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Resumen

Oligonucledtidos inmunomoduladores para el tratamiento de la diabetes tipo 1.

Efectos y mecanismo de accion del IMT504.

La diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad autoinmune donde las células beta
del pancreas son destruidas por células inmunoldgicas. Actualmente no existe
ninguna intervencion clinica efectiva y, por ende, los pacientes deben ser tratados
de por vida con insulina. De todas formas, este tratamiento no es suficiente para
evitar las complicaciones a largo plazo y, ademas, la calidad de vida de los
pacientes esta limitada. Avances en inmunologia y regeneracién permitieron el
desarrollo de nuevos tratamientos, sin embargo, su uso se vio limitado por la
necesidad crénica de medicamentos inmunosupresores. Por lo tanto, nuevas
estrategias son indispensables para prevenir, tratar y/o curar la DT1. En este
contexto, surge el uso de oligonucle6tidos (ODNs) inmunomoduladores de la
familia PyNTTTTGT. EI IMT504, prototipo de esta familia y conocido por sus
propiedades regenerativas, ha demostrado reducir los niveles de glucemia en
ratones diabéticos no obesos (NOD/L1tJ). En este proyecto de tesis, evaluamos el
efecto del IMT504 sobre células madre mesenquimales (MSCs) extraidas de
médula 6sea y células linfoides [linfocitos B (LB) y linfocitos T (LT)] extraidas
del bazo, pancreas y nédulos linfaticos drenantes. MSCs y linfocitos de ratones
NOD prediabéticos (pre-DT1) y diabéticos (DT1) fueron tratados in vitro con
diferentes dosis de IMT504 (entre 0,5y 20 pug/ml). Ademas, realizamos ensayos
de viabilidad, proliferacion y migracion en MSCs. Determinamos que dosis bajas
del IMT504 estimulan la formacién de unidades formadoras de colonias [CFU-F

(10° células sembradas/cm?): IMT504: 85 vs Control: 65 p<0.05] e inducen la



capacidad migratoria (indice migratorio: IMT504: 75 vs Control: 20, p<0.05). El
efecto inductor fue detectado con la dosis de 0,5 pg/ml, mientras que dosis
mayores a 10,5 pg/ml no generaron diferencias o incluso lograron el efecto
contrario. Asimismo, no obtuvimos diferencias significativas en la activacion y
proliferacion de LB de bazo luego del tratamiento con dosis altas de IMT504.
Respecto a los LT, utilizamos células aisladas de pancreas o nddulos linfaticos.
La poblacion de interés se separo por citometria de flujo y se estimul6 in vitro con
0,5 pg/ml de IMT504 o de ODN control. Luego de la estimulacion, se midié la
actividad y funcionalidad de los linfocitos (induccion de células T reguladoras y
expresion de genes por citometria y activacion de vias de sefializacion por qPCR).
El IMT504 indujo la produccion de TGF-B (p < 0.05 vs control), citoquina que
estimula propiedades regenerativas en células madre y en las células 3
pancreaticas. Ademads, analizamos las vias de sefalizacion moleculares
involucradas en la desregulaciéon de la DT1. Observamos una reduccion en los
niveles de PI3K (p < 0.01 vs control), mTOR (p < 0.05 vs control) y STAT (p <
0.01 vs control). La disminucion en la expresion de estos genes esta relacionada
con altos niveles del transportador de glucosa 1 (GLUT1), la normoglucemia y la
reprogramacion celular hacia células tipo B, respectivamente. También
observamos que la expresion de MAP3K?7, asociada con la destruccion de células
B, disminuye (p < 0.05 vs control). En conclusion, nuestros resultados indican que
el IMT054 ejerce un efecto sobre las MSCs, que podrian ser participes de la
regeneracion observada y, sobre los LT, de forma de apagar o disminuir la

respuesta auto inflamatoria que lleva al establecimiento y desarrollo de la DTL1.

Palabras Clave: Diabetes tipo uno, NOD, Oligonucleétidos, IMT504, celulas

madre mesenquimales, modulacion del sistema.



Abstract

Immunomodulatory oligonucleotide for type 1 diabetes treatment. Effects and

action mechanism of IMT504.

Type 1 diabetes (T1D) is a multifactorial autoimmune disease where autoreactive
T cells destroy insulin-producing pancreatic B-cells. Currently, there are no
effective clinical interventions for T1D, and patients rely on insulin treatment for
life. There is a consensus that new innovative approaches to predict, treat, and
prevent T1D. Different strategies to modulate the immunological response and
restore B-cell mass have been performed but are limited by the availability of
grafts and the need for chronic immunosuppression. IMT504 is the prototype of
the PyNTTTTGT family of immunomodulatory oligonucleotides (ODNs), which
are known for their regenerative properties and have been shown to be effective
in lowering glycemia in nonobese diabetic (NOD/LtJ or simply NOD) mice. Here,
we investigate the effect of IMT504 on bone marrow mesenchymal stem cells
(BM-MSCs) and splenocytes in NOD/LtJ mice. BM-MSCs and splenocytes from
pre-diabetic and diabetic NOD mice were treated in vitro with different doses of
IMT504 (from 0.5 to 20 pg/ml). Fibroblast colony-forming units (CFU-F) that
originate MSCs, viability, and migration assays were assessed. It was determined
that 0.5 pg/ml of IMT504 stimulated MSCs (CFU-F (106 seed cells/cm2):
IMT504: 85 vs. Control: 65, p<0.05) and migration capacity (migration index:
IMT504: 75 vs. Control: 20, p<0.05). No differences were observed in splenocyte
activation/proliferation at higher doses. Also, we investigate the effect of the ODN
IMT504 on T cells from NOD mice. Infiltrating T cells were isolated from the

pancreas and lymph nodes of pre-diabetic and diabetic NOD mice. Cells were then



sorted and treated in vitro with 0.5 pg/ml IMT504 or control ODN. After
treatment, lymphocyte activity and functionality were characterized
(differentiated T cell subsets, gene expression (cytometry), activated signaling
pathways (qPCR), and induction of regulatory T cells (cytometry)). IMT504
induced TGF-B (*p < 0.05 vs. control), a cytokine that stimulates regenerative
properties in stem cells and higher p-cell number. We analyzed the molecular
signaling pathways involved in the deregulation of T1D. We measured lower
levels of PI3K (*p < 0.01 vs. control), mTOR (*p < 0.05 vs. control), and STAT
(*p < 0.01 vs. control). Downregulation of these genes is associated with higher
levels of glucose transporter 1 (GLUTL1), normalized glycemia, and cellular
reprogramming into B-like cells, respectively. MAP3K7 expression, which is
associated with p cell destruction, was also downregulated (*p < 0.05 vs. control).
In conclusion, our results indicate that IMT504 exerts an effect on MSCs and T

cells that may prevent the onset of diabetic autoimmunity.

Keywords: type one diabetes, NOD, oligonucleotide, IMT504, mesenchymal stem

cells, immune system modulation.
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Abreviaturas

ADN: 4cido desoxirribonucleico
ADNCc: acido desoxirribonucleico copia
ARN: acido ribonucleico

BM: médula dsea

BMMCs: células mononucleares de médula
Osea

BM-MSCs: células madre mesenquimales
de médula dsea

CAT#: numero de catdlogo
CD: grupo de diferenciacién

CMH-I: complejo mayor de
histocompatibilidad clase 1

CMH-II: complejo mayor de
histocompatibilidad clase 2

Cre: Recombinacidn ciclica
CTS: Cataract Shionogi strain
DC: Células dendriticas

DG: Diabetes gestacional
DM: Diabetes mellitus

DT1: diabetes tipo 1

DT2: diabetes tipo 2

E/P/A: estreptomicina/ penicilina/
anfotericina A

GLUT1: Transportador de glucosa tipo 1
H: Hora
HLA: antigeno leucocitario humano

HLCs: Células tipo hepatocito

Ig: Inmunoglobulinas

LB: Linfocitos B

L-glu: L-glutamina

LoxP: Loci de recombinacién P1

LT: Linfocitos T

mDC: célula dendritica madura
MDSCs: Células mieloide supresoras
miRNA: micro acido ribonucleico
MSCs: Células madre mesenquimales
MP: Metilfosfonato

NK: Asesinas naturales

NOD: Diabéticos no obesos

ODN: Oligonucleétido

PBMCs: células mononucleares de sangre
periférica

PBS: Tampdn fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
pDC: Células dendriticas plasmacitoides
Pre-DT1: Prediabético

PS: Fosforotioato

SFB: Suero fetal bovino

TAA: Tioacetamida

TAE: Tris-Acetato-EDTA

Treg: T reguladores
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1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabolicas de multiples
etiologias. Se caracteriza por hiperglucemia cronica y trastornos en el metabolismo de los
hidratos de carbono, grasas y proteinas, resultado de defectos en la secrecion de insulina,
en la accion de esta 0 ambas®2. Actualmente se puede clasificar la DM segun su etiologia
en diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes mellitus gestacional y un grupo grande, pero

con poca incidencia, de tipos especificos de diabetes.

