeno soluble de Leishmania braziliensis de las células

estromales mesenquimales humanas de gelatina de Wharton aumenta las

propiedades inmunomoduladoras y antiproliferativas del secretoma a nivel de

expresion de citoquinas y en ensayos funcionales con PBMCs.
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V. METODOLOGIA
5.1. DISENO METODOLOGICO

Se trata de un estudio de tipo experimental in vitro, realizado exclusivamente en
laboratorio en condiciones de bioseguridad 2 en el Instituto de Enfermedades
Tropicales de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza y en
coordinacion con el Hospital Regional Virgen de Fatima de Chachapoyas para

la obtencion de las muestras de cordon.
5.2. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

5.2.1. RECEPCION Y TRASLADO DE LA MUESTRA DE

CORDON UMBILICAL

La muestra de cordon umbilical fue obtenida previo consentimiento
informado en el Hospital Regional Virgen de Fatima de Chachapoyas en
condiciones de asepsia. Se tratd de un parto por cesarea, de una madre sin
enfermedades preexistentes (VIH, COVID-19 y sifilis), de edad entre 19-35
afios, con edad gestacional mayor a 38 semanas y sin complicaciones en el

embarazo y durante el parto.

El traslado del corddn umbilical al laboratorio de bioseguridad 2 (BSL2) del
Instituto de Enfermedades Tropicales de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza de Amazonas (IET-UNTRM) se realizé en un plazo
no mayor a 1 h y por empaque triple a temperatura ambiente (TA), siendo el
primero un recipiente de plastico con suero fisiolégico mas antibiéticos: 100
U/ml penicilina (Sigma, ref. P3032-25MG), 100 ug/ml estreptomicina

(Sigma, ref. S9137-25G) y 5ug/ml gentamicina (Gibco, ref.15750045), el
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segundo una bolsa de bioseguridad y el tercero una caja térmica que incluyé

el codigo de bioseguridad.

5.2.2. AISLAMIENTO DE CELULAS ESTROMALES
MESENQUIMALES HUMANAS (CEMh) DE GELATINA DE

WHARTON

El cordén umbilical transportado al IET-UNTRM fue lavado 3 veces con
DPBS (Gibco, ref. 21600-010) + antibiéticos P/S: 100 U/ml penicilina
(Sigma, ref. P3032-25MG) y 100 pg/ml de estreptomicina (Sigma, ref.
S9137-25G), para eliminar la mayor cantidad de sangre. Con ayuda de una
pinza y tijera se cortd los 20 cm de cordon en trozos de 4cm y se realizo 3
lavados con DPBS + antibioticos P/S. Con ayuda de pinzas y bisturi se
elimind la vena y las arterias de cada trozo. Posteriormente, se colocé todos
los trozos en un tubo de 50ml y se volvié a realizar tres lavados con PBS+

antibiéticos P/S.

Para el procesamiento enzimatico los trozos se colocaron en un nuevo tubo
de 50 ml con 15 ml de 1 mg/ml Colagenasa A (Roche Diagnostics GmbH,
ref. 10103586001) en medio DMEM. Se incub6 por 3 h a 37 °C en posicién
horizontal, con agitacion suave cada 30 min. En un nuevo tubo se recogio el
sobrenadante y se centrifugd a 300 xg por 5 min. Se elimind el sobrenadante
y se resuspendio el pellet en 1ml de medio DMEM low glucose, Glutamax
(Gibco, ref. 10567-014) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB)
(Sigma, ref. 18C373) y antibidticos P/S. Finalmente, se cultivo en un frasco
de 75 cm? (Corning, ref. 430641) con 7,5 ml del mismo medio. El frasco se

matuvo en incubacion a 37 °C con 5% de CO: (Figura 6).
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Figura 6. Aislamiento y cultivo de CEMh de gelatina de Wharton. Elaborado en

Biorender.com

5.2.3. CULTIVO DE CEMh DE GELATINA DE WHARTON

El cultivo primario de CEMh de gelatina de Wharton se expandio hasta el
pase 5 en medio DMEM +10% SFB + P/S con cambios de medio cada 2 dias
y subcultivo cada 7 dias (Figura 1). Para realizar el subcultivo cada frasco se
lavé con DPBS (Gibco, ref. 21600-010) y posteriormente se tratd con 3ml de
tripsina-EDTA 0.25% (Gibco, ref. 15400-054) a 37 °C por 3-4 min. La
reaccion se neutralizo con el mismo volumen de medio DMEM + 10% SFB
+ P/S y se centrifug6 a 300 xg durante 5 min. Se elimind el sobrenadante y
las células se resuspendieron en 1ml de medio. En cada pase o subcultivo la
células se sembraron a una concentracién de 4000 células/cm? y se matuvo

en incubacion a 37 °C con 5% de CO..
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La concentracion celular y el porcentaje de células viables se determiné
mediante un hemocitémetro con Azul de Tripan (0,4%) (Sigma, ref. T6146-
56) previo al sembrado. El seguimiento de la cinética de proliferacion se
expres6 mediante el calculo del tiempo de duplicacion (Td) y el doblaje

acumulativo poblacional (DAP) mediante las siguientes formulas:

_ txLog(2)
" Log([1final)-Log( [ linicial) '

t=tiempo (h), [ ]= concentracion celular

(células/ul)

1final)—Log([ linicial)

pAp =29
Log(2)

, [ ]= concentracién celular (células/ul)

Un banco de células fue creado al finalizar el pase 2 con el fin de realizar
experimentos independientes. Se congel6 en crioviales, 1 millon de células
por 500ul de medio de cultivo con 10% de DMSO. EI congelamiento fue
paulativo a 1 °C/min en un recipiente de congelacion Mr. Frosty (Thermo
Fisher, ref. 5100-0036) llenos con isopropanol donde se dejo por toda una

noche a -80 °C, para luego ser colocados en sus respectivas criocajas.

5.2.4. CARACTERIZACION INMUNOFENOTIPICA MEDIANTE

CITOMETRIA DE FLUJO

Los marcadores de membrana positivos: CD73, CD90, CD105, CD29,
CD166, CD44 y negativos: CD34, CD45, CD31, HLA-DR para CEMh se

evaluaron en tres pases consecutivos (pase 3 al 5) (Figura 7).

En cada pase 1 millon de las células recuperadas se resuspendieron en 1ml de
solucion de bloqueo: 0,3 M de L-glicina (Merck, ref. A3741) y 5% de SFB

en DPBS. Se utilizd 50 000 células por cada marcador por lo que se alicuoto
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50 ul en 14 tubos de 1.5 ml. En cada tubo se agreg6d 1ul del anticuerpo
respectivo (1:50): anti-human CD90-FITC (BD, ref. 555595), anti-human
CD73-PE (BD, ref. 550257), anti-human CD105-PE (BD, ref. 560839), anti-
human CD29-PE (BD, ref. 555443), anti-human CD166-PE (BD, ref.
559263), anti-human CD44-FITC (BD, ref. 347943), anti-human CD34-PE
(BD, ref. 555822), anti-human CD45-FITC (BD, ref. 345808), anti-human
HLA-DR-FITC (BD, ref. 555558), anti-human CD31-FITC (BD, ref.
555445); o 1ul del control de isotipo (1:50): control de isotipo FITC IgG1, k
(BD, ref. 555748), control de isotipo FITC 1gG2, k (BD, 555573), control de
isotipo PE 1gG1, k (BD, 555749). El tubo sobrante se consideré como control
negativo o blanco. Se incubaron los tubos en oscuridad por 30 min a TA'y se
agreg6 1ml de DPBS (Gibco, ref. 21600-010). Se centrifugd a 300g durante
5min y se elimino el sobrenadante. Las células marcadas se resuspendieron
en 200ul de DPBS y se colocaron en una placa de 96 pocillos para su lectura

en el citdbmetro CytoFLEX (Beckman Coulter).

El control negativo o blanco fue utilizado para identificar la poblacion y
establecer los parametros de voltaje, mientras que los controles de isotipo se
utilizaron para definir el umbral de positividad en el histograma, dejando un
0,2% de células positivas. Para el andlisis y presentacion final de los datos se

utilizo el programa FlowJo v10.7.2 (BD).
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5.2.5. DIFERENCIACION IN VITRO DE CEMh DE GELATINA DE

WHARTON

Al final del pase 3, las CEMh de gelatina de Wharton fueron cultivadas en
medios de diferenciacion especificos hacia condroblasto, adipocito y

osteoblasto.

POSITIVOS
CD73, CD90, CD105, CD166, CD44,
CD29

‘ NEGATIVOS
Cinética de crecimiento GEBL.COAS, CO24, HRADR
Tiempo de duplicacién, DAP ST .
P morf%logl'a y Caracterizacion inmunofenotipica

Citometria de flujo

Evaluacion de la capacidad de
diferenciacion

Diferenciacioén a Diferenciacion a Diferenciacion a
adipocitos condroblastos osteoblastos
10 dias 21 dias 17 dias
v
= L]
Adipocito Condroblasto Osteoblasto

Oil red (1%) AIicién Blue (1%) Alizarin red (2%)

Figura 7. Esquema de caracterizacion de un cultivo de CEMh de gelatina de
Wharton, en base a los estandares internacionales dados por la ISCT. 1)
Evaluacion de la cinética de crecimiento y morfologia a través de los pases 2)

Caracterizacion inmunofenotipica por citometria de flujo en tres pases consecutivos:
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pase 3 al pase 5 3) Evaluacion de la capacidad de diferenciacion hacia adipocito,
condroblasto y osteoblasto en el pase 3. ISCT: Sociedad Internacional de Terapia

Celular. Elaborado en Biorender.com

Diferenciacion hacia condroblasto

En una placa de 6 pocillos se sembré una gota de 50 pl con 10 000 células/pul.
La gota fue incubada por 2 h a 37 °C y 5% de CO2. Pasado este tiempo se
observo la formacion de una micromasa y se agregé 1 ml de medio de
diferenciacion hacia condroblasto: StemPro  Osteocyte/Chondrocyte
Differentiation Basal Medium, StemPro Chondrogenesis Supplement (Gibco,
ref. A1007101) y 5 ug/ml gentamicina (Gibco, ref.15750045). Se continud el
cultivo en las condiciones ya mencionadas durante 21 dias, realizando cambio
de medio cada 72 h. La diferenciacion fue realizada por triplicado

considerando pocillos control y de diferenciacion.

Para la tincion de las células diferenciadas a condroblasto, se elimino
cuidadosamente el medio de diferenciacion y se lavd 3 veces con 1 ml de
DPBS. Se incub6 por 30 min a temperatura ambiente (TA). con 1 ml de
paraformaldehido (Sigma, ref. 818715) al 4% en agua y se volvié a lavar 3
veces con 1 ml de DPBS. Inmediatamente se incub6 por 1 h a TA con 1 ml
de Alcian Blue (Sigma, ref. 109-09) al 1% en 0.1 N HCI. Se lavo 3 veces con
1ml de 0.1 N HCl y una vez con agua destilada. Finalmente, la micromasa fue

observada en un microscopio invertido y fotografiada (Figura 7).
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Diferenciacion hacia adipocitos

En una placa de 6 pocillos se sembr6 las células a una concentracion de 5 000
células/cm? y se cultivd en medio DMEM + 10% SFB + P/S durante tres dias
a 37 °C y 5% de CO2. Pasado este tiempo el medio fue remplazado por 1ml
de medio de diferenciacion hacia adipocitos: StemPro Adipocyte
Differentiation Basal Medium, StemPro Adipocgenesis Supplement (Gibco,
ref. A1007001) y 5 ug/ml gentamicina (Gibco, ref.15750045). Se continud el
cultivo en las condiciones ya mencionadas durante 10 dias, hasta observar
vacuolas lipidicas, realizando cambio de medio cada 72 h. La diferenciacion

fue realizada por triplicado considerando pocillos control y de diferenciacion.