La diabetes tipo 1 (DT1) autoinmune, originalmente llamada insulino dependiente
0 diabetes juvenil, se caracteriza por una insuficiencia absoluta de insulina, como
consecuencia de la destruccion autoinmune de las células beta pancreéticas (célula p) 2.
Representa el 5-10% de todos los tipos de diabetes. En general comienza en la nifiez o
adolescencia, aunque hay una forma de presentacion menos frecuente y de progresion
lenta que se da en los adultos denominada diabetes autoinmune latente del adulto®
(LADA, del inglés latent autoimmune diabetes of the adult). En algunas formas de DT1,
denominadas idiopaticas, su etiologia es desconocida y se caracterizan por insulinopenia

sin evidencias de destruccion de células p asociada a autoinmunidad®®.

La diabetes tipo 2 (DT2) se asocia con defectos en la secrecion y/o accion de la
insulina debidos a la insulinorresistencia primaria. Ocurre tipicamente en individuos con
sobrepeso 0 aumento de grasa abdominal y representa el 90-95% de los casos de

diabetes®”.

La diabetes mellitus gestacional (DG) se define como una intolerancia a los
hidratos de carbono de severidad variable que comienza o se diagnostica durante el

segundo o tercer trimestre de embarazo®.
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Ademas, hay tipos especificos menos frecuentes de diabetes que surgen como
consecuencia secundaria. En este grupo tenemos la diabetes asociada a defectos genéticos
que llevan a una disfuncién en las células B, como pueden ser la diabetes neonatal o
diabetes del adulto de inicio juvenil (MODY: del inglés maturity onset diabetes of the
young). Los distintos tipos de MODY se caracterizan por la secrecion deficiente de
insulina®. Otro tipo de diabetes surge por enfermedades del pancreas exocrino (fibrosis
quistica, neoplasias, pancreatitis, entre otras), donde se pierde la capacidad de regular la
glucosal®. Ademas, existen diabetes debidas a endocrinopatias, diabetes inducida por
drogas o0 quimicos (tratamiento prolongado con glucocorticoides en HIV o
postransplante), infecciones (citomegalovirus, rubeola congénita) y, por ultimo, diabetes

asociadas con otros sindromes genéticos (trisomia 21, Turner, Klinefelter, entre otros) >®.
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1.1 Epidemiologia de la Diabetes mellitus

En el ultimo siglo, el mundo se enfrenta con un fendbmeno de explosion
demogréfica de la DM con aumentos significativos en la incidencia y prevalencia de la
enfermedad. Globalmente, en 2021 alrededor de 537 millones de personas de entre 20 y
79 afios han sido diagnosticados con diabetes y se proyecta que en 2045 estos valores van
a alcanzar los 783 millones de personas en la misma franja etaria, lo que representa el
12.2% de la poblacion mundial (Figura 1). Segun estimaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud, del total de personas con diabetes, el 95% de los casos presenta DT2
y el 5% restante DT1. En Argentina, por ejemplo, 1,8 millones de personas de entre 20-
79 afios padecen la enfermedad, lo que representa el 6% de la poblacién. Es fundamental
tener en cuenta que se estima alrededor de 240 millones de personas a nivel mundial sin
diagndstico y que el mayor porcentaje de estas personas se encuentra en los paises con

menos ingresos per capita 1.

A nivel mundial, la diabetes es una causa importante de ceguera, insuficiencia
renal, cardiopatias, accidentes cerebrovasculares y amputaciones. En el afio 2021, la
diabetes fue responsable de la muerte de 6,7 millones de personas®?. En el caso de nifios
y adolescentes (0 a 19 afios), el nimero de enfermos aumenta anualmente, donde
alrededor de 1,2 millones manifiestan DT1. Asimismo, la diabetes gestacional o

hiperglucemia durante el embarazo afecta a 1 de cada 6 embarazadas en todo el mundo.
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Figura 1: Niumero de personas entre 20-79 afios con diabetes a nivel mundial y por regién en
2021 y estimaciones para 2045. Adaptacién de la 10? edicidon del Atlas de la Federacion
Internacional de Diabetes.
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El incremento en el nimero de personas con diabetes es multifactorial, como
pueden ser los cambios en la alimentacion, mayor esperanza de vida y mejoras en los
métodos de deteccion. Pero, a pesar de los avances, se estima que hay un 45% de personas
diabéticas sin diagnostico, mayormente del tipo DT2. La deteccion tardia, asi como la
ausencia o complejidad del tratamiento, genera un déficit de insulina e hiperglucemia que
Ilevan a complicaciones macro y microvasculares asociadas. Estas complicaciones son la
retinopatia (32%), la neuropatia (25%), la nefropatia (23%), la enfermedad cardiovascular

y las amputaciones!314,

La progresion de la enfermedad con complicaciones agudas y cronicas no solo
reduce la calidad y expectativa de vida de los pacientes, sino que ademas representa un
elevado costo socioecondmico®®. De lo expuesto, surge la necesidad de mejorar la
eficacia en las estrategias de prevencion, tanto en programas de deteccién, como en los

de seguimiento y tratamiento de la enfermedad.

17



1.2 Etiologia y patogenia

El pancreas es una glandula mixta compuesta por una porcion exocrina, los acinos,
y una porcion endocrina, representada por los islotes de Langerhans. Los acinos
representan el 98% de la masa pancreética y es donde se producen las enzimas digestivas.
Los islotes representan el 2% de la masa y se encargan de la sintesis de hormonas vitales
para la homeostasis metabdlical’. Estos islotes estan formados por cinco tipos principales

de células secretoras de hormonas:

Células a: secretoras de GLUCAGON (25%)

Células B: secretoras de INSULINA (60%)

Células o: secretoras de SOMATOSTATINA (10%)

Células PP y ¢: secretoras del polipéptido pancreatico y grelina (5%)

El nimero total de células B productoras de insulina es un factor critico en la
regulacion de la homeostasis de la glucosa. EI nimero de células esta determinado durante
el final de la gestacion y los primeros dias después del nacimiento pero, ademas, esta
regulado por mecanismos de replicacion y apoptosis celular durante la vida del individuo.
Alteraciones que llevan a una reduccion en el nimero de células B generan un estado de
insulinopenia, que puede terminar con el establecimiento de patologias metabolicas como
puede ser la diabetes!’~1°. Como se menciona anteriormente, la DT1 se caracteriza por la
destruccion total o parcial de las células By, por ende, los niveles de insulina disminuyen

significativamente.

En el dltimo tiempo se ha determinado que tanto factores genéticos como

epigenéticos y ambientales estan involucrados en la etiologia de la DT1. Ademas de
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determinar el tipo de células inmunes efectoras que van a guiar el proceso inflamatorio
que lleva al desarrollo de la patologia, estos factores generan defectos en las funciones de
la médula 6sea (BM, del inglés bone marrow) y el timo, en el sistema inmune y en las
células B del pancreas, que colectivamente contribuyen en la fisiopatologia de la DT1

(Figura 2)%.
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Figura 2: Procesos fisiopatoldgicos que contribuyen al desarrollo de la diabetes tipo 1. Defectos
en (A) la médula 6sea y el timo, (B) el sistema inmune y (C) las células B pancreaticas llevan a la
destruccién de células B, lo que reduce significativa o totalmente los niveles de insulina. Treg:
linfocitos T reguladores. APC: células presentadoras de antigeno. CMH: complejo mayor de
histocompatibilidad. Imagen editada y traducida de Mark A. Atkinson et al (2014).