Para la tincion de las células diferenciadas a adipocitos, se elimino
cuidadosamente el medio de diferenciacion y se lavo 3 veces con 1 ml de
DPBS. Se incub6 por 30 min a TA con 1 ml de paraformaldehido (Sigma, ref.
818715) al 4% en agua y se volvid a lavar 3 veces con 1ml de DPBS. Se
incub6 por 5min con 1ml de isopropanol (Sigma, ref. 19516) al 60% vy
posteriormente 15 min con 1 ml de Oil red (Sigma, ref. 00625) 1% en
isopropanol. Se lavd 3 veces con 1 ml de DPBS. Finalmente, las células

fueron observadas en un microscopio invertido y fotografiadas (Figura 7).
Diferenciacion hacia osteoblastos

En una placa de 6 pocillos se sembrd las células a una concentracion de 5 000
células/cm? y se cultivd en medio DMEM + 10% SFB durante tres dias a 37
°C y 5% de CO2. Pasado este tiempo el medio fue remplazado por 1 ml de

medio de diferenciacion hacia osteoblastos: StemPro Osteocyte/Chondrocyte
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Differentiation Basal Medium, StemPro Osteogenesis Supplement (Gibco,
ref. A1007201) y 5 ug/ml gentamicina (Gibco, ref.15750045). Se continud el
cultivo en las condiciones ya mencionadas durante 17 dias, hasta observar
depositos de calcio, realizando cambio de medio cada 72 h. La diferenciacion

fue realizada por triplicado considerando pocillos control y de diferenciacion.

Para la tincion de las celulas diferenciadas a osteoblastos, se elimino
cuidadosamente el medio de diferenciacion y se lavé 3 veces con 1 ml de
DPBS. Se incub6 por 30 min a TA con 1 ml de paraformaldehido (Sigma, ref.
818715) al 4% en agua y se volvio a lavar 3 veces con 1 ml de DPBS. Se
incub6 por toda una noche con 1 ml de Alizarin Red S (Sigma, ref. TMS-008)
al 2% en PBS pH 4.1- 4.3. Se lavd 3 veces con 1 ml de DPBS. Finalmente,
las celulas fueron observadas en un microscopio invertido y fotografiadas
(Figura 7).

5.2.6. OBTENCION DEL ANTIGENO SOLUBLE DE Leishmania

braziliensis

La linea ATCC de promastigotes de Leishmania braziliensis (Cepa
MHOM/BR/75/M2903) donada por el laboratorio NAMRU-6 ‘“Naval
Medical Research Unit” fue estabilizada en medio Schneider’s Drosophila
suplementado con SFB al 20%. El cultivo se mantuvo a 26 °C realizando

subcultivos cada 4 dias.

Para la obtencion del antigeno soluble de Leishmania (ASL), los cultivos se
centrifugaron a 1000 xg por 10 min a 4 °C y se lavaron con 1 ml de PBS
estéril frio. Se volvié a centrifugar a 1000 xg por 10 min a 4 °C y se

resuspendio en 100 pl de buffer de lisis: 50 mM Tris-HCI (Sigma,
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ref. PHG0002) + 5 mM EDTA(Sigma, ref. 324506) en pH 7.1. Se realiz6 4
ciclos de congelamiento (-80 °C por 20min) / descongelamiento (37 °C).
Posteriormente se realizo 4 ciclos de sonicacion con pulsos de 1 min en el
Bafio Ultrasonicador (Biobase) y se centrifugd a 5000 xg durante 20 min a
4°C. El sobrenadante se recogié y se almaceno6 a -80 ° C hasta su uso. La
cantidad de proteinas se determiné con el Qubit™ Protein Assay Kit (Thermo
Fisher, ref.Q33211) en un Qubit 4 Fluorometer (Thermo Fisher) utilizando 2

ul de la muestra (Figura 8).

Leishmania braziliensis Medio Schneider’s Drosophila
(Cepa MHOM/BR/75/M2903) +20% SFB a 26°C

22:3.8.333
pp
z3s88 0

o
83 °

®
-80°C 37°C
oo Sonicacién
Shock térmico Pulsos de 1min (x4)
c. e °
ﬂ 7 e ®
°® ~~
S e
i
L]
Cuantificacion Antigeno Soluble de
protéica (Qubit) Leishmania (ASL)

Figura 8. Obtencion del antigeno soluble de Leishmania braziliensis. Elaborado

en Biorender.com
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5.2.7.  PRETRATAMIENTO DE LOS CULTIVOS DE CEMh DE

GELATINA DE WHARTON

Células del pase 4 fueron sembradas en 3 frascos de 25 c¢cm? a 4000
células/cm?. Las CEMh se cultivaron por 72 h con 5 ml de medio DMEM +
10% SFB + P/S para estabilizar el cultivo. Posteriormente se eliminé el medio
y se estimul6 por 72 h con 5 ml de las siguientes condiciones preparadas en
medio de cultivo:

Frasco 1: 10 ug/ml de LPS (Sigma, ref. L2880) (Control positivo)
Frasco 2: 10 ug/ml de antigeno soluble de leishmania (ASL)

Frasco 3: Sin pretratamiento (Control negativo)

72h 72h
— —
o
“— *
CC. e ® o °
& o °o o
\_/ / “' L4 .f
% = 10uQ/rﬁI de LPS CEMh primadas Secretoma-LPS
con LPS
@
L]
CEMh . oV, -
S ‘w e ® o
® @ o © — _"; 0.
S ./ . ._,- °
L ]
10ug/ml de ASL CEhﬁl;gingEdas Secretoma-ASL
o L ]
\_/_ oy AW i
- - RO
$ °
P e O
o o
CEMh CEMh

Secretoma-Control
Figura 9. Pretratamiento de un cultivo de CEMh de gelatina de Wharton con
ASL y LPS como control positivo. ASL: Antigeno soluble de Leishmania, CEM:

Células Estromales Mesenquimales. Elaborado en Biorender.com

Luego de las 72 h, las células fueron lavadas tres veces con 5 ml de DPBS

para eliminar restos del estimulo e inmediatamente se les agreg6 5 ml de
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medio DMEM + P/S y se mantuvo en incubacion a 37 °C con 5% de COa.
Los secretomas se recolectaron a las 72 h en tubos de 15 ml y se pasaron por
filtros de 0.22 um (Millipore, Budapest, Hungria) para remover restos
celulares. Los pretratamientos fueron realizados en tres experimentos

independientes (Figura 9).

Por cada secretoma se separ0 5 alicuotas de 1ml en tubos de 5 ml. Dos
alicuotas fueron almacenadas a -80 °C para la caracterizacion protéica,
mientras que tres fueron liofilizadas para su transporte y uso en los ensayos
funcionales. La lioflizacion fue realizada por 24h en el sistema al vacio
FreeZone 4.5 Liter (Labconco), a una temperatura de -84°C y una presion
entre 0.007 mBar hasta 0.018 mBar. Ademas como control de calidad del
laboratorio se realizé la cuantificacion de IL-6 mediante el kit de ELISA
“DuoSet ELISA human IL-6” (RyD, ref. DY206-05) antes y después de la
liofilizacion. Finalmente para su uso fueron reconstituidos en 1ml de agua

Milli-Q pH 7.2.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES EN LOS

SECRETOMAS DE LAS CEMh DE GELATINA DE WHARTON

La cuantificacion de proteinas totales de los secretomas de las CEMh se
realizd con el Qubit™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher, ref.Q33211)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Se mezcl6 20 ul de cada secretoma
con 180 ul del mix de los reactivos proporcionados por el kit y se incubé por
15 min a TA. La cuantificacion se realiz6 en el Qubit 4 Fluorometer (Thermo

Fisher).
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La cantidad de proteinas fue expresada en ug de proteina/ml y ug de
proteina/mil células, tomando como referencia el numero de células en el

momento de la recoleccion del secretoma.

5.2.8. CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE
CITOQUINAS EN LOS SECRETOMAS DE LAS CEMh DE

GELATINA DE WHARTON

La expresidn de citoquinas en los secretomas fue evaluada mediante un panel
de anticuerpos predisefiado Human Cytokine Antibody Array (Membrane, 80
Targets) (ab133998, Abcam). Este panel contiene anticuerpos contra las 80
citoquinas humanas: ENA-78, GCSF, GM-CSF, GRO, GRO-alfa, 1-309, IL-
lalfa, IL-1beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 p40 /
p70, IL-13, IL-15, IFN-gamma, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCSF, MDC,
MIG, MIP-1beta, MIP-1delta, RANTES, SCF, SDF-1, TARC, TGF-betal,
TNF-alfa, TNF-beta, EGF, IGF-l, angiogenina, oncostatina M,
trombopoyetina, VEGF-A, PDGF-BB, Leptina, BDNF, BLC, Ck{8-1,
Eotaxina, Eotaxina-2, Eotaxina-3, FGF-4, FGF-6, FGF-7, FGF-9, Ligando
FlIt-3, Fractalquina, GCP-2, GDNF, HGF , IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3,
IGFBP-4, IL-16, IP-10, LIF, LUZ, MCP-4, MIF, MIP-3 alfa, NAP-2, NT-3,
NT- 4, osteopontina, osteoprotegerina, PARC, PLGF, TGF-beta2, TGF-

beta3, TIMP-1, TIMP-2.

Se siguio las indicaciones del fabricante. Para el bloqueo de las membranas
estas fueron colocadas en una placa de 8 pocillos con el lado impreso hacia
arriba e incubadas con 2 ml de Buffer de Bloqueo 1X a TA por 30 min en

rotacion 1ciclo/seg. Posteriormente se elimind el buffer sin pertubar la
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membrana y se agregé 1 ml del secretoma a evaluar, el cual se incub6
overnight a 4 °C en movimiento. Se elimind los secretomas y se realizd 3
lavados con 2 ml de Buffer de Lavado I (1X) incubando por 5 min a TA,
seguidamente se realizd 2 lavados con 2 ml de Buffer de Lavado Il (1X)
incubando también por 5 min a TA. A continuacion se eliminé todo el buffer
y se incubd por 2 ha TA con 1 ml de Biotin-Conjugated Anti-Cytokines (1X).
Se repitio el ciclo de lavados ya mencionado y se incub6 por 2 h a TA con
HRP- Conjugated Streptavidin (1X). Se volvio a hacer el ciclo de lavados
mencionado y para la deteccion por quimioluminicencia se transfirio la
membrana primero sobre un papel toalla para secar los restos de cualquier
buffer y luego sobre una hoja plastica. A continuacion se agrego lentamente
desde los costados de la membrana 500 ul del mix de Buffer de Deteccion:
Detection Buffer C y Detection Buffer D (1:1) y se incubd por 2 min a TA.
Inmediatamente se cubri6 desde los costados sin generar burbujas con otra

hoja de pléstico.

Para la lectura se utilizé el equipo de guimioluminiscencia GeneGenome
XRQ (SynGene) con el protocolo preestablecido por el sistema
“Chemiluminiscent blot Series 5x1 min” con exposicion de 30s. Los valores
de densitometria (densidad de sefial por unidad de area) fueron obtenidos en
el software del equipo y exportados en formato Excel. En primer lugar se
realizd una correcion de fondo, restando el promedio de los 4 controles
negativos a cada citoquina del panel. Seguidamente se normalizé los arrays

usando como referencia el array de medio DMEM Yy se calcul6 la intensidad
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de la sefial normalizada de cada citoquina del panel mediante la siguiente

formula:
X(Ny)=X(y)* P1/P(y)
Donde:

P1= media de densidad de sefial de los controles positivos en el array de

referencia

(Y.

P(y)= media de densidad de senal de los controles positivos en el array “y

(Y1)

X(y)=media de densidad de sefial de la citoquina X en el array “y
X(Ny)= intensidad de sefial normalizada de la citoquina X en el array “y”

Finalmente a los valores de intensidad de sefial normalizada de cada citoquina
en cada tratamiento se les resto los valores obtenidos en el array del medio
DMEM. El logaritmo en base 10 de los valores de intensidad resultantes
fueron presentados en un mapa de calor elaborado en el programa GraphPad
Prism. Asimismo se calculé los valores de expresion relativa dividiendo la
intensidad obtenida en los secretomas pretratados con LPS y ASL entre el
secretoma sin pretratamiento. Se utilizd el logaritmo en base 2 para

representar los cambios mas resaltantes.

5.2.9. EVALUACION CUANTITATIVA DE LA EXPRESION DE
IL-6 E IDO EN LOS SECRETOMAS DE LAS CEMh DE

GELATINA DE WHARTON

La expresion cuantitativa de IL-6 e IDO en los secretomas fue evaluada

mediante los ensayos de ELISA “DuoSet ELISA human IL-6 (RyD, ref.

34



DY206-05) y el “DuoSet ELISA human IDO” (RyD, ref. DY6030-05). Para
la preparacion de las placas se diluyo el anticuerpo de captura a la
concentracion de trabajo de 2 ug/ml en PBS pH 7.2-7.4. Seguidamente se
cubri6 los pocillos de la placa de 96 de fondo plano con 50 ul del anticuerpo
y se incubo toda la noche a temperatura ambiente (TA). A continuacién se
eliming el sobrenadante y se realiz6 3 lavados con 350 ul del buffer de lavado:
0.05% Tween 20 (OmniPur, ref.9480) en PBS pH 7.2-7.4, eliminando el
liquido invirtiendo la placa y con golpes sobre papel. Las placa fue bloqueada
agregando 300 ul del Reactivo de Dilucién: 1% BSA (Sigma, ref. A9418) en
PBS pH 7.2-7.4 e incubando a TA por 1 h. Posteriormente se repitio el ciclo
de lavado ya mencionado y se agregd 50 ul del secretoma a evaluar o del
estandar para una incubacion de 2 h a T.A. Se repitio el ciclo de lavado y se
agreg6 50 ul del anticuerpo de deteccidn a una concentracion de trabajo de 50
ng/ml para IL-6 y de 500 ng/ml para IDO preparado en el Reactivo de
Dilucion. La placa se incubd por 2 h a TA'y se repiti6 el ciclo de lavado. Se
agreg6 50 ul de Estreptavidina-HRP 1X a cada pocillo y se incubd por 20 min
a TA protegido de la luz. Se repitio el ciclo de lavados y se agreg6 100 ul de
la Solucion de Sustrato: 1-Step Ultra ELISA (ThermoFisher, ref.34028). La
incubacion se realizo por aproximadamente 20 min y se detuvo con 50 ul de
la Solucién Stop: 2N H2SOa. La densidad optica se determind usando el lector
de microplacas BIOBASE-EL10A ELISA (Biobase) a 450nm y con una
longitud de onda de correccion de 570nm. La curva estandar para IL-6

correspondio a 7 puntos con valores entre 600-9.38 pg/ml, mientras que la
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curva de IDO correspondié a valores entre 30-0.469ng/ml (Anexo 1). Las

muestras y estandares fueron evaluadas por duplicado.

5.2.10. EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD DE
IDO EN LOS SECRETOMAS DE LAS CEMh DE GELATINA DE

WHARTON

La expresion cuantitativa de la actividad de IDO en los secretomas fue
evaluada mediante el ensayo colorimétrico basado en la solucion de Ehrlich
que mide la cantidad de L-kinurenina en el medio. En tubos de 1.5 ml se
alicuoto 160 ul del secretoma a evaluar o del estandar y se agreg6 10 ul de
acido tricloroacetico (J.T.Baker, ref.J48725) al 30% (diluido en agua) (TCA
100%=6.1N). Se homogeniz6 por pipeteo y se incubo por 30 min a 50 °C en
un termobloque para hidrolizar N-formilkinurenina en kinurenina.
Seguidamente se centrifugd a 2000 RPM a TA y se transfirié 100 ul del
sobrenadante a una placa de 96 pocillos de fondo plano. En cada pocillo se
agreg6 100 ul de solucion de Ehrlich (Sigma, ref. 1.03058) a 12 mg/ml diluido
en acido acético (Merck, ref. K38162363). Inmediatamente se realizé la
lectura de la absorbancia en el lector de microplacas BIOBASE-EL10A
ELISA (Biobase) a una longitud de onda de 450 nm y una longitud de onda
referencia de 570 nm. L-kinurenina fue utilizado como control positivo para
establecer la curva estandar con valores de 200 uM a 12,5 uM. La actividad

de IDO fue calculada en base a esta curva.
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5.2.11. EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD DE
iINOS EN LOS SECRETOMAS DE LAS CEMh DE GELATINA DE

WHARTON

La evaluacion cuantitativa de la actividad de iNOS en los secretomas fue
mediante la reaccion de Griess, que mide la cantidad de nitritos y nitratos en
el medio. El reactivo de Griess (Sigma, ref. G4410-106) fue preparado en
agua destilada a una concentracién de 40ug/ul. En una placa de 96 pocillos
de fondo plano se agrego 50ul del secretoma a evaluar o del estandar y 50ul
del reactivo de Griess. Seguidamente se incub6 por 5min a TA en oscuridad
y en movimiento. La lectura de la absorbancia se realizd en el lector de
microplacas BIOBASE-EL10A ELISA (Biobase) a una longitud de onda de
550nm y una longitud de onda referencia de 590nm. La molécula NaNO:2
(Sigma, ref. 237213-1006) fue utilizada como control positivo para establecer
la curva estandar con valores de 500uM a 0.9uM en medio DMEM (Anexo
1). La actividad de iNOS fue calculada en base a esta curva.

5.2.12. EVALUACION DEL POTENCIAL INMUNOMODULADOR

EN PBMCs
Aislamiento de PBMCs de sangre periferica

El ensayo funcional fue realizado en el Laboratorio de Inmunologia Celular
y Molecular de la Universidad de los Andes, Chile. Previo consentimiento
informado sangre total fue colectada de 3 voluntarios sanos entre 18-40 afios
sin enfermedades preexistentes y con hemograma completo con valores
normales. La sangre fue colectada mediante venopuncion en tubos BD

Vacutainer Sodium Heparin (BD, ref.36784) de 10 ml. La sangre de cada
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individuo fue procesada independientemente. La sangre fue diluida 1:2 en un
tubo de 50 ml con 20 ml de PBS estéril pH. 7.2 y se homogenizd por inversion
evitando la generacion de burbujas. Posteriormente la sangre diluida fue
colocada lentamente sobre 10 ml de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, 17-
1440-03), colocando el tubo a una inclinacion de 15 grados para evitar que se
mezclen las fases. Se centrifugd a 2000 RPM a 22°C por 30 min con
aceleracion 1y desaceleracion 0. A continuacién se recupero el anillo de
celulas mononucleares y se realiz6 2 lavados con PBS centrifugando a las
células a 1800 RPM por 10 min con aceleracién 9 y desaceleracion 9. Se
elimind el sobrenadante y se resuspendidé en 2 ml de PBS. Inmediatamente las
celulas fueron cuantificadas con una dilucion de 1:20 ul con Azul de Tripan

en un hemocitometro (Figura 5).
Tincion con CTV “Cell Trace Violet stain”

La tincion para 10-20 millones de PBMC de cada voluntario se realizo
utilizando una dilucion 1:2000, para la cual se agreg6 1 ul de CTV “Cell Trace
Violet stain” (Invitrogen, ref. C34557A) a los 2 ml de suspencion de PBMC.
Se homogeniz6 suavemente por inversion y se incubd por 20 min a 37 °C.
Seguidamente se blogueo la reaccion agregando 1 ml de SFB y 4 ml de PBS
y se centrifugd a 1600 RPM por 5 min. Se elimino el sobrenadante y se
resuspendimedio en 1 ml de “Mixed lymphocyte reaction”’(MLR): IMDM
(Gibco, ref. 12440-053), 15% de SFB (Corning, ref. 35-076-CV),
Penicilina/Estreptomicina (Corning,ref. 30002358), 2 mM Glutamina
(Corning, ref.08320010), 20 mM Hepes (Cytiva, ref. SH30851.01), 50 uM

beta-mercaptoetanol (Gibco, 31350-010) y aminoacidos no esenciales
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(Gibco, 11140-50). Finalmente se realizd un reconteo de las células con Azul

de Tripan en la cdmara de Neubauer.
Ensayo de linfoproliferacion

En base a la ultima concentracion encontrada los PBMC de cada voluntario
fueron llevados a una concentracién de 4000 células/ul en medio MLR. Luego
en un placa de 96 pocillos de fondo U (Corning, ref. 353077) se agreg6 50ul
de los PBMC por pocillo teniendo un total de 200 000 células. Para cada
voluntario se consider6 como minimo 12 pocillos para las siguientes

condiciones:

Pocillo 1: 100ul de medio MLR (Control negativo de proliferacion)

Pocillo 2: 50ul de MLR + 50ul PHA 3X (Control positivo de proliferacion)
Pocillo 3: 50ul de medio DMEM + 50ul PHA 3X (Control blanco de medio)
Pocillo 4-6: 50ul de secretoma de CEMh + 50ul PHA 3X

Pocillo 7-9: 50ul de secretoma de CEMh pretratadas con 10ug/ul de ASL +

50ul PHA 3X

Pocillo 10-12: 50ul de secretoma de CEMh pretratadas con 10ug/ul de LPS +

50ul PHA 3X

La PHA (Invitrogen, ref. 004977-93) fue preparada en medio MLR vy se
consideraron los pocillos para cada experimento independiente de obtencién
de secretoma. Los secretomas liofilizados fueron reconstituidos en el mismo
volumen de agua esteril. Los PBMC fueron cultivados por 4 dias a 37°C con

5% de COz, agregando el dia 2, 50ul mas de medio MLR (Figura 10).
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Induccidn de la produccion de citoquinas

Para realizar la induccion de la produccion de citoquinas a los cultivos de
PBMC mencionados anteriormente al cuarto dia se elimin6 100 ul del medio
de cada pocillo sin alterar el boton de células. A continuacion se agregé 100ul
del mix de induccion: 100 ng/ml PMA (Sigma, ref. P8139), 2 ug/ml
lonomycin (Sigma, ref. 10634), Brefeldin 2X (BioLegend, ref. 420601) en

medio MLR. La placa se incub6 por 4 h a 37 °C.
Evaluacion por citometria de flujo

Se evaluaron los marcadores de membrana: CD8, CD25 y los marcadores
internos CD4, INFy y FOXP3. Ademés de la proliferacion por CTV y la

viabilidad.

Luego de la induccién de la produccion de citoquinas la placa fue
centrifugada a 400 xg por 5 min. Para el marcaje de superficie se eliminé el
sobrenadante y se agreg6 30ul por pocillo del mix de superficie: 1:200 CD8-
PE (BD, ref. 555367) y 1:200 CD25-PerCy5 (BD, ref. 555433) en PBS. Se
incubd por 10 min a 4 °C en oscuridad y se agregd 30 ul del marcador de
viabilidad 1:2000 Near-IR fluorescent dye (Lyfe Technologies, ref. L10119).
Se incub6 por otros 10 min a 4 °C en oscuridad y se centrifug6 a 400 xg por

5 min.