Se ha demostrado que el componente hereditario de la DT1 es mayor al 80%. Los
genes involucrados se expresan en celulas del sistema inmune y/o en células f

pancreaticas. EI componente genético esta asociado principalmente al locus del antigeno

leucocitario humano (HLA) de clase 11 DQ y DR, aunque también se han encontrado otros
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genes no-HLA que llevan al desarrollo de la enfermedad?!?2. Los genes de HLA de clase
Il se expresan en células presentadoras de antigeno (APC) como las células dendriticas
(DCs), los macréfagos y las células de epitelio timico. Estas ultimas, por ejemplo,
presentan autoantigenos en el timo y asi inducen la auto-tolerancia. Alelos HLA de clase
Il ineficientes permiten que linfocitos T autorreactivos escapen al mecanismo de
seleccidn negativa. Los genes del locus HLA de clase | estan relacionados con el progreso
de la DT1%. Respecto a los genes no-HLA, podemos encontrar polimorfismo en el gen
de insulina (Ins), el de la proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos (CTLA4), la
proteina tirosina fosfatasa no receptora 22 (PTPN22), el receptor de IL-2 (IL-2R), el
interferon inducible con dominio de helicasa 1 (IFIH1), entre otros nuevos que se han
logrado determinar??4, Alteraciones en CTLA4 llevan a una mala regulacion de la
respuesta inmune, es decir, fallas en el funcionamiento de los LT reguladores®. IL-2R
afecta tanto a LT reguladores como efectores, pero en este caso se ha visto que variantes

del gen que inducen su expresion tienen un efecto protector de la diabetes?®.

Con respecto a las modificaciones epigenéticas, se han asociado principalmente
las metilaciones en el ADN como factor de riesgo de la DT1, pero también hay
modificaciones en la regulacién de micro ARN (miRNA del inglés) e histonas. Estos
factores, por ejemplo, reducen la transcripcion del gen de insulina o alteran la respuesta

de células del sistema inmune, entre otros efectos?’.

Otro de los factores mencionados que participan en el establecimiento de la DT1
es el ambiente. El desarrollo de la enfermedad se ve influenciado por determinados
habitos y costumbres de los individuos, asi como por la exposicién a microorganismos o
toxinas. Diversos estudios demuestran que, la reduccién en la microbiota intestinal, la
obesidad, el consumo prematuro de leche y fruta, el gluten, la falta de vitamina D, ciertas

toxinas y algunas infecciones virales, son importantes para el desarrollo de la patologia.
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Las toxinas, por ejemplo, inducen un mal procesamiento de la proinsulina, lo que termina
con la activacion de células autorreactivas®®. La falta de vitamina D lleva al mal
funcionamiento de los linfocitos?®. Los virus pueden inducir un efecto citolitico directo
sobre células B¥. Entonces, podemos decir que el ambiente contribuye con cambios en la

homeostasis del sistema inmune y asi induce el desarrollo de la DT15L,

El mecanismo que gatilla el desarrollo de la DT1 no se conoce con exactitud, sin
embargo, se han logrado determinar una serie de sucesos que llevan a ciertos individuos
aun estado hiperglucémico. En lineas generales, la combinacién de eventos desfavorables
establece un estado autoinmune que permite el desarrollo de la diabetes (Figura 3). Es
decir, el establecimiento de la enfermedad depende de la susceptibilidad genética de los

individuos y de la presencia de uno o mas disparadores ambientales3'?,

Inicialmente, estos sucesos inducen la produccion de IFN-a y la expresion de
moléculas del CMH-I en las células B pancreaticas, que quedan expuestas a los linfocitos
CD8* autorreactivos. Al mismo tiempo, en los nédulos linfaticos pancreaticos, las células
APC presentan antigenos de células B mientras que, en la periferia, el ambiente induce un
cambio metabdlico hacia un estado proinflamatorio que va a favorecer la respuesta
autorreactiva de los LT efectores®. En este contexto proinflamatorio, los LB reconocen
autoantigenos y, con la ayuda de linfocitos CD4*, van a diferenciarse a células
plasmacitoides y producir autoanticuerpos. Ademas, los linfocitos CD8* autorreactivos
proliferan y migran hacia el pancreas, generando una segunda ola de destruccion de

células B 3+3°.
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Figura 3: Hipdtesis del desarrollo y establecimiento de la diabetes tipo 1 segln la progresién de
la respuesta inmunoldgica (representado en columnas) en diferentes lugares anatémicos
(representado en filas). Ademas, se muestra el deterioro en la funcién y numero de las células
(curva naranja). Imagen adaptada y traducida de Tom L. Van Belle et al (2011).

Por un lado, la muerte celular estimula la liberacién de nuevos autoantigenos que
van a ser reconocidos por células APC y la generacion de nuevos linfocitos CD4", CD8"
y LB que retroalimentan la autoinmunidad. Por otro lado, el estrés producido por la
masiva muerte de células B interrumpe la sintesis de insulina en las células p restantes?,
Podemaos decir que llegar al estado hiperglucémico se debe a la retroalimentacion positiva
en celulas autorreactivas y, ademas, los mecanismos de autocontrol son disfuncionales,

es decir, las células T reguladoras no logran mantener la homeostasis del sistema3®=’.

Curiosamente, la misma inflamacion puede estimular la proliferacion y

funcionalidad de las células B, generando un estado de recaida y remision constante hasta
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que, finalmente, la respuesta autoinmune prevalece. En humanos con diabetes, el periodo
de remision es un estado transitorio donde hay produccion de insulinay, por ende, control
de la glucemia. Esta etapa se la conoce con el nombre de “fase de luna de miel”. En el
modelo murino NOD esta etapa de remision no se manifiesta y se asocia con una respuesta

inmune mas agresiva en estos animales 3.

La tasa de progresion de la enfermedad esta determinada por la aparicion de
marcadores de autoinmunidad, intolerancia a la glucosa y la aparicion de sintomas. Por
este motivo, en la actualidad, la DT1 esta dividida en 3 estadios. Individuos en el estadio
1 se caracterizan por presentar normoglucemia y la presencia de al menos dos
autoanticuerpos, incluyendo 1A-2, ZnT8, GADG65 e insulina®. El salto al estadio 2 se
determina con la prueba de tolerancia a la glucosa oral, que indica la capacidad del
pancreas de controlar la glucemia. Individuos en estadio 2 no regulan correctamente la
glucemia, pueden tener elevados los valores de hemoglobina glicosilada (HbAlc), y
deben ser positivo para autoanticuerpos como en el estadio 1. En esta etapa, los pacientes
pueden permanecer durante afios antes de la aparicion de los sintomas*®*. En el estadio
3 se incluyen individuos con manifestaciones clinicas claras. Es decir, pérdida de peso,
fatiga, poliuria, polidipsia, polifagia y cetoacidosis. Ademas, los pacientes en el estadio 3
presentan hiperglucemia y todos los marcadores mencionados en los estadios previos®.
Desafortunadamente, en la mayoria de los casos, el diagndstico se hace cuando guedan
entre el 10-30% de las células B funcionales y, por ende, las manifestaciones clinicas se

corresponden al Gltimo estadio de la DT1%2.

El aspecto mas preocupante del incremento en la prevalencia y la deteccidn tardia
0 nula de los individuos con DT1 abarca las complicaciones crénicas asociadas a esta

patologia. Estas complicaciones representan un costo econémico para los paises donde
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ocurren y, sobre todo, disminuyen drasticamente la calidad y esperanza de vida de sus

habitantes.

Segun el compromiso en los vasos sanguineos, las complicaciones a largo plazo
se dividen en dos grandes grupos. En primer lugar, pueden aparecer complicaciones
asociadas a la microvasculatura, donde los capilares o vasos sanguineos de menor calibre
resultan dafiados como consecuencia de la hiperglucemia. En segundo lugar, estan las
complicaciones en la macrovasculatura, donde los grandes vasos (arterias) son los que

resultan perjudicados*44,

Las complicaciones microvasculares surgen en tejidos donde el metabolismo de
la glucosa es independiente de la insulina, como en las neuronas, rifiones y retina. Por
este motivo, la gran mayoria de los individuos con DT1 desarrollan neuropatias,
nefropatias y retinopatias. En la neuropatia se pierde el grosor de los axones, hay
desmielinizacion e incluso muerte neuronal, que lleva a la pérdida de la sensibilidad
nerviosa®*. En la nefropatia, el flujo sanguineo y la permeabilidad vascular se ven
alterados por la hiperglucemia, y generan cambios en la fisiologia de los glomérulos y de
los tubulos renales. A medida que progresa la nefropatia las complicaciones no sélo se
relacionan con problemas de filtracion, sino que aparecen fallas en la regulacion de la
presion arterial, la liberacion hormonal (eritropoyetina), la activacion de la vitamina D y
la hipoglucemia®. La retinopatia esta relacionada con alteraciones en los capilares que
irrigan la retina. El flujo y la permeabilidad a través de la microvasculatura se dificulta
por la hiperglucemia, generando edema en la retina, obstruccién en los capilares y/o

neovascularizacion, que se evidencia clinicamente con alteracion en la vision*344,

Las complicaciones macrovasculares surgen como consecuencia de niveles
elevados de glucosa en sangre que generan disfuncion endotelial, inflamacion vascular,
estrés oxidativo, acumulacién de lipidos en los vasos, adelgazamiento de la pared arterial
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y arritmia. Todos estos cambios en la fisiologia macrovascular dificultan el flujo
sanguineo y son causales de las cardiopatias y enfermedades cerebrovasculares
caracteristicas de la diabetes*’*8. Es importante sefialar que el deterioro en el epitelio
vascular afecta tanto a la micro como a la macrovasculatura. Es decir, el dafio en vasos
de menor y mayor calibre ocurre conjuntamente, por lo tanto, los pacientes desarrollan

ambas complicaciones.