Seguidamente, para el marcaje intracelular se elimind el sobrenadante y se
agreg6 60 ul del mix de permeabilizacion: TF Fix/Perm Buffer (Invitrogen,
ref.00-5123-43), TF Diluent Buffer (Invitrogen, ref. 00-5223-56). Se incubo

por 30 min a 4 °C en oscuridad y se agregé 100 ul de Perm Wash 1X
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(Invitrogen, ref. 00-8333-56). Se centrifugd a 400 g por 5 min y se elimind el
sobrenadante. Posteriormente se agregd 30 ul del mix intracelular: 1:100
INFy- APC (BD, ref. 551385), 1:100 FOXP3-FITC (BD, ref. 560047), 1:200
CD4-PECy7 (BD, ref.557852) en Perm Wash 1X. Se incub6 por 30 min a 4
°C en oscuridad y se afiadio 100 ul de Perm Wah 1X. A continucion la placa
fue centrifugada a 400 g por 5 min y se elimind el sobrenadante. Finalmente
las células se resuspendieron en 100 ul de PBS. Para cada uno de los
marcadores se considerd pocillos de compensacion, ademas de controles de

isotipo y pocillos blanco, sin marcaje.

La lectura de las muestras se realizo en el citometro Facs Canto Il (BD) El
control negativo o blanco fue utilizado para identificar la poblaciéon y
establecer los parametros de voltaje. Seguidamente se realizd la
compensacion de cada fluoréforo con sus respectivos marcadores
independientes. El umbral de positividad fue definido por los controles de

isotipo, para luego hacer la lectura de las muestras.

Para el analisis y presentacion final de los datos se utiliz6 el programa FlowJo
v10.7.2 (BD). El flujo de trabajo consistié en definir la poblacién de PBMC
y dentro de esta los singletes y posteriormente las células viables.
Seguidamente se definio la poblacion CD4+ y CD8+. Dentro de la poblacién
CD4+ se definio la poblacion de células Treg por los marcadores
CD25+FOXP3+y células Th1 por los marcadores CD4+INFy+, mientras que
en la poblacion CD8+, se definid la poblacion CD8+INFy+. Finalmente se
calculé independientemente el porcentaje de proliferacién e indice de

proliferacion (IP) en las poblaciones CD4+ y CD8+.
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Figura 10. Evaluacion de la capacidad inmunomoduladora de los secretomas
pretratados con LPS y ASL. A) Aislamiento de PBMCs a partir de sangre
periférica de voluntarios sanos B) Ensayo de inmunomodulacién y linfoproliferacion

in vitro. CTV: “Cell Trace Violet stain”

5.2.13. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron como la media + desviacién estandar y se analizaron
estadisticamente en GraphPad Prism 9 (version 9.3.1). Para los experimentos
de caracterizacion de expresion de citoquinas se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis mientras que para el ensayo funcional se
utilizo el andlisis pareado no paramétrico de Friedman. En ambos casos se
utilizd6 la prueba de comparacion mdltiple de Dunn para determinar
diferencias significativas entre los grupos. La diferencia estadisticamente

significativa tuvo un p-value < 0,05.
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VI. RESULTADOS

6.1. CARACTERIZACION DE CEMh DE GELATINA DE WHARTON

4X 10X

PASE 4 PASE 3 PASE 2 PASE 1

PASE 5

Figura 11. Morfologia del cultivo de CEMh de gelatina de Wharton a traveés de los

pases. Campos representativos de cada pase a 4X 'y 10X.
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Las CEMh aisladas a partir de gelatina Wharton se mantuvieron en cultivo por
5 pases consecutivos (35 dias) para su caracterizacion. A lo largo de los pases
las células mostraron una morfologia fibroblastica tipica de las CEMh y su

capacidad de adherencia al plastico (Figura 11).

La evaluacion de su cinética de crecimiento mostrd un tiempo de duplicacion
(Td) promedio de 63.4h que a su vez fue constante a través de los pases (Figura
2A). Asimismo el doblaje acumulativo poblacional (DAP) mostré que durante
el tiempo de cultivo la poblacion se duplico 13 veces, manteniendo una tendencia

exponencial de crecimiento (Figura 12B, Anexo 2).
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Figura 12. Cinética de proliferacion del cultivo de CEMh de gelatina de Wharton.
A) Tiempo de duplicacion B) Doblaje acumulativo poblacional (DAP) Los datos

corresponden a la media mas la desviacion estandar de tres replicas.

La caracterizacién inmunofenotipica de marcadores de superficie se evaluo en 3
pases consecutivos, pase 3, 4 y 5, para confirmar la estabilidad de la expresion
de estos marcadores en la poblacion. La expresion de los marcadores positivos
para CEMh se mantuvo mayor al 96%, siendo en promedio 98.7% para CD105,

97.73% para CD73, 99% para CD90, 99.3% para CD29, 97.47% para CD166, y
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99.4% para CD44. Mientras que la expresion de los marcadores negativos se
matuvo menor al 2%, siendo en promedio 1.85% para CD45, 0.74% para CD34,

1.86% para CD31y 1.9% para HLA-DR (Figura 13, Anexo 3 y 4).
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Figura 13. Caracterizacion inmunofenotipica del cultivo de CEMh de gelatina de
Wharton. La evaluacuén de los marcadores de superficie por citometria de flujo se

realizé en 3 pases consecutivos: P3, P4 y P5.

Finalmente la evaluacion de la capacidad de diferenciacion hacia adipocito,
osteoblasto y condroblasto mostro el potencial del cultivo de CEMh de
diferenciarse a estos tres linajes celulares. La diferenciacion hacia adipocito se
logré en 10 dias con la observacion de vacuolas lipidicas, las cuales se tifieron
de rojo con la tincion Oil red 1% (Figura 14B). Hacia osteoblasto se logro a los
17 dias con la observacion de depositos de calcio, los cuales se tifieron de rojo
con la tincion con Alizarin red 2% (Figura 14C). Mientras que la diferenciacion
hacia condroblasto se logrd en 21 dias con la observacion de células tefiidas de
color azul con Alician Blue 1%, tanto en la microesfera como individualmente.

El Alician Blue forma un complejo con los proteoglicanos de la membrana de
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los condroblastos (Figura 14D). Cabe resaltar que los controles no se

diferenciaron y tampoco fueron tefiidos por las tinciones antes mencionadas

(Figura 14A).

e

Figura 14. Evaluacion de la capacidad de diferenciacion del cultivo de CEMh de
gelatina de Wharton. A) Células no diferenciadas, B) Diferenciacion hacia adipocitos.
Las células fueron tefiidas con Oil red al 1%, aumento 20X. La flecha negra indica una
célula con una gran cantidad de vacuolas tefiidas de rojo, C) Diferenciacion hacia
osteoblastos. Las células fueron tefiidas con Alizarin red al 2%, aumento 10X. La flecha
roja indica un ciimulo de calcio y otros minerales, aumento 10X. D) Diferenciacion
hacia condroblastos. Células tefiidas con Alician Blue al 1%. Las fotos corresponden a

campos representativos de células diferenciadas en el pase 3.

En este sentido el cultivo cumpliria todos los requerimientos para ser

considerado un cultivo de células estromales mesenquimales humanas (CEMh).
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6.2. PREESTIMULACION DEL CULTIVO DE CEMh DE GELATINA

DE WHARTON

El cultivo de CEMh de gelatina de Wharton pretratado con LPS y ASL en el
pase 4 present6 diferencias en la expresion de granulos citoplasmaticos luego de
72h del pretratamiento. El pretratamiento con 10ug/ml de ASL aumentd el
nimero de granulos citoplasmaticos alrededor del nucleo en comparacién a las
células control sin pretratamiento y pretratadas con 10ug/ml de LPS. Cabe
resaltar que luego de 24h de eliminar el estimulo los granulos en las células con
pretratamiento de 10ug/ml de ASL.

CONTROL

ASL 10ug/ml LPS 10 ug/ml

N\

J

Figura 15. Preestimulacion del cultivo de CEMh de gelatina de Wharton. La flechas
negras hace referencia a los granulos. El cuadro representa una ampliacion de una de

las células. Aumento 20X.
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6.3. CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE CITOQUINAS Y

FACTORES DE CRECIMIENTO EN LOS SECRETOMAS

Los secretomas obtenidos luego del pretratamiento con 10ug/ml de ASL y
10ug/ml de LPS no presentaron variaciones en la cantidad de proteinas totales
en relacion al secretoma control sin pretratamiento. Obteniendo en promedio
66.2ug de proteina por ml (Figura 16A, Anexo 5) y 2.4ug de proteina por cada

mil células (Figura 16B, Anexo 5).
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Figura 16. Cantidad de proteinas totales en los secretomas. A) Se representa la
cantidad de proteina por ml de secretoma. B) Se representa la cantidad de proteina por
cada mil células. Cada punto representa un experimento independiente de obtencion de
secretoma. Control: Secretoma sin pretratamiento, LPS: Lipopolisacarico de E.coli,

ASL: Antigeno soluble de Leishmania braziliensis. ns: no significativo p-value > 0.05.

La evaluacion de expresion de citoquinas mediante el panel de
quimioluminiscencia de 80 blancos mostr6 diferencias en la expresion de

citoquinas segun el pretratamiento utilizado.
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Figura 17. Evaluacion de la expresion de citoquinas en los secretomas. A) Mapa de
calor de la expresion de 80 citoquinas en los secretomas control, 10ug/ml ASL y
10ug/ml LPS. Se representa la expresion como Log(Intesidad de sefial) B) Cambios en
la expresion frente al control sin pretratamiento del secretoma pretratado con 10ug/ml
de ASL C) Cambios en la expresion frente al control sin pretratamiento del secretoma

pretratado con 10ug/ml de LPS. Control: Secretoma sin pretratamiento, LPS:

Osteoprotegerin=
IGFBP-4-
IL-6~
MCP-1+
IL-8
Angiogenin=
IL-7 =
IL-5+
GRO+
GRO-a=
TIMP-2+
NT-3-
IGFBP-2+
MSCF -
Eotaxin=
MCP-3+
IL-10-
TNF-b=
MIP-1b=—
TNF-a=
HGF =
Eotaxin-2-

ASL (10ug/ml)

6 4 -2 0 2

Osteoprotegerin -
IGFBP-4 -

IL-6

TIMP-2 -

IL-8 -

TIMP-1 -

GRO-a

TNF-a-

MCP-3

GRO

Log2(Fold)

LPS (10ug/ml)

6 4 2 0 2

Log2(Fold)

Lipopolisacarico de E.coli, ASL: Antigeno soluble de Leishmania braziliensis
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El pretratamiento con 10ug/ml de LPS, aument6 mas del doble la expresion de
citoquinas como Osteoprotegerin e IGFBP-4. Ademas disminuy¢ la expresion
de citoquinas proinflamatorias como IL-6, mas del doble de la expresion de IL-
8 y mas de ocho veces la expresion de GROa, TNFa, MCP-3 y GRO. Mientras
que otras citoquinas que estaban presentes en el secretoma control ya no tenian
una expresion detectable como IL-7, IL-5, TNFP e IL-10 (Figura 17A y B,
Anexo 6). Asimismo, se encontré que citoquinas no presentes en el secretoma
control si eran expresadas como [-309 (CCL1), IL-2, IL-1a, INFy, IL-12, entre

otras (Figura 17A y C, Anexo 6).