Los estudios epidemioldgicos indican que la prevalencia en diabetes esta
aumentando drasticamente, lo que va de la mano con un incremento en las complicaciones
a largo plazo'®. Por este motivo, es fundamental entender la fisiopatologia de la
enfermedad para desarrollar nuevas estrategias que logren erradicar la enfermedad o que

eviten el desarrollo de complicaciones que dificultan la vida de las personas.
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1.3 Sistema inmune en la diabetes tipo 1

El sistema inmune (SI) es una compleja red de drganos, células y proteinas
encargada de mantener la fisiologia del organismo. Dicho sistema se caracteriza por
responder frente a diversos estimulos patogénicos como pueden ser la presencia de
microorganismos (virus, bacteria, hongo y parésitos), células cancerosas e incluso
responder a moléculas indicadoras de dafio tisular. De acuerdo con el agente causal de
enfermedad, el Sl va a gatillar una respuesta innata (natural o no especifica) o adaptativa
(especifica). La respuesta inmune innata se caracteriza por responder rapidamente
(horas/dias) y por reconocer patrones moleculares asociados a patdégenos. Por otro lado,

la respuesta adaptativa ocurre lentamente (dias/semanas) pero es mas potente y efectiva.

Una propiedad fundamental del Sl es su capacidad de distinguir o diferenciar los
antigenos propios de los no propios o extrafios. Cualquier desviacion en esta capacidad
puede conducir a complicaciones patogénicas. Esto dltimo se conoce como
autoinmunidad y es consecuencia de la ruptura de los mecanismos de tolerancia
inmunitaria central o periférica®®. La tolerancia es la capacidad natural del sistema inmune
de reconocer antigenos propios como propios y asi poder mantener la homeostasis
(Figura 4). En el timo se seleccionan y favorece la supervivencia de LT que reconocen
el complejo CMH-péptido propio con baja afinidad. Cuando el autorreconocimiento falla
se generan autoanticuerpos y/o LT autorreactivos donde las dianas o blancos son

autoantigenos®°.
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Figura 4: Mecanismo de tolerancia T. Progenitores timicos entran al timo desde la médula 6sea
via vasos sanguineos. Los timocitos en sus estadios mas inmaduros son doble negativo (DN)
para CD4CD8 donde, sufren rondas de division (DN1 a DN4), rearreglos en el TCR y controles
de reconocimiento. Los timocitos doble positivos (DS) CD4*CD8" son los que sobreviven,
proliferan, diferencian y entran en el proceso de seleccién positiva. Los timocitos con baja
afinidad por péptidos propios se diferencian a simple positivo (SP) CD4* o CD8*.Los timocitos
DP que no expresan TCR mueren por negligencia. Timocitos SP que reconocen con mucha
afinidad lo propio mueren por apoptosis en el proceso de seleccién negativa. TEC: células del
epitelio timico, DC: células dendriticas., TCR: receptor de células T. Imagen adaptada y
traducida de Lifeng Wang et al (2015).

La DT1 es una enfermedad autoinmune del tipo érgano-especifico, donde los
elementos de la respuesta inmunitaria afectan las células B del pancreas. El desarrollo de
la enfermedad es multifactorial; la influencia tanto de factores ambientales como
genéticos llevan al mal funcionamiento de los mecanismos de tolerancia inmunolégica
contra las células B. Entonces, desde el punto de vista fisiopatologico, hay deficiencia
parcial o total en la secrecion de insulina. La evidencia sugiere que el desarrollo de la

DT1 se da, en gran parte, como consecuencia de la presentacion de antigenos propios

(péptidos de células B) en el CMH de células APC. Estas células, cargadas con los
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autoantigenos, migran a los nédulos linfaticos pancreaticos e interactiian con LT CD4*
autorreactivos que, a su vez, van a activar LT CD8" autorreactivos. Estos LT citotoxicos
vuelven a los islotes y lisan las células B que expresan autoantigenos via el CMH-1I
(Figura 5)° . Ademas, la destruccion de células B se exacerba como consecuencia de la
liberacion de citoquinas proinflamatorias y de especies reactivas de oxigeno. Por ejemplo,
linfocitos CD4" y CD8* secretan INF-y que induce sefiales quimiotacticas que, a su vez,
estimulan la migracion de mas células B, T e innatas hacia los islotes. EI INF-y activa las
células APC y estromales residentes de los islotes, lo que aumenta la produccion de
mediadores inflamatorios, como especies reactivas de oxigeno. Todo esto potencia la

necrosis de células By la progresion de la enfermedad®?.

Autoantigeno
Célula Beta

Pancreas

Autoanticuerpos

LU R S U

Dafio y
destruccion
de células
Beta

Islotes de Langerhans

Figura 5: Patogenia de la diabetes tipo 1. Linfocitos B y células dendriticas (DC) interactian con
linfocitos CD4" y CD8*. La presentacién antigenos por parte de LB y DC activa LT especificos
contra células B. Ademas, los LB al reconocer autoantigenos producen autoanticuerpos contra
proteinas presentes en los islotes. BCR y TCR: receptor de células By T respectivamente. MHC:
complejo mayor de histocompatibilidad. Imagen adaptada de A. Katsarou et al (2017).
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Asimismo, en los nddulos linfaticos pancreaticos, las células APC presentan
autoantigenos a LT y LB, cuya comunicacion termina exacerbando la respuesta
inflamatoria. Los LT CD4" colaboran con la diferenciacion de LB a células
plasmacitoides productoras de anticuerpos contra proteinas propias. Estos
autoanticuerpos, a su vez, potencian la respuesta de células inmunes innatas y adaptativas,

lo que termina reduciendo la cantidad relativa de células B productoras de insulina.

La produccion de autoanticuerpos varia en las distintas etapas del desarrollo de la
DT1. En los primeros estadios, principalmente, encontramos autoanticuerpos anti-
insulina (1IAA, del inglés insulin autoantibody) mientras que, en etapas avanzadas, ademas
de IAA hay anticuerpos anti-acido glutdmico decarboxilasa (anti-GAD, del inglés
glutamic acid decarboxylase), anti- antigeno 2 de islote (anti-1A2, del inglés islet antigen
2) y anti- transportador de zinc 8 (anti-ZnT8, del inglés zinc transporter 8)°3. Los
autoanticuerpos generados son indicadores del deterioro pancreatico y, ademas, se
utilizan como biomarcadores de la DT1 274954 Todo el proceso se ve amplificado porque
los LT reguladores son defectuosos, por lo que no logran apagar efectivamente la
respuesta autoinmune (Figura 6). Este dato resulta interesante ya que en individuos
control (sanos) se han detectado LT autorreactivos que podrian destruir las células p. La
gran diferencia esta en la eficiencia de los LT reguladores, cuya funcién supresora evita

la autorreactividad®.
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Figura 6: Inmuno regulacién e inmuno desregulacién. (A) En pacientes sanos las células B estan
protegidas de la destruccidn autoinmune por la regulacion exacerbada por células T reguladoras y
la unién con PD1. (B) En pacientes con diabetes tipo 1 la regulacion es deficiente y las células
autorreactivas logran destruir las células B. PD1: proteina de muerte celular programada, PDL1:
ligando de la proteina de muerte celular programada, GRZB: granzima, TCR: receptor de célula T.
Imagen adaptada y traducida de Bart O. Roep et al (2021).