Por otro lado, el pretratamiento con 10ug/ml de ASL aumento la expresion de la
citoquina IGFBP-4 y mas del doble la expresion de Osteoprotegerin. Ademas
disminuyo la expresion de proteinas proinflamatorias como IL-6, IL-8, IL-7, IL-
5, GRO; disminuy6 mas del doble la expresion de M-SCF, IL-10, TNFoa y mas
de cuatro veces la expresion de TNFf. Mientras que otras que estaban presentes
en el secretoma control ya no tenian una expresion detectable como IL-3, GDNF
y TIMP-1. Asimismo se observod que citoquinas no presentes en el secretoma
control eran expresadas como [-309 (CCL1), IL-12, IL-13 y IL-1a (Figura 17A

y B, Anexo 6).

Por su parte, los ensayos cuantitativos mostraréon que el pretratamiento con
10ug/ml de LPS aument¢ significativamente los niveles de expresion de iNOS y
disminuyo significativamente los niveles de IL-6 confirmando la tendencia
encontrada en el array. Mientras que los niveles de expresion de IDO y L-
kinurenina no mostraron diferencias significativas frente al secretoma control.

Por otro lado, el pretratamiento con 10ug/ml de ASL disminuyo
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significativamente los factores inmunomoduladores IDO, L-kinurenina e iNOS
mientras que los niveles de expresion de IL-6 permanecieron similares al
secretoma control sin pretratamiento. Cabe resaltar que IL-6 presentd una

tendencia a la baja, similar a lo observado en el array. (Figura 18A-D, Anexo 7)
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Figura 18. Cuantificacion de factores inmunomoduladores en los secretomas. A)
Cuantificacion de los niveles de expresion de IDO en los secretomas. Los valores fueron
extrapolados a partir de las absorbancias del ensayo ELISA con una curva estandar (R-
cuadrado=0.9902) B) Cuantificacion indirecta de IDO mediante los niveles de L-
kinurenina en los secretomas. Los valores fueron extrapolados a partir de las

absorbancias con una curva estandar (R-cuadrado=0.9988) C) Cuantificacion de los
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niveles de expresion de IL-6 en los secretomas. Los valores fueron extrapolados a partir
de las absorbancias con una curva estdndar (R-cuadrado=0.9984) D) Cuantificacion
indirecta de iNOS en los secretomas mediante la reaccion de Greiss. Los valores fueron
extrapolados a partir de las absorbancias con una curva estindar (R-cuadrado=0.9929)
Cada punto representa un experimento independiente de obtencion de secretoma.
Control: Secretoma sin pretratamiento, LPS: Lipopolisacarico de E.coli, ASL: Antigeno
soluble de Leishmania braziliensis. ns: no significativo p-value > 0.05. *p-value<0.05

*¥p-value<0.01 ***p-value<0.001
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6.4. EVALUACION DE LA CAPACIDAD INMUNOMODULADORA in

vitro DEL SECRETOMA
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Figura 19. Evaluacién del efecto de los secretomas en poblaciones linfocitarias

CD4+ y CD8+ A) Grafico modelo de las poblaciones CD4+ y CD8+ seleccionadas B)

Indice CD4/CD8 para los distintos tratamientos (n=3) C) Porcentaje de la poblacion

CD4+ en los distintos tratamientos (n=3) D) Porcentaje de la poblacion CD8+ en los

distintos tratamiento (n=3) Cada punto representa el promedio de las tres replicas por

voluntario. +PHA: con fitohemaglutinina, -PHA: sin PHA, Control: Secretoma sin
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pretratamiento, LPS: Lipopolisacérico de E.coli, ASL: Antigeno soluble de Leishmania

braziliensis , DMEM: medio base de recoleccion de los secretomas

La evaluacion de la capacidad inmunomoduladora de los secretomas se realizo
mediante un ensayo funcional con PBMC de personas sanas (n=5), con una
concentracion final de proteinas del secretoma de 22ng/ul, tomando como
referencia la cuantificacion por Qubit previa a la liofilizacion. En este ensayo se
evalu6 los cambios en los porcentajes de las poblaciones linfocitarias. De los 5
voluntarios, 2 muestras no fueron consideradas para los analisis finales al tener

una viabilidad menor al 60%.

En torno a los porcentajes de las poblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+, estas
no se vieron afectadas de manera individual por los secretomas de células
pretratadas con 10ug/ml ASL y 10ug/ml LPS en relacion al secretoma control
sin pretratamiento (Figura 9A,C-D, Anexo 8). Asimismo el indice CD4/CD8
tampoco se vio afectado por ninguno de los tratamientos en relacion al control

(Figura 19B, Anexo 8).

Por otro lado, el porcentaje de las subpoblaciones linfocitarias Thl y
CDS8+INFy+ tuvo una ligera tendencia a la baja con los secretomas de células
pretratadas con 10ug/ml de ASL y 10ug/ml de LPS, pero esta disminuciéon no
llegd a ser significativa. Cabe resaltar que esta tendencia fue mayor para el
secretoma de CEMh pretratadas con ASL y se observo en los 3 voluntarios

también de manera individual (Figura 10B y C, Anexo 8))
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Figura 20. Evaluacion del efecto de los secretomas en subpoblaciones linfocitarias
Th1, Treg, CD8+INFy+ A) Porcentaje de la subpoblacion Treg (CD25+FOXP3+) en
los distintos tratamiento (n=3) B) Porcentaje de la subpoblacién Thl (CD4+INFy+) en
los distintos tratamiento (n=3) C) Porcentaje de la subpoblacion CD8+INFy+ en los
distintos tratamiento (n=3) D) Indice Treg/Thl para los distinto tratamientos (n=3).
Cada punto representa el promedio de las tres replicas por voluntario. +PHA: con
fitohemaglutinina, -PHA: sin PHA, Control: Secretoma sin pretratamiento, LPS:
Lipopolisacarico de FE.coli, ASL: Antigeno soluble de Leishmania braziliensis ,

DMEM: medio base de recoleccion de los secretomas. ns: no significativo
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Asimismo, la subpoblacion de Treg (CD25+FOXP3+) no se vio alterada con los
secretomas pretratados con ASL y LPS. Sin embargo la relacion Treg/Thl
mostr6é una ligera tendencia al aumento en relacion al secretoma control, sin
llegar a ser significativa, principalmente con el secretoma pretratado con ASL
(Figura 20 A y D). Esta tendencia tambien se observé en cada voluntario de

manera individual (Anexo 8).

6.5. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIPROLIFERATIVA in vitro DEL

SECRETOMA

La evaluacion de la capacidad antiproliferativa de los secretomas se realizod
mediante el ensayo funcional mencionado anteriormente con PBMC de personas
sanas (n=5) y con un marcaje de las células con CTV. Se evalud tanto el
porcentaje de proliferacion como el indice de proliferacion linfocitaria. De los 5
voluntarios, 2 muestras no fueron consideradas para los anélisis finales al tener

una viabilidad menor al 60%.

En la evaluacion de la linfoproliferacion, el porcentaje de proliferacion de los
linfocitos CD4+ no mostrd diferencias entre los tratamientos (Figura 21A y B,
Anexo 9). Asimismo, el porcentaje de proliferacion y el indice de proliferacion
de los linfocitos CD8+ tampoco mostraron diferencias significativas en relacion

al secretoma control sin pretratamiento (Figura 21C y D, Anexo 9).

Finalmente se rescata que el secretoma control de células sin pretratamiento no
mostrd diferencias significativas con el control DMEM sin secretoma, ni en los

indices de proliferacion ni en las poblaciones celulares antes mencionadas.
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Figura 21. Evaluacion del efecto de los secretomas la linfoproliferacion de las
poblaciones CD4+ y CD8+ A) Porcentaje de linfocitos CD4+ en proliferacion en los
distintos tratamiento (n=3) B) Indice de proliferacion de los linfocitos CD4+ en los
distintos tratamiento (n=3) C) Porcentaje de linfocitos CD8+ en proliferacion en los
distintos tratamiento (n=3) D) Indice de proliferacion de los linfocitos CD8+ en los
distintos tratamiento (n=3). Cada punto representa el promedio de las tres replicas por
voluntario. +PHA: con fitohemaglutinina, -PHA: sin PHA, Control: Secretoma sin
pretratamiento, LPS: Lipopolisacarico de E.coli, ASL: Antigeno soluble de Leishmania

braziliensis , DMEM: medio base de recoleccion de los secretomas
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VII. DISCUSION

La plasticidad de las CEMh al enfrentarse a un estimulo y potenciar sus
propiedades inmunomoduladoras ha abierto las puertas para poder considerar
terapias dirigidas seglin el estimulo (Noronha Nc et al., 2019). En la presente
tesis, por primera vez se reporta el uso del ASL de la especie Leishmania
brazilisiensis en células estromales mesenquimales humanas (CEMh), con el fin
de desarrollar una terapia celular dirigida a la enfermedad causada por esta

especie.

El cultivo utilizado para la estimulacion y recoleccion del secretoma cumplio los
estandares internacionales dados por la Sociedad Internacional de Terapia
Celular (ISCT por sus siglas inglés), para poder ser considerada una poblacion
de células estromales mesenquimales o células madre mesenquimales: la
adherencia al pléstico, la capacidad de diferenciacion in vitro hacia osteoblasto,
adipocito y condroblasto, y la expresion de marcadores de superficie de linaje
mesodermales CD105, CD73 y CD90 (>96%) y la carencia de marcadores de
linaje hematopoyético CD45, CD34 y HLA-DR (<2%) (Dominici et al., 2006).
Asimismo dentro de los 35 dias de cultivo (5 pases consecutivos) el tiempo de
duplicacion (Td) promedio de 63.4h fue similar a lo reportado en otras lineas de
CEM derivadas de gelatina de Wharton en similares condiciones de cultivo
(Salehinejad et al., 2012). Cabe rescatar que la poblacion de CEMh también
expresO tres marcadores de superficie no considerados por la ISCT en un
porcentaje mayor al 96%, el CD166, el CD44 y el CD29. El CD166 ha sido
reportado como el mejor candidato para diferenciar las CEMh de los fibroblastos

y de esta manera mejorar el conjunto de marcadores para la identificacion de
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estas células (Brinkhof et al., 2020). Mientras que la alta expresion de CD44 y
CD29 esta relacionada con un aumento en la capacidad de migracion u homing
de las CEMh (Ke et al., 2015; Morath et al., 2016; Zhu et al., 2006). En este
sentido la expresion de estos marcadores apoya la caracterizacion del cultivo de
CEMh y refuerza la presencia de propiedades atractivas para su uso en terapia

celular.

La inmunoplasticidad de las CEMh se relaciona con su capacidad de responder
a estimulos en su microambiente de forma ambivalente, presentando desde
perfiles antinflamatorios hasta proinflamatorios(Glenn, 2014; Regmi et al.,
2019). En la estimulacion con 10ug/ml de ASL las primeras diferencias se
observaron a las 72h de pretratamiento con la presencia de un mayor niamero de
granulos citoplasmaticos alrededor del nucleo. Esto se podria explicar como una
respuesta de estrés de las CEMh frente a la gran cantidad de vias que estaria
activando el ASL, principalmente desde los TLRs (Rojas-Bernabé et al., 2014;
Vieira et al., 2019). Sin embargo, al no haber evaluado sefiales apoptdticas seran
necesarios estudios complementarios para comprender mejor el efecto del ASL
de la especie L. braziliensis sobre el fenotipo de las CEMh. Cabe resaltar que el
tiempo de estimulacion de 72h fue seleccionado al ya haber reportes con
antigenos como el LPS, que mencionan que tiempos mayores a 48h presentan
perfiles mas antinflamatorios mientras que tiempos menores a 12h perfiles
proinflamatorios (Kurte et al., 2020). Ademas, el Gnico estudio que utiliz6 ASL
de la especie L. major en células madre mesenquimales consigui6 perfiles

antinflamatorios luego de 72h de estimulacion (Khosrowpour et al., 2017). Sin
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embargo, seria importante plantear a futuro la comparacion con otros tiempos de

estimulacion.

La caracterizacion de los secretomas sin estimulacion, con preestimulacion de
10ug/ml de ASL y el control positivo con preestimulacion de 10ug/ml de LPS,
no mostr6 diferencias en la cantidad de proteinas totales, pero si diferencias
claras a nivel de expresion de citoquinas y factores inmunomoduladores. El
secretoma de CEMh preestimuladas por 72h con 10ug/ml de LPS mostro el
aumento significativo del factor iNOS/NO y la disminucion de la citoquina
proinflamatoria IL-6 en relacion al secretoma control. Asimismo se observo que
la preestimulaciéon mantuvo los niveles de IDO y disminuy¢ la expresion de otras
citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-8 y GRO. En este sentido la
prestimulacion con LPS favoreceria un secretoma con un perfil mas

antinflamatorio que el secretoma control.

Se conoce que la inmunoplasticidad de las CEM estimuladas con LPS esta
comandado en gran medida por el TLR4 (Mei et al., 2013) y la activacion de las
vias dependientes de MyD88, relacionadas con la produccién de proteinas
proinflamatorias como TNFa, IL6 (Kurte et al., 2020) , asi como por las vias
independientes de MyDS88, relacionadas con la liberacion genes inducibles por
INF (Akira & Takeda, 2004). En base a nuestros resultados podemos suponer
que nuestra estimulaciéon con LPS estaria favoreciendo principalmente la
activacion de la via independiente de MyDS88, lo que podria explicar la menor
produccion de las proteinas proinflamatorias como IL-6. Asimismo en torno al
aumento de la expresion de iNOS/NO se conoce que el LPS es un activador

clasico de la expresion de este factor (Elamir et al., 2015). Perfiles
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antiinflamatorios como el de la presente tesis han sido reportados. Kurte et al.,
(2020) reportaron que la estimulacion con 500ng/ml de LPS a CEM derivadas
de médula 6sea de ratén en exposiciones prologadas mayores a 48h favorecia un
perfil antinflamatorio de las células con un aumento de la expresion génica de
iINOS y la disminuciéon de IL-6 a nivel celular. Sin embargo, a nivel de
secretoma, solo se ha evaluado inmediatamente luego de la estimulacion,
reportando perfiles proinflamatorios con el aumento de IL-6 y IL-8 (Mei et al.,

2013; Waterman et al., 2010).

Por otro lado el secretoma de células pretratadas con ASL de L. braziliensis a
diferencia del control positivo y el control sin pretratamiento mostrd la
disminucion significativa de los factores inmunomoduladores IDO e iNOS/NO.
Sin embargo en relacion al secretoma control los niveles de IL-6 no mostraron
diferencias significativas, y se observd la disminucion de otros factores
proinflamatorios con TNFa, TNFf, IL-8, IL-7, IL-5 y GRO. Por lo que el
pretratamiento con ASL también favoreceria a un perfil mas antinflamatorio en

relacion al secretoma control.

El ASL al ser un conjunto de proteinas, lipidos, carbohidratos y otros
componentes estaria activando simultaneamente varias vias desde distintos
receptores incluidos los TLRs: TLR2, TLR3, TLR4 y TLRY (Tuon et al., 2012).
Por ejemplo, el lipofosfoglicano (LPG), abundante en la membrana celular del
parasito y que estd relacionado con las variaciones interespecies en la
inmunopatologia de la enfermedad, puede interactuar con el TLR2 y TLR4
activando las vias dependientes e independientes de MYD88 (Rojas-Bernabé et

al., 2014; Vieira et al., 2019). Siendo esta interaccion mucho mas fuerte para la
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especie L. braziliensis (Ibraim et al., 2013). En CEMh se ha reportado la
expresion de TLR2 y TLR4 (Mei et al., 2013; Raicevic et al., 2010), por lo que
la inmunoplasticidad vista en la presente tesis frente al ASL estaria dado por lo
menos por estos receptores. En base a nuestros resultados podemos suponer que
al igual que con el LPS se estaria favoreciendo la activacion de vias
independientes de MYDS88, lo que se relacionaria con la menor produccion de
proteinas proinflamatorias. Mientras que la disminucion de IDO e iNOS

posiblemente esté relacionada con la activacion de otras vias.

Asimismo, mediante el array de citoquinas también se encontr6 el incremento
de Osteoprotegerin y IGFBP-4 tanto para los pretratamientos por ASL como
LPS. En CEM, Osteoproteregin ha sido relacionado con la inhibicion de la
osteoclastogenesis (Oshita et al., 2011) y el aumento de la capacidad de
diferenciacion osteogénica (Palumbo & Li, 2013). Lo que nos daria a entender
que los pretratamientos podrian estar aumentando estas propiedades del
secretoma. Mientras que el IGFBP-4 se ha relacionado con una acciéon
proapoptotica y antiproliferativa en poblaciones celulares (Zhou et al., 2003).
Siendo su presencia en el sobrenadante de CEMh relacionada con una menor
proliferacion y diferenciacion hacia Treg (Miyagawa et al., 2017). Por lo que
IGFBP-4 tendria un papel clave en la capacidad inmunomoduladora de nuestros
secretomas. Cabe resaltar que la caracterizacion del secretoma se realizo
exclusivamente de las proteinas solubles de este, sin embargo otros componentes
como las microvesiculas, microARNs y mitocondrias también podrian estar
tomando un papel clave en la inmunomodulacion por lo que deberan ser

evaluados en posteriores estudios. Asimismo, en la presente tesis se trabajo con
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un secretoma de 72h posterior a la eliminacion del estimulo por lo que también
se debe considerar si todos los componentes de este ain representan el perfil de
las células estimuladas, asi como la cinética y vida media de las proteinas
secretadas. En este sentido, también se debe considerar la evaluacioén de otros

tiempos de recoleccion del secretoma,

Para estudiar el potencial terapéutico del secretoma es necesario considerar la
respuesta inmune en los pacientes con Leishmania braziliensis. Se conoce que
esta respuesta se caracteriza en la forma cutanea por ser una respuesta controlada
de linfocitos Thl, sin embargo, en la forma mucocutanea de la enfermedad
presenta una respuesta citotoxica exacerbada por linfocitos CD8+INFy+, Thl y
neutrofilos, que también estd relacionada con el dafio del tejido y la cronicidad.
Por lo que, tratamientos que busquen controlar esta respuesta inflamatoria
exacervada tendrian un mayor potencial terapéutico (C. |. de Oliveira &
Brodskyn, 2012; Scott & Novais, 2016). En este sentido, se planted el estudio de
la capacidad inmunomoduladora y antiproliferativa en cultivos PBMC,

centradonos en las poblaciones linfocitarias.

En torno a la capacidad inmunomoduladora los resultados mostraron que el
efecto de los secretomas estimulados con LPS y ASL en las poblaciones de
linfocitos CD4+, CD8+ y subpoblaciones Thl, Treg y CD8+INFy+ no eran
significativos en relacion al secretoma control. A pesar de esto se observo ligeras
tendencias en la disminucion de las poblaciones proinflamatorias Thl y
CDS+INFy+ con el secretoma de células pretratadas con ASL, asi como una
tendencia al aumento de la relacién Treg/Th1, sin alteracion de la poblacion de

Treg. Lo que se relaciona con el perfil antinflamatorio encontrado a nivel de
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citoquinas para el secretoma de CEMh pretratadas con ASL. La disminucién de
citoquinas proinflamatorias como IL-8, TNFa, IL-5, IL-7 y IL-6 favoreceria la
disminucién de las poblaciones proinflamatorias Th1 y CD8+INFy+. La menor
presencia del factor iNOS/NO favoreceria la supervivencia de poblaciones
linfocitarias incluida la poblacién de las Treg, mientras que el aumento de
IGFBP-4 provocaria una una menor proliferacion de las Treg. Esto explicaria
el aumento de la relacion Treg/Thl sin observar cambios en la poblacion de
Treg. En resumen, la accion del secretoma de las CEMh pretratadas con ASL se
centraria en disminuir las poblaciones proinflamatorias, pero a su vez proteger
la poblacion de Treg y posiblemente inducir poblaciones funcionales de estas.
Sin embargo, estos resultados aun deben ser confirmados con un numero
muestral mayor, donde se esperaria ver significancias, ademds de estudios
complementarios en donde evalten las vias posiblemente involucradas. Cabe
resaltar que el porcentaje de estas subpoblaciones dentro de las poblaciones
linfocitarias es limitado y menor al 5% por lo que para conocer el verdadero
efecto de nuestros secretomas sobre estas subpoblaciones, seria necesario

aislarlas y evaluarlas independientemente.

En torno a los indices y porcentajes de proliferacion para los linfocitos CD4+ y
CD8+ tampoco se observo diferencias significativas con los secretomas de
CEMh pretratadas con ASL y LPS. Cabe resaltar que hasta el momento no hay
reportes del efecto antiproliferativo del secretoma de lineas de CEMh de gelatina
de Wharton. Sin embargo, a nivel de cocultivos se conoce que el nivel de
inhibicion esta estrechamente relacionado con la relacion CEMh:PBMC vy la

preestimulacion (Najar et al., 2018; Prasanna et al., 2010; Venugopal et al.,
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2011). Estos resultados abren interrogantes sobre si el efecto en la proliferacion
de los linfocitos de nuestras células pretratadas no esté dado principalmente por
las moléculas que secreta sino por otros mecanismos como el contacto directo
célula a célula. En este sentido se deben considerar futuros estudios con

cocultivos de PBMC con CEMh pretratadas con ASL.

Finalmente, en relacion a los resultados del ensayo funcional que no mostraron
un perfil claro, es necesario considerar lo siguiente. En primer lugar la calidad
del secretoma utilizado. En la presente tesis se liofiliz6 el secretoma para facilitar
su transporte. Sin embargo, la liofilizaciéon genera estrés sobre las proteinas,
produciendo agregacion y desnaturalizacion (W. Wang, 2000), lo que conduce a
una pérdida de funcion y finalmente un menor efecto del secretoma sobre las
PBMC. En segundo lugar, se debe considerar el efecto de nuestros secretomas
en determinadas poblaciones celulares. Se resalta que a pesar de que la
evaluacion del secretoma en las poblaciones linfocitarias (CD8+INFy+, Thl y
Treg) nos ayudd a comprender el perfil de nuestro secretoma, el efecto de este
frente a otras poblaciones celulares como monocito/macréfagos o neutrofilos
podria se mayor y mas representativo. En tercer lugar, se debe considerar la
concentracion de los factores en el secretoma. En la presente tesis se utilizd
secretoma sin concentrar, siendo en los ensayos funcionales un tercio del
volumen del cultivo, por lo que algunas de las proteinas o factores no habrian
tenido la concentracion suficiente para provocar un efecto significativo en las

poblaciones linfocitarias de las PBMC.