Es importante destacar el rol fundamental que cumplen las citoquinas y
quimioquinas en la fisiopatologia de la DT1 (Figura 7). El desarrollo y progreso de la
DT1 se ve influenciado por las citoquinas secretadas por células inmunes y pancreéticas.
Por un lado, tenemos citoquinas anti-inflamatorias como IL-10, TGF-B, IL-4, IL-2 e IL-
15 que detienen el desarrollo de la enfermedad al inducir un fenotipo regulatorio. En
particular, 1L-10 estimula DCs tolerogénicas, células T reguladoras (Treg) y B
reguladoras (Breg). Ademas, sobre células CD4" (o linfocitos T colaboradores Th) induce

la sintesis de citoquinas antiinflamatorias (perfil Th2) e inhibe las del tipo inflamatorio
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(perfil Th1)>%®, El desarrollo de la DT1 también se ve inhibido por TGF-B, que estimula
la proliferacion de células Treg por bajas dosis de IL-2, que activan células Treg y
favorecen un perfil Th2; y por IL-4, que restablece los niveles de IL-12, activa y expande
las células NKT y Treg, y activa en las células B las vias de sefializacion PI3K vy
JAK/STAT®’. Por otro lado, las citoquinas proinflamatorias van a inducir la proliferacion
y activacion de células inmunes diabetogénicas (células CD4* perfiles Thl y Thi7,
células T CD8" y NK). Ejemplos de este grupo son: TNF-a, que induce la maduracion de
DC, activa linfocitos T antigeno especificos contra islotes y acelera la apoptosis de células
B; IL-6, que promueve la migracion y respuesta de células efectoras e; IL-1, que induce

la inflamacion local y estimula la apoptosis de células B2

Las vias de sefializacion y los genes involucrados en la progresion y regulacion
de la respuesta inmunitaria también pueden contribuir al desarrollo de la autoinmunidad.
Por ejemplo, la inhibicién de la via de sefializacién PI3K/Akt/mTOR es fundamental para
la induccion y funcionalidad de las células Treg®®. Se ha demostrado que la inhibicion de
P13Ky bloquea la funcionalidad de las células T autorreactivas®. Otra via involucrada en
el proceso de activacion de la autoinmunidad esta relacionada con la expresion de STATS3,
donde se ha demostrado que ratones sobre-expresando STAT3 desarrollan

prematuramente la DT15L,
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Figura 7: Citoquinas involucradas en el desarrollo y progreso de la diabetes tipo 1. Citoquinas como IL-
10, TGF-b, IL-5, IL-4, IL-2, IL-15, IL-33 e IL-35 inducen un fenotipo regulatorio. Citoquinas
proinflamatorias como IL-6, TNF-a, IFN-a, IL-17 e IL-21 potencian el estado inflamatorio al activar células
inmunes diabetogénicas. Breg: linfocitos B reguladores, Treg: linfocitos T reguladores, DC: células
dendriticas, Th: linfocitos T colaboradores (son células CD4+ con un perfil caracteristico), Thf: linfocitos
T colaboradores foliculares, CD8+: linfocitos T citotoxicos, NK: linfocitos asesinos naturales, LB:
linfocitos B. Imagen adaptada y traducida de Jingli Lu et al (2020).

Por todo lo mencionado podemos concluir que la conexion entre células B e
inmunes, entre la inmunidad innata y la adaptativa, y entre el sistema inmune/células g y

el entorno, potencian el desarrollo de la DT1.
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1.4 Tratamientos y perspectivas

La DT1 es una enfermedad autoinmune causada por la destruccién de células
pancredticas. EI modelo inicial sobre la patogenia de la diabetes fue presentado en 1980
por Eisenbarth que, junto a décadas de investigacion, nos permitieron entender a la DT1
como un proceso cronico deficiente de insulina, caracterizado clinicamente por la
aparicion de autoanticuerpos, seguido de hiperglucemias y cetoacidosis®?. En 1922,
Frederick Banting and Charles Best, descubrieron la insulina'y la DT1 pasé de ser una
enfermedad fatal a una enfermedad crénica manejada por la administracion exdgena de
insulina®. Lamentablemente, el uso de insulina tiene ciertas limitaciones en el control de

la glucosa, siendo la hipoglucemia la principal preocupacion y contraindicacion®.

Los pacientes con DT1 necesitan compensar la falta de insulina para sobrevivir.
Actualmente, el tratamiento o terapia por excelencia para individuos con DT1 consiste en
la administracion basal y posprandial de multiples dosis diarias (inyecciones/lapiceras) o
en infusiones continuas (bombas) subcutaneas de insulina exdgena. La variedad de
insulina y las formas de administracion han cambio y mejorado a lo largo de los afios. Se
reemplazaron los preparados de insulina animal por andlogos de insulina y/o insulina
humanizada. Hoy en dia, encontramos bolos de insulina de accion rapida (Lispro, Aspart,
Glulisine) y corta (insulina regular humana), e insulina basal de accion intermedia (NPH
insulina U100) y larga (Detemir U100, Gla-100, Gla-200, Degludec U100), segun el
tiempo que demoran en ejercer su efecto y su eliminacion®. Dichos avances mejoraron
la farmacocinética, principalmente se mejoré la capacidad de absorcion, pero también se
lograron reducir eventos de hipoglucemia, cambios en el peso corporal, estabilizar la
hemoglobina glicosilada y retardar las complicaciones a largo plazo. De todas formas, los
preparados de insulina no logran replicar exactamente los efectos bioldgicos de la insulina

endogena®®.
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Conjuntamente, se han desarrollado estrategias terapéuticas que retnen los
siguientes criterios: a) prevenir o retrasar la destruccion autoinmune de células B, b)
estimular o reprogramar las células p remanentes para que secreten insulina cuando es
necesario, y c) reducir el riesgo de complicaciones a largo plazo®’. En la Tabla 1 se

muestran algunos de los nuevos avances terapéuticos y el mecanismo por el cual actdian®.

Mecanismo de acciéon/ Blanco Agente terapéutico

Enfoque sistémico
- Células T efectoras Anti—CD3 (teplizumab), anti-CD80 y
anti-CD86 (abatacept), anti-I1L21

- Células B Anti-CD20 (rituximab)
- Expansion de células Treg Dosis baja de IL-2
- Anti-inflamatorio Anti-TNFa (infliximab), anti-IL6

(tocilizumab), GLP-1

Enfoque en células B o islotes
- Tolerancia con antigenos Insulina oral, GAD65, péptidos

- Reducir el stress en célula B GLP-1, Verapamil

Tabla 1: Agentes para prevenir y manejar la diabetes tipo 1 sin considerar la insulina. Tabla
adaptada y traducida de Miriam Cabello-Olmo, (2019).

Una alternativa, aunque menos frecuente, es el trasplante de pancreas e islotes de
Langerhans, para normalizar los niveles de glucemia y reducir las complicaciones
microvasculares. Este tipo de intervenciones, por la dependencia de un tratamiento
inmunosupresor, sélo se recomiendan cuando los pacientes necesitan trasplante renal,

presentan cetoacidosis recurrente o episodios de hipoglucemia severa®’.
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Los avances en la tecnologia y en la comprension del desarrollo de células B, el
metabolismo de la glucosa, y de los mecanismos inmunoldgicos que subyacen la

enfermedad promueven la investigacion de nuevos enfoques terapéuticos (Figura 8)%°.
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Figura 8: Nuevas estrategias terapéuticas apuntan a regenerar y proteger las células B al
modular la respuesta inmune que subyace en la DT1. Adaptado y traducido de Daniel F. Sheehy,
(2019).

En este contexto, proponemos el uso de oligonucleétidos (ODN)
inmunomoduladores con el objetivo de controlar las alteraciones inmunoldgicas que
llevan al desarrollo de la DT1. Como primer acercamiento al estudio del efecto de los
ODN en el contexto de la diabetes tipo 1, nuestro grupo demostrd, en un modelo de
diabetes inducida por estreptozotocina, que los ODN pueden reducir la glucemia, inducir
la regeneracion de células B, estimular la proliferacion de células madre y, entre otros

efectos, disminuir el infiltrado inflamatorio™.
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1.5 Modelo animal

La cepa NOD/ShiLt) (comUnmente Ilamada NOD) surge luego de seis
generaciones de endocria de ratones CTS (Cataract Shionogi strain) que presentaban
espontaneamente un fenotipo diabético, como poliuria, niveles de glucemia elevados y

un descenso en el peso corporal ™.

La cepa NOD es un modelo poligénico utilizado para el estudio de la DT1. La
diabetes en ratones NOD comienza a manifestarse de forma espontanea a partir de las 12
semanas en hembras y, varias semanas después, en machos, alcanzando un 90% de
hembras y un 52% de machos diabéticos en la semana 30 de vida. La diabetes en la cepa
NOD se caracteriza por hiperglucemia (glucemia sin ayuno mayor 250mg/dl)’2, insulitis,
poliuria, disminucion espontanea del peso y un marcado descenso en los niveles de
insulina pancreética. El fenotipo diabético en los NOD se relaciona con defectos en la
presentacion antigénica, el repertorio de LT, el funcionamiento de células NK, y la

produccién de citoquinas por parte de los macréfagos’ .

El infiltrado de células inmunes innatas en el pancreas, que incluye células
dendriticas, neutrofilos y macrofagos, se puede observar a partir de las 3 semanas de vida
de los ratones NOD. La presencia de estas células en el pancreas induce el infiltrado de
celulas adaptativas, linfocitos T y B, hacia los islotes de Langerhans, a partir de las
semanas 4 a 6. La presencia de linfocitos establece el desarrollo de la diabetes, donde
células T autorreactivas destruyen las células  del pancreas. Los LB también participan
en la autoinmunidad de la cepa, regulando la activacion, proliferacion y produccion de
citoquinas en células T y T autorreactivas . Ademas, los LB secretan autoanticuerpos
(anti-insulina, anti-GAD y anti-tirosina fosfato) que inducen el desarrollo de la

enfermedad. Mas aun, se observa que, al generar NOD deficientes en células B, la
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incidencia de ratones diabéticos disminuye’ . Por lo tanto, la destruccion de las células
B es el resultado de una interaccion entre las células del sistema inmune innato y las del

sistema inmune adaptativo tanto en el modelo animal NOD como en humanos.

El haplotipo tnico de MHC (H29" = K9, A% AbY, E"!' DP) presente en ratones
NOD es el componente de mayor relevancia para el desarrollo de la diabetes’. Es decir,
la susceptibilidad a la diabetes se debe principalmente a que los ratones NOD presentan
polimorfismo en las moléculas I-A% (ortdlogo al HLA-DQ) del complejo mayor de
histocompatibilidad 11 (CMH-I1) y no expresan I-E (ort6logo al HLA-DR) y H-2K%D? en
el complejo mayor de histocompatibilidad | (CMH-1)"""8, Ademas, la susceptibilidad de
la cepa a desarrollar diabetes se ve afectada por factores ambientales. La exposicion a
organismos infecciosos, los cambios en el microbiota y las situaciones de estrés son los
principales disparadores de la enfermedad no solo en ratones, sino que también en seres

humanos’®.

La gran similitud que presentan los animales NOD con la diabetes
insulinodependiente humana hace de esta cepa el modelo de referencia (del inglés: gold
standard) para el estudio de dicha enfermedad (Tabla 2). Méas aln, el uso de esta cepa ha
permitido tanto la identificacion de nuevos antigenos y genes de susceptibilidad como la
generacion de nuevos agentes terapéuticos o el desarrollo de técnicas de imagen para

visualizar la inflamacién de los islotes, entre otros’.

37



Edad de
aparicion
Susceptibilidad
Genética

Autoantigenos

Insulitis

Cetoacidosis

Efecto segun
genero

NOD

>10 semanas

Principalmente MHC

Insulina, GAD, IA-2, |A-
2b, ZnT8, IGRP,
Cromogranina A

DCs, Macrofagos, LB,
células NK, LT CD4 y CD8

Principalmente Hembras

HUMANO

>6 meses y en adolescencia
principalmente

Principalmente HLA

Insulina, GAD, IA-2, IA-2b, ZnTS8,
IGRP, IAPP, HSP60, Carboxipeptidasa
H

DCs, Macréfagos, LB, células NK, LT
CD4y CD8

Severa

Hombres y mujeres se ven afectados
casi en la misma proporcién (10.2%
vs 10.8% respectivamente)

Tabla 2: Comparacion en el desarrollo de la DT1 en la cepa NOD y en humanos. Traducido de
Cabello-Olmo et al (2019).
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2. Oligonucleétidos: caracteristicas generales

Los oligonucleotidos sintéticos (ODNs) son moléculas cortas de acido nucleico
de simple cadena, formadas por 15 a 25 nucleétidos que pueden actuar de forma
especifica en el control de la expresion génica®®®!, Existe una gran variedad de ODNS,
como pueden ser los ODNs de interferencia o los ODNs anti-sentido, que se unen por
complementariedad a secuencias especificas del ADN o ARNm respectivamente y, de
esta manera, modulan la transcripcion y traduccion de genes de interés terapéutico®.
Ademas, encontramos el grupo de ODNs inmunomoduladores, moléculas sintéticas que
actuan sobre células del sistema inmunoldgico, que han sido evaluados como adyuvantes

de vacunas y en estudios relacionados a la inmunoterapia del cancer®?.

Los ODNSs se sintetizan por un procedimiento conocido como sintesis en fase
solida de fosforamiditos, donde las bases nitrogenadas se unen por enlaces fosfodiéster al
esqueleto de fosfato y azlcar desoxirribosa, en sentido 5 >3 884 E|l ODN resultante es
una cadena compuesta por un esqueleto polar con carga negativa de azlcar-fosfato y
nucleotidos hidrofobicos determinados. Los ODNSs sintetizados se purifican por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) o por electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE). Con el objetivo de optimizar el ingreso al compartimento celular
y prevenir la degradacidén por nucleasas, se realizan modificaciones quimicas en el
esqueleto de los ODNs 858, Ejemplos de esto son las modificaciones fosforotioato (PS)
o modificaciones metilfosfonato (MP), donde un atomo de oxigeno del enlace
fosfodiéster es reemplazado por uno de azufre, o por un grupo metilo eléctricamente
neutro, respectivamente (Figura 9). Los ODNs con modificaciones PS logran activar la
RNasaH, por lo que son mas utilizados en ensayos moleculares y aplicaciones

terapéuticas®” %,
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Figura 9: Modificaciones quimicas oligonucledtidos sintéticos, (A) fosforotioato (PS) y
(B) metilfosfonato (MP). Imagen adaptada de Ariful Islam et al, Drug Discoveries &
Therapeutics, (2016).

Zamecnik y Stephenson, en 1978, fueron los primeros en proponer los ODN con
fines terapéuticos, al demostrar que podian inhibir la traduccion de ARNm vy la
replicacion del virus del sarcoma de Rous®. En los afios siguientes, los avances en
biotecnologia, biologia molecular, y produccion automatizada de secuencias en fase
solida, permitieron un incremento notable en el uso de ODNs como agentes
terapéuticos®l. Es mas, en los Gltimos afios, surgieron ensayos clinicos que utilizan ODNs

en el tratamiento de infecciones virales, cancer y enfermedades inflamatorias®®L,

En resumen, podemos mencionar que existen dos grupos de ODNs con diferentes
mecanismos de accion, 1) los ODNs de interferencia y anti-sentido, que permiten regular
la expresion génica a nivel transcripcional o traduccional®® y 2) los ODNs con motivos
de activacion determinados, que pueden modular el sistema inmunologico. Estos ultimos

se conocen como inmunomoduladores y son los de interés para nuestro grupo.
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2.1 Oligonucleétidos inmunomoduladores

Los ODNs inmunomoduladores son moléculas sintéticas que estimulan células
del sistema inmune de vertebrados. Dichos ODNs inmunomoduladores se dividen

principalmente en dos grupos o familias:

% Los ODNs CpG (C: Citosina y G: Guanina), donde el sitio activo contiene el

dinucledtido CG flanqueado por bases nitrogenadas diferentes segln la especie®®.

% Los ODNs PyNTTTTGT o no-CpG, en donde Py es una pirimidina (C o T:

Timidina) y N es una base nitrogenada aleatoria (C, T, G 0 A: Adenina)®.

Dichas familias comparten ciertas caracteristicas en cuanto a su incorporacion,

activacion y funcionalidad, pero difieren en ciertas otras.

Por un lado, los ODNs CpG se caracterizan por tener en su secuencia al menos un
dinucledtido CG no metilado, y actian imitando el ADN bacteriano, porque son
reconocidos y activan células inmunes via receptores toll 9, como lo hacen las secuencias
CpG del ADN bacteriano®. Ademas, se observo que su efecto inmunolégico esta dado
por nucleétidos especificos que flanquean el motivo CpG y varian segun la especie. Por
ejemplo, en primates, se sabe que el motivo GTCGTT es el que activa la respuesta
inmune®2. En cuanto a sus efectos inmunoldgicos, se observé que inducen la secrecion de
IFN-a en células dendriticas plasmacitoides via receptores tipo toll 9 (TLR9, del inglés
Toll Like Receptor 9)%. Ademas, inducen la secrecion de IL-6 y TNF-q, y esta Gltima
citoguina inhibe a su vez la secrecion del factor estimulante de colonias de granulocitos
y macrofagos (GM-CSF, del inglés granulocyte-macrophage colony stimulating factor)®.
Otro hecho distintivo es que los ODNs CpG no acttian sobre las MSCs de médula 6sea®.

En cuanto a sus posibles usos terapéuticos, han sido estudiados como mediadores de la
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respuesta inmune innata frente a patégenos extracelulares, como adyuvantes de vacunas,

en la inmunoterapia del cancer y en las respuestas alérgicas (Figura 10)8297,
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Figura 10: Usos terapéuticos de los oligonucledtidos CpG. El uso de ODNs CpG reduce la
susceptibilidad a infecciones. En combinacion con alérgenos inducen una respuesta Thl
antigeno especifica que inhibe la respuesta Th2. Los ODNs CpG también activan LB, células NK,
CTLy CPA, y estimulan la sintesis de citoquinas. Th: linfocitos T colaboradores; LB: linfocitos B;
NK: células asesinas naturales; CTLs: linfocitos T citotdxicos y CPA: células presentadoras de
antigeno. Adaptacion de Dennis M. Klinman, (2004).

Por otro lado, los ODNs de tipo PyNTTTTGT poseen al menos un octanucleétido
PYNTTTTGT en su secuenciay se vio, a diferencia de los CpG, que los cambios fuera de
esa secuencia no afectan su actividad inmunomoduladora®. Una de las caracteristicas de
esta familia es la secrecion, en presencia de IL-2, de GM-CSF a través de células NK 'y
células T Natural Killers (NKT)%. A diferencia de los ODNs CpG, los ODNs

PyNTTTTGT inhiben la secrecion de TNF-a *. Actian sobre LB, células dendriticas
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(DCs) y MSCs®, donde pueden inducir su activacion, proliferacion y/o produccion de
citoquinas (IL-6, etc) e inmunoglobulinas (Ig). Ademas, en células humanas se vio que
incrementan la expresion de marcadores inmunoldgicos de membrana como CD40 (CD,

del inglés claster of diferentiation), CD86, CMH-1 y CMH-II.

2.2 Caracteristicas del IMT504

El IMT504 es el prototipo de la familia de ODNs inmunomoduladores
PYNTTTTGT, esta formado por 24 nucle6tidos donde se encuentra repetido dos veces el
sitio de activacion CATTTTGT. Exactamente, el IMT504 es una secuencia de bases
nitrogenadas simple cadena con modificaciones fosforotioato (*) en cada uno de sus

nucleotidos, siendo su ordenamiento especifico el siguiente:

24-mer: 5'- TXC*A*T*C*A*TAT*T*T*G*T* CXA*T*TAT*T*G*T*C*A*T*T* - 3°

Tanto la longitud como las modificaciones de la cadena nucleotidica del IMT504
fueron seleccionadas para obtener actividad inmunolégica y prevenir la accién de
nucleasas en fluidos biolégicos, respectivamente®®. El uso de grupos fosforotioato en cada
una de las bases nitrogenadas le confiere termoestabilidad al ODN %0101 Ademas, estas
caracteristicas hacen del IMT504 una molécula altamente soluble y de répida

distribucién.

Para cualquier posible aplicacion clinica, es importante conocer ciertas
caracteristicas del ODN IMT504, como pueden ser la bioseguridad, toxicidad, el rango
de concentraciéon efectiva, entre otras. Los primeros ensayos de farmacodinamica
demostraron que el IMT504 tiene efectos sobre la proliferacion y activacion de los LB en

modelos de ratal®>!%, Respecto a la farmacocinética, se vio que luego de la
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administracion de una Unica dosis subcutanea, la biodisponibilidad del IMT504 en plasma
alcanza un maximo a los 60 minutos, y disminuye a partir de los 240 minutos. Dicha
disminucion se asocia con el aumento en la biodisponibilidad en tejidos. Como es de
esperar, en la administracion intravenosa, la biodisponibilidad maxima del IMT504 se
alcanza mas rapidamente. En ambos métodos de administracion, la excrecion del IMT504

es progresiva por orina y casi indetectable en heces'®.

Otro de los parametros fundamentales que se debe tener en cuenta en los estudios
preclinicos de seguridad es la toxicidad de las moléculas. Por este motivo, se han
estudiado los efectos adversos del IMT504 en diversos modelos de mamiferos. En
modelos in vivo de rata, se evalud la toxicidad de diferentes dosis de IMT504
administrado de forma subcutanea e intravenosa. En estos ensayos, se estudiaron cambios
en la sobrevida, el peso de los animales, la ingesta, la morfologia e histologia de érganos
y reacciones al tratamiento (cambios en la piel, hematomas, sangrado, secreciones, etc.).
Hasta una dosis maxima de 50 mg/kg no se observan cambios en la sobrevida ni en el
peso de los animales, pero si un aumento en el tamarfio del bazo e higado. Dicho efecto es
temporal y se asocia a una fuerte respuesta inmunoldgica que induce el ODN¥4, Por
encima de la dosis maxima mencionada, el dafio hepatico es irreversible, la mortalidad
aumenta y se detectan cambios significativos en el peso®. No se observaron alteraciones
en el desarrollo embrionario en casos donde se administré IMT5041%, En estudios en
primates se realizaron esquemas de administracion de multiples dosis de forma
subcutanea y un esquema de dosis Unica intravenosa. Se establecié que la dosis maxima
en la cual no hay cambios en los parametros clinicos es de 10 mg/kg/dia, lo que implica

que no se detectaron efectos adversos en ningin nivel evaluado®®.
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2.3 Efectos del IMT504 sobre distintas poblaciones

celulares

Estudios previos demostraron que el IMT504 ejerce diversos efectos directos e
indirectos actuando sobre los LB, las células dendriticas plasmocitoides (pDCs, de sus
siglas en inglés plasmacytoid dendritic cells) y las células NK, NKT y MSCs de

mamiferos.

En LBy pDCs, el IMT504 aumenta la expresion de moléculas co-estimuladoras
(CD40, CD80/CD86), asi como también la expresion de moléculas CMH |'y CMH 1I.
Ademas, induce la secrecién de IL-6, IL-10 e IgM (inmunoglobulina M). Dichos cambios
modulan la respuesta inmune, ya que podrian facilitar la presentacion antigénicaa LT, y

asf inducir un perfil tanto inmunogénico como tolerogénico®21%,

Respecto a las células CD56" (NK y NKT), se sabe que son capaces de modular
la respuesta inmune inflamatoria y la autoinmunidad. En estos tipos celulares, el IMT504
en presencia de IL-2 induce la secrecion de IFN-y, TNF-a y GM-CSF. A su vez, estas
citoquinas contribuyen en la regulacion de la respuesta inmune. Por un lado, IFN-y y
TNF-a podrian inducir un perfil inmunosupresor en las MSCs y, por el otro, GM-CSF
activa células mieloides supresoras (MDSCs, del inglés myeloid-derived suppressor
cells)}?” (Figura 11). Ademas, se ha demostrado que el IMT504 tiene un efecto en la
regeneracion de los tejidos. En modelos de lesion Osea y lesion de nervio ciatico, el
IMT504 estimula la regeneracion al inducir MSCs y células madre especificas del

tejido’®® (Figura 11).
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Figura 11: Efectos del IMT504 sobre las células del sistema inmunoldgico. Los principales
blancos del IMT504 son los linfocitos B (LB), células dendriticas plasmacitoides (pDCs),
células asesinas naturales (NK) y células T asesinas naturales (NKT). El IMT504 induce la
presentacién antigénica en LBy pDCsy, al actuar sobre células NK'y NKT induce la secrecion
de IFN-y y TNF-a que estimulan a su vez las células madre mesenquimales (MSCs) y células
mieloides supresoras derivadas (MDSCs). Adaptacién de J. Zorzopulos,(2017).

Finalmente, es importante destacar que, en modelos experimentales de diabetes,
como la diabetes inducida por estreptozotocina en ratas y la diabetes espontanea en
ratones NOD, el IMT504 tiene un efecto directo sobre las células } pancreaticas, donde
se vio un incremento en la proliferacion y funcionalidad de las mismas. Se observo, tanto
en ensayos in vitro como in vivo, que el nimero de células B y la sintesis de insulina

aumentan luego de la estimulacion o tratamiento con IMT504109110,
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2.4 Efectos del IMT504 sobre distintos modelos
experimentales

Las propiedades inmunomoduladores del IMT504 se estudiaron inicialmente en
modelos experimentales de vacunas. Los primeros resultados de nuestro grupo de trabajo
mostraron que el IMT504 podria ser utilizado como adyuvante de vacunas para los virus
de la hepatitis B, rabia e influenzal®.En todos los casos, se observd que el ODN
estimula/aumenta la respuesta inmune, disminuye el tiempo de respuesta y la masa de
antigeno vacunal necesaria, aumenta la diversidad de respuesta y mantiene las células B

de memorial®?,

Ademas, se estudio el efecto del IMT504 sobre distintos modelos de inflamacion
crénica como DT1 (inducida por STZ en ratas y en modelos NOD), dolor inflamatorio

cronico, sepsis y dolor neuropatico.

En el caso del dolor neuropético, generado por una aplastamiento o lesion del
nervio ciatico, los individuos presentan dolor extremo y cronico. Se determind que, en
modelos de ratas, el tratamiento con IMT504 por via sistémica reduce significativamente
la alodinia mecanica y térmical®, El efecto antialodinico generado por el tratamiento se
correlaciona con la movilizacién de MSCs a las zonas de lesién, y al fenotipo anti-
inflamatorio que induce el IMT504 sobre las MSCs (estimula la expresion de 1L-10 y
TGF-B)!L. De la misma manera, en modelos de dolor inflamatorio, se demostré que el
IMT504 reduce la alodinia tanto mecanica como termica, y disminuye el infiltrado
inflamatorio y el edema en los sitios de lesion. Esto se asocia con un menor infiltrado
mieloide y linfoide, con la reduccion en los niveles de expresion de moléculas de adhesion
en leucocitos, y con la modulacion del perfil de citoquinas de pro a anti-

inflamatorias!12113,
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La sepsis, 0 shock séptico, es un proceso inflamatorio que se define como un
sindrome de desregulacion sistémica en la respuesta inmune frente a una infeccion. El
proceso se divide en dos fases: 1) acumulacion de especies reactivas de oxigeno y
nitrdgeno que provocan un aumento de citoquinas pro-inflamatorias e infiltracion de
células inmunes a los distintos tejidos y, 2) inmunosupresion y exposicion a infecciones
intrahospitalarias!®’. Se analizo el efecto del IMT504 en un modelo de sepsis en ratas y
se determind que el tratamiento con IMT504 mejora el estado clinico fisioldgico,
inmunoldgico e histologico. Esta mejoria se determiné al observar una disminucion en
los niveles de IL-6, IL-10 y GM-CSF, un aumento en el porcentaje de células B activadas
(aumento en el marcador CD40), y una reduccién en el porcentaje de células

polimorfonucleares en sangre periférical®414,
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Hipdtesis y objetivo general
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Hipdtesis

La fisiopatologia de la DT1 esta relacionada a un defecto del sistema inmune que
resulta en la pérdida de la auto-tolerancia, llevando a la destruccion de las células 8 del
pancreas por LT reactivos. EI IMT504 es un oligonucledtido con propiedades
inmunomoduladoras y regenerativas. Por este motivo, proponemos que el ODN IMT504

promueve la recuperacion del estado diabético en ratones con DT1 al actuar sobre:

a) MSCs locales o a distancia, transformandolas en tolerogénicas, lo que induce
la produccion de factores que promueven la regeneracion tisular y que convierte al

entorno inmunoldgico en tolerogénico.

b) LTs, transformandolos en LT reguladores, e inhibir asi la insulitis y estimular
la secrecion de citoquinas antiinflamatorias que llevan a mejorar la condicién diabética.
Objetivo general

Estudiar el mecanismo de accion del ODN IMT504 en el modelo murino de
referencia para el estudio de la DT1 con el fin de identificar una potencial terapia

farmacoldgica que promueva la regeneracion de las células f e inhiba el dafio por insulitis.
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Capitulo 1
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1.1 Efecto del IMT504 en células madre mesenquimales

Las MSCs constituyen una poblacion heterogénea de ceélulas residentes del
estroma de diversos tejidos, como médula dsea, sangre periférica, tejido adiposo, pulman,
higado, pancreas, pulpa dental, cerebro, bazo, timo y cordén umbilical*'>!, Esta

poblacion tiene caracteristicas de células madre multipotente!’

, €s decir, son aquellas
capaces de generar células de su propia capa embrionaria (endodermo, ectodermo y

mesodermo) y, ademas, tienen capacidades de auto renovacion y diferenciacion®®,

Las MSCs son consideradas las células mas efectivas en la reparacion tisular y
son reclutadas al tejido dafiado para cubrir las demandas de regeneracion debido a la gran
cantidad de factores bioactivos secretados que presentan actividad inmunomoduladora y
antinflamatoria'!®. Las mejoras funcionales en modelos de lesion in vivo obtenidas a partir
de la aplicacion de MSCs se deben fundamentalmente a la accion paracrina de distintos
factores solubles producidos y liberados por estas células, o bien al contacto célula-

célula®® (Figura 12).

Dado que no existe un marcador Unico para su aislamiento, la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (ISCT; del inglés, International Society for Cellular

Therapy)*?! defini6 que los criterios minimos para definir a las MSCs son:
- Adherencia al pléastico en cultivo.

- Capacidad de diferenciacion in vitro hacia osteoblastos, adipocitos y

condroblastos.

- Expresion de las proteinas de superficie CD105, CD73 y CD90; las

MSCs de ratdn también expresan Sca-1 (Stem cells antigen-1)122,
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- Ausencia de los marcadores hematopoyéticos CD45, CD34, CD14 o
CD11b, CD79a o CD19, y ausencia del complejo mayor de

histocompatibilidad (CMH) clase II.
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Figura 12: Efecto paracrino de los factores secretados por las MSCs cultivadas in vitro. Las
moléculas bioactivas secretadas por las células madre mesenquimales (MSCs) son los principales
efectores terapéuticos. Segun su efecto se dividen en 6 categorias: inmunomodulacidn, anti-
apoptosis, angiogénesis, hematopoyesis, anti-fibrosis y quimiotaxis. Figura adaptada de
Meirelles Lda et al 2009.
Las MSCs expresan bajos niveles de moléculas del CMH clase | y no expresan el
CMH de clase 11'?3. Por esta caracteristica es que las MSCs son consideradas células
capaces de evadir la respuesta inmunitaria alogénica?**?. Se ha demostrado que las

MSCs tienen un efecto inmunosupresor generalizado sobre las células de la inmunidad

innata y adaptativa®?”1?8, Por ejemplo, tienen un fuerte efecto inhibitorio sobre la funcion
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de las células NK, mantienen las CD inmaduras, y ademas pueden inhibir la apoptosis, la
expresion de moléculas de adhesidn en leucocitos, la capacidad de migrar de neutrofilos,

entre otras (Figura 13).
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Figura 13: Efecto inmunomodulador de las MSCs. Diversos mediadores de la inflamacion activan
a las MSCs, que en consecuencia inhiben la proliferacion y capacidad citotéxica de los linfocitos T
(LT) e inducen células T regulatorias (Treg) a través de la secrecién de éxido nitrico (NO),
indoleamino 2,3-dioxigenasa (IDO) y metaloproteasas (MMPs), entre otros. La secrecién de
prostaglandina E2 (PGE2) y del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) cumplen un rol
importante en la regulacion de las células dendriticas (CD). Las MSCs también regulan funciones
de los linfocitos B (LB), células asesinas naturales (NK) y macréfagos (mdg). mDC: célula dendritica
madura, CDi: célula dendritica inmadura, CD Tol: célula dendritica tolerogénica, N¢: neutrofilo.
Figura adaptada de English et al 2010.

La reparacion de los tejidos dafiados'?® y la hematopoyesis'® son funciones
primordiales de las MSCs. Se incorporan al tejido dafiado y pueden diferenciarse en
componentes del tejido conectivo o diversos tipos celulares dependiendo el 6rgano
(Figura 14)®! | donde participan en la vasculogénesis y en la secrecion de citoquinas y
factores de crecimiento que facilitarian los procesos de cicatrizacion'®2. Ademas, se ha

demostrado que las MSCs facilitan la regeneracion de células p pancredticas in vitro!3,
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Figura 14: Potencial de diferenciacién de las células madre mesenquimales (MSCs). Figura
adaptada de Anna Andrzejewska et all, Stem Cells (2019).

-

Los mecanismos de reparacion de dafio tisular se ven facilitados por la capacidad
de las MSCs de migrar hacia los sitios de injuria e inflamacion®®*!3%, En condiciones
fisioldgicas, las MSCs se encuentran principalmente en médula dsea y, en menor medida,
circulando por sangre periférical®. En respuesta a sefiales endocrinas liberadas como
consecuencia del dafo tisular [el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), la proteina quimioatractante de monocitos 1 (MCP-1), la
interleuquina (IL)-8, IL-6 e IL-1B], las MSCs se movilizan al torrente sanguineo, migran

y llegan al sitio lesionado?3+137:138,
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Es importante tener en cuenta que las MSCs pueden modificar el patron de
factores liberados tras su interaccion con otros tipos celulares, particularmente del sistema
inmune!®. El microambiente que las rodea genera una respuesta funcional caracteristica
en las MSCs, que podria deberse a la gran cantidad de factores secretados por las células

residentes en ese microambiente!4°

. Ademas, se ha demostrado que las MSCs pueden