En resumen, el secretoma de las CEMh pretratadas con ASL de Leishmania

braziliensis presentd diferencias a nivel de expresion de citoquinas con una
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tendencia a un perfil mas antinflamatorio que el secretoma control . Sin embargo,
no produjo efectos inmunomoduladores ni antiproliferativos significativos a
nivel funcional en poblaciones linfocitarias en cultivos de PBMC, por lo que
futuros estudios in vitro e in vivo ain son necesarios para confirmar el potencial
uso del secretoma en Ulceras de Leishmania braziliensis, en torno a su efecto

inmunomodulador y regenerativo.
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VIII. CONCLUSIONES

Se obtuvo una poblacion de células estromales mesenquimales humanas
(CEMNh) a partir de una fraccion de gelatina de Wharton de cordén umbilical
de donante sana.

La poblacion celular cumple con los estandares internacionales para ser
considerada una poblacion de células estromales mesenquimales: adherencia
al plastico, capacidad de diferenciacion hacia linajes mesodermales y
expresion de marcadores de identidad y pureza.

La estimulacion de las CEMh con el antigeno soluble de Leishmania
braziliensis (ASL) induce cambios en su secretoma de 72h, relacionados con
un perfil mas antinflamatorio con respecto al secretoma control de las CEMh
no tratadas.

El secretoma de las CEMh pretratadas con ASL esta caracterizado por el
aumento de IGFBP-4 y la disminucion de proteinas proinflamatorias 1L-8,

TNFa, GRO y los factores INOS/NO e IDO.

El secretoma de CEMh pretratadas con ASL no muestra propiedades
antiflamatorias definidas en ensayos funcionales con poblaciones linfocitarias
de PBMCs, pero si muestra tendencias a la disminucion de poblaciones
proinflamatorias Thl y CD8+INFy+, asi como del aumento de la relacion
Treg/Thl.

El secretoma de las CEMh pretratadas con ASL no muestra propiedades
antiproliferativas frente a poblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+ en cultivos

de PBMCs.
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- En conclusién el secretoma de las CEMh pretratadas con ASL muestra
caracteristicas antinflamatorias, que sugieren un promisorio uso como

tratamiento para las Ulceras de Leishmania braziliensis.
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IX.

RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar otras concentraciones y tiempos de estimulacion del
ASL, para comprender mejor la respuesta de las CEMh a este estimulo.

Para entender mejor el estrés causado por la estimulacion con el ASL se
recomienda realizar estudios complementarios de marcadores de estrés y
apoptosis.

Se recomienda considerar nuevos tiempos de recoleccion del secretoma, asi
como técnicas de concentracion de este, para potenciar el perfil del secretoma
producto de la estimulacion.

Se recomienda trabajar con secretoma fresco y en el caso sea liofilizado
concentrarlo.

Para una mejor caracterizacion del secretoma se recomienda también
caracterizar otros componentes de este como los microARNs y las
microvesiculas, lo que permitiria complementar la informacion sobre el perfil
inmunomodulador de los secretomas de ASL y LPS.

Se recomienda evaluar en otras poblaciones celulares el efecto
inmunomodulador del secretoma in vitro. Cultivos de monocitos/macrofagos
o0 neutrodfilos, los cuales cumplen un papel clave en la respuesta inmune en las
ulceras de L. braziliensis.

Se recomienda evaluar la capacidad regenerativa y antiparasitaria del
secretoma pretratado con ASL para comprender mejor el potencial

terapeutico.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Curvas estandares de los ensayos colorimétricos realizados
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Anexo 2. Cinética de crecimiento del cultivo de CEMh. Evaluacion del tiempo de

duplicacién (Td) y el doblaje acumulativo poblacional (DAP) a lo largo de los pases

Tiempo de duplicacién Doblaje ACL_JmUIatiVO
Poblacional
Pase (n=3) (n=3)

Promedio DE Promedio DE
Pase 1 (7 dias) 61.387 0.577 2.720 0.001
Pase 2 (14 dias) 65.163 0.150 5.155 0.007
Pase 3 (21 dias) 64.280 3.738 7.770 0.226
Pase 4 (28 dias) 60.333 0.577 10.570 0.226
Pase 5 (35 dias) 65.850 0.658 12.780 0.198

DE: Desviacion estandar



Anexo 3. Caracterizacion inmunofenotipica del cultivo a lo largo de los pases 3-5

Marcador | Pase 3 (%) | Pase 4 (%) | Pase 5 (%) | Promedio DE
CD90 (+) 98.90 98.80 99.30 99.00 0.26
CD73 (+) 98.80 97.10 97.30 97.73 0.93
CD105 (+) 99.30 98.70 98.00 98.67 0.65
CD29 (+) 99.10 99.20 99.60 99.30 0.26
CD166 (+) 97.40 97.30 97.70 97.47 0.21
CD44 (+) 99.30 99.40 99.50 99.40 0.10
CD45 (-) 2.00 1.80 1.75 1.85 0.13
CD34 (-) 0.80 0.90 0.52 0.74 0.20
HLA-DR (-) 1.97 1.72 1.99 1.90 0.15
CD31(-) 1.81 1.81 1.96 1.86 0.09

(+) Marcador positivo para CEM (-) Marcador negativo para CEM DE: Desviacién estandar




Anexo 4. Gréficos representativos del analisis por citometria de flujo de la
caracterizacién inmunofenotipica. Las graficas corresponden al pase 4, utilizado
para el pretratamiento. En celeste se representa los respectivos controles de isotipo

y en fucsia la muestra evaluada para el marcador.
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Anexo 5. Cuantificacion de la cantidad en ug proteinas/ml y ug deproteinas /mil

celulas en los secretomas obtenidos. Se representa el promedio de tres experimentos

independientes de obtencion del secretoma.

P- ug/mil | Promedio | DE P-
ug/ml | Promedio | DE
value* | células value*
R1| 67.3 2.45
Control | R2 | 69.5 69.5 2.30 2.22 2.47 0.26
R3| 71.9 2.74
R1| 64.7 2.46
ASL
R2 | 66.6 65.4 1.04 | 03032 | 2.42 2.42 0.05 | >0.999
10ug/ml
R3| 64.9 2.36
R1| 62.1 2.37
LPS
R2 | 62.5 63.6 226 | 0.0512 | 2.50 2.46 0.08 | >0.999
10ug/ml
R3 | 66.2 2.52
Control: Secretoma sin pretratamiento, LPS: Lipopolisacarico de E.coli, ASL: Antigeno soluble de

Leishmania braziliensis. R1, R2, R3: Experimentos independientes de obtencion de secretoma.

DE: desviacion estandar. *Prueba estadistica no paramétrica de Kruskal Wallis y comparacion

multiple de Dunn




Anexo 6. Evaluaciéon semicuantitativa de la expresion de citoquinas mediante un

panel de 80 blancos. Los valores se representan en intensidad de sefial y log

(intensidad de sefial). Asimismo se representa la expresion relativa frente al

secretoma control y el log2 de la expresion relativa.

Citoquina Intensidad de senal Log(S) Log2(ER)
Control ASL LPS Control | ASL | LPS | ASL | LPS | ASL | LPS
ENA-78 3328.38 3220.65 0 3.52 3.51 0.00 | 097 | 0.00 | -0.05 | 0.00
GCSF 2905.57 | 2246.16 0 3.46 3.35 0.00 | 0.77 | 0.00 | -0.37 | 0.00
GM-CSF 0 0 0 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
GRO 12028.08 7796.1 312.7 4.08 3.89 | 2.50 | 0.65 | 0.03 | -0.63 | -5.27
GRO-a 12872.19 | 7508.46 1424.88 4.11 3.88 315 | 058 | 0.11 | -0.78 | -3.18
1-309 0 2731.32 5152.95 0.00 344 | 3.71 0.00 | 0.00 [ 0.00 | 0.00
IL-1a 0 1550.82 4699.62 0.00 3.19 | 3.67 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
IL-1b 0 254.81 2755.08 0.00 2.41 344 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
IL-2 0 0 1849.85 0.00 0.00 | 3.27 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
IL-3 1257.22 0 719.26 3.10 0.00 | 2.86 | 0.00 | 0.57 | 0.00 | -0.81
IL-4 1002.41 1050.62 155.42 3.00 3.02 | 2.19 1.05 | 0.16 | 0.07 | -2.69
IL-S 3888.47 | 2584.92 0 3.59 3.41 0.00 | 0.66 | 0.00 | -0.59 | 0.00
IL-6 59259.61 | 47679.68 | 36869.49 4.77 4.68 | 457 | 0.80 | 0.62 | -0.31 | -0.68
IL-7 2702.75 1886.34 0 3.43 3.28 0.00 | 0.70 | 0.00 | -0.52 | 0.00
IL-8 28923.44 | 20995.34 | 10698.04 4.46 432 | 4.03 073 | 037 | -0.46 | -1.43
IL-10 3780.81 1202.89 0 3.58 3.08 0.00 | 032 | 0.00 | -1.65 | 0.00
IL-12 0 1635.99 3866.2 0.00 3.21 359 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
IL-13 0 1555.06 4674.58 0.00 3.19 | 3.67 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
IL-15 0 0 2180.58 0.00 0.00 | 3.34 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
IFN-g 0 0 1874.54 0.00 0.00 | 3.27 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
MCP-1 30169.9 | 23700.97 | 27041.66 4.48 437 | 443 0.79 | 090 | -0.35 | -0.16
MCP-2 1882.92 664.22 1132.45 3.27 2.82 | 3.05 | 035 | 060 | -1.50 | -0.73
MCP-3 3541.14 1539.86 92.85 3.55 3.19 1.97 | 043 | 0.03 | -1.20 | -5.25
MSCF 6257.74 | 3036.02 0 3.80 3.48 0.00 | 049 | 0.00 | -1.04 | 0.00
MDC 1702.41 757.81 0 3.23 2.88 0.00 | 045 | 0.00 | -1.17 | 0.00
MIG 2416.82 970.54 0 3.38 299 | 0.00 | 040 | 0.00 | -1.32 | 0.00
MIP-1b 3919.2 1031.77 0 3.59 3.01 0.00 | 026 | 0.00 | -1.93 | 0.00
MIP-1s 0 609.54 2737.09 0.00 2.78 3.44 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
RANTES 0 0 1715.54 0.00 0.00 3.23 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00




SFC 0 0 1284.94 0.00 0.00 3.11 0.00 0.00 | 0.00 0.00
SDF-1 0 0 1266.53 0.00 0.00 3.10 0.00 0.00 | 0.00 0.00
TARC 893.57 0 1160.45 2.95 0.00 3.06 0.00 1.30 | 0.00 0.38

TGF-b1 1271.63 0 81.78 3.10 0.00 1.91 0.00 0.06 | 0.00 | -3.96
TNF-a 5729.11 1037.63 563.16 3.76 3.02 2.75 0.18 0.10 | -2.47 | -3.35
TNF-b 8127.92 2240.98 0 3.91 3.35 0.00 0.28 0.00 | -1.86 | 0.00

EGF 2238.21 887.99 0 3.35 2.95 0.00 0.40 0.00 | -1.33 | 0.00

IGF-1 1609.49 351.79 0 3.21 2.55 0.00 0.22 0.00 | -2.19 | 0.00

Angiogenin 2933.67 2067.57 0 3.47 3.32 0.00 0.70 0.00 | -0.50 | 0.00
Oncostatin M 0 0 847.84 0.00 0.00 2.93 0.00 0.00 | 0.00 0.00
Thrombopoiet 0 0 830.14 0.00 0.00 2.92 0.00 0.00 | 0.00 0.00
VEGF 0 0 1041.88 0.00 0.00 3.02 0.00 0.00 | 0.00 0.00
PDGF-BB 0 0 1068.76 0.00 0.00 3.03 0.00 0.00 | 0.00 0.00
Leptin 116.58 0 725.89 2.07 0.00 2.86 0.00 6.23 0.00 2.64
BDNF 1939.78 0 897.15 3.29 0.00 2.95 0.00 046 | 0.00 | -1.11
BLC 1805.92 0 0 3.26 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
Ckb 8-1 2338.7 0 0 3.37 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
Eotaxin 4174.8 1949.27 0 3.62 3.29 0.00 047 | 0.00 | -1.10 | 0.00
Eotaxin-2 1395.61 123.69 0 3.14 2.09 0.00 0.09 0.00 | -3.50 | 0.00
Eotaxin-3 2113.44 1770.51 0 3.32 3.25 0.00 0.84 0.00 | -0.26 | 0.00
FGF-4 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
FGF-6 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
FGF-7 0 0 562.39 0.00 0.00 2.75 0.00 0.00 | 0.00 0.00
FGF-9 0 0 332.59 0.00 0.00 2.52 0.00 0.00 | 0.00 0.00
FIt-3 Ligand 0 0 419.49 0.00 0.00 2.62 0.00 0.00 | 0.00 0.00
Fractalkine 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
GCP-2 1320.92 0 0 3.12 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
GDNF 1245.84 0 0 3.10 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
HGF 2987.89 345.85 0 3.48 2.54 0.00 0.12 0.00 | -3.11 | 0.00
IGFBP-1 1492.68 0 0 3.17 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
IGFBP-2 2797.12 1539.78 0 3.45 3.19 0.00 0.55 0.00 | -0.86 | 0.00
IGFBP3 0 0 1149.44 0.00 0.00 3.06 0.00 0.00 | 0.00 0.00
IGFBP-4 2373.19 3158.57 5555.84 3.38 3.50 3.74 1.33 234 | 041 1.23
IL-16 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
IP-10 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
LIF 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00
LIGHT 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00




MCP-4 20.63 0 0 1.31 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
MIF 1062.3 0 0 3.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
MIF-3a 1717.94 0 0 3.24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
NAP-2 2242.36 0 0 3.35 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
NT-3 4094.38 2342.38 0 3.61 3.37 0.00 0.57 0.00 | -0.81 | 0.00
NT-4 0 76.82 1811.97 0.00 1.89 3.26 0.00 0.00 0.00 0.00
Osteopontin 0 0 3300.16 0.00 0.00 3.52 0.00 0.00 0.00 0.00
Osteoprotegeri | 1669.77 3583.26 5699.09 3.22 3.55 3.76 2.15 3.41 1.10 1.77
PARC 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
PIGF 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
TGF-b2 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
TGF-b3 135.53 0 0 2.13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
TIMP-1 5788.66 0 1890.4 3.76 0.00 3.28 0.00 0.33 0.00 | -1.61
TIMP-2 27307.67 | 15774.05 | 16134.87 4.44 4.20 4.21 0.58 0.59 | -0.79 | -0.76

Control: Secretoma sin pretratamiento, LPS: 10ug/ml de Lipopolisacérico de E.coli, ASL: 10ug/ml
de Antigeno soluble de Leishmania braziliensis. 1S: Intensidad de sefial. ER: Expresion relativa.

Negrita:Valores mas respresentativos de cambios de expresion




Anexo 7. Evaluacion cuantitativa de la expresion de citoquinas en los secretomas
de CEMh de gelatina de Wharton. Se representa el promedio de tres experimentos

independientes de obtencion del secretoma.

) ) ) Promedio DE
Citoquina Tratamiento P-value
(n=3) (n=3)
Control 0.396 0.054
IDO
ASL (10ug/ml) 0.164 0.015 0.0121*
(ng/ml)
LPS (10ug/ml) 0.319 0.108 0.4104
Control 200.3 66.39
IL-6
ASL (10ug/ml) 178.6 27.90 0.7477
(pg/ml)
LPS (10ug/ml) 97.86 14.20 0.0371*
Control 15.80 341
L-kinurenina
ASL (10ug/ml) 8.80 0.21 0.0492*
(um)
LPS (10ug/ml) 20.17 1.95 0.2128
Control 32.07 1.09 0.008**
INOS
ASL (10ug/ml) 27.80 0.27 0.007**
(um)
LPS (10ug/ml) 36.37 1.16 <0.001***

Control: Secretoma sin pretratamiento, LPS: Lipopolisacarico de E.coli, ASL: Antigeno soluble de
Leishmania braziliensis. DE: desviacion estandar. Prueba estadistica no paramétrica de Kruskal

Wallis y comparacion multiple de Dunn *p-value<0.05 **p-value<0.01 ***p-value<0.001



Anexo 8. Evaluacién de la capacidad inmunomoduladora de los secretomas en

PBMCs de 3 voluntarios. Se presenta el promedio de 3 replicas por voluntario.

» V1 V2 V3 P-value | P-value
Poblacion o Tratamient 5 gi DE
ratamiento romedio VS VS
subpoblacion (n=3) (n=3) (n=3) ( (
DMEM) | Control)
-PHA 1.47 2.07 2.47 2.00 0.50
+PHA 1.06 2.36 2.82 2.08 0.91
DMEM 0.94 2.21 2.51 1.89 0.83
CD4+/ CD8+ Control 0.99 2.1 2.6 1.90 0.82 | >0.999
ASL
1.99 0.90 | 0.2390 | 0.6831
(10ug/ml) 0.99 2.23 2.76
LPS
1.99 0.83 | 0.3467 | 0.9284
(10ug/ml) 1.07 2.22 2.69
-PHA 34 37.6 39.2 36.93 2.66
+PHA 34.9 48.4 51.4 44.90 8.79
DMEM 33.9 49.2 52.8 45.30 10.04
CD4+ Control 34.87 48.4 51.4 44.89 8.81 | >0.999
ASL
45.01 9.35 | >0.999 | >0.999
(10ug/ml) 34.57 47.83 52.63
LPS
45.68 8.64 | >0.999 | >0.999
(10ug/mil) 35.93 48.7 52.4
-PHA 23.2 18.2 15.9 19.10 3.73
+PHA 33 20.5 18.2 23.90 7.96
CD8+
DMEM 36 22.3 21 26.43 8.31
Control 35.3 23 19.77 26.02 8.19 | >0.999




ASL

2514 | 856 | 0.1611 | 0.3467
(10ug/ml) 34.93 21.43 19.07
LPS
2502 | 7.61 | 0.3467 | 0.6831
(10ug/ml) 33.7 21.9 19.47
-PHA 0.85 0.2 0.51 0.52 0.33
+PHA 2.47 3.15 1.7 2.43 1.02
DMEM 25 2.99 1.71 2.45 0.91
Thl (CD4+ Control 2.8 328 2.35 2.81 0.65 | 0.7280
IN
2l ASL
2.41 0.37 | >0.999 | 0.7280
(10ug/ml) 2.43 2.67 2.15
LPS
2.47 0.61 | >0.999 | 0.7280
(10ug/ml) 2.5 2.9 2.04
-PHA 0.54 0.43 0.19 0.39 0.18
+PHA 1.86 2.53 1.43 1.98 0.78
DMEM 1.82 2.43 1.18 1.81 0.88
Treg (CD25+ | Control 1.61 2.1 1.08 1.59 0.72 | >0.999
FOXP3+)
ASL
1.54 0.40 | >0.999 | >0.999
(10ug/ml) 1.52 1.83 1.26
LPS
1.55 0.60 | >0.999 | >0.999
(10ug/ml) 1.54 1.98 1.13
-PHA 0.64 1.15 0.37 0.72 0.39
+PHA 0.68 0.8 0.84 0.77 0.08
DMEM 0.91 0.81 0.69 0.70 0.11
Treg/Thl
Control 0.63 0.64 0.46 0.58 0.10 | 0.1266
ASL
0.65 0.07 | >0.999 | 0.6831
(10ug/ml) 0.64 0.73 0.59




LPS
0.63 0.07 | 0.6831 >0.999
(10ug/ml) 0.66 0.68 0.55
-PHA 2.48 0.48 0.96 1.31 1.04
+PHA 4.61 3.67 1.34 3.21 1.68
DMEM 3.76 3.28 3.73 3.59 0.27
CD8+INFy+ Control 4.7 39 2.37 3.66 1.18 | >0.999
ASL
2.93 0.66 | 0.3467 0.1611
(10ug/ml) 3.45 3.15 2.18
LPS
3.21 0.68 | >0.999 >0.999
(10ug/ml) 3.58 3.62 2.42

V: Voluntario, +PHA: con fitohemaglutinina, -PHA: sin PHA, DMEM: medio base de recoleccion
de los secretomas. Control: Secretoma sin pretratamiento, LPS: Lipopolisacérico de E.coli, ASL:
Antigeno soluble de Leishmania braziliensis. DE: desviacion estandar. Prueba estadistica no
paramétrica de Friedman para muestras pareadas y comparacion multiple de Dunn *p-value<0.05

**p-value<0.01 ***p-value<0.001




Anexo 9. Evaluacion de la capacidad antiproliferativa de los secretomas en PBMCs

de 3 voluntarios. Se presenta el promedio de 3 replicas por voluntario.

V1 V2 V3 P-value P-value
Tratamiento (n=3) | (n=3) | (n=3) Promedio | DE (vs (vs
DMEM) | Control)
-PHA 03 | 038 | 0.33 0.34 0.04
+PHA 63.8 | 68.6 | 73.4 68.60 4.80
% DMEM 625 | 69.9 | 74.3 68.90 5.96
PROLIFE ™—cotrol | 6753 | 713 | 762 | 7168 | 435 | 0.3467
RACION
ASL
CD4+ 71.81 5.32 0.0685 >0.999
(10ug/ml) | 66.43 | 71.93 | 77.07
LPS
71.23 5.29 >0.999 >0.999
(10ug/ml) | 66.03 | 71.07 | 76.6
+PHA 1.49 | 151 | 1.37 1.46 0.07
DMEM 1.47 | 148 | 1.31 1.42 0.09
Control 152 | 152 | 1.41 1.48 0.06 0.1431
IP CD4+ ASL
1.46 0.06 >0.999 0.6831
(10ug/ml) 15 | 1.49 | 1.39
LPS
1.47 0.06 0.3467 >0.999
(10ug/ml) 15 | 152 1.4
-PHA 035 | 03 | 0.38 0.34 0.04
+PHA 68.6 | 545 | 785 67.20 12.06
% PRO DMEM 68.2 | 55.6 | 82.1 68.63 13.26
CD8+ Control 71.67 | 54.03 | 80.17 68.62 13.33 | >0.999
ASL
69.10 11.73 | >0.999 >0.999
(10ug/ml) 73.2 | 55.87 | 78.23




LPS
(10ug/ml) | 69.07 | 51.47 | 78.53

66.36 13.73 >0.999 >0.999

+PHA 2.61 1.91 1.65 2.06 0.49

DMEM 2.62 1.92 1.6 2.05 0.52

Control 2.68 1.9 1.73 2.10 0.50 >0.999
IP CD8+ ASL

2.09 054 | >0999 | 0.9284
(1oug/ml) | 271 | 1.9 | 1.68

LPS
(10ug/ml) | 2.61 | 1.87 | 1.69

2.06 0.48 >0.999 >0.999

V:Voluntario, +PHA: con fitohemaglutinina, -PHA: sin PHA, DMEM: medio base de recoleccion
de los secretomas. Control: Secretoma sin pretratamiento, LPS: Lipopolisacérico de E.coli, ASL:
Antigeno soluble de Leishmania braziliensis. DE: desviacion estandar. Prueba estadistica no
paramétrica de Friedman para muestras pareadas y comparacion multiple de Dunn *p-value<0.05

**p-value<0.01 ***p-value<0.001
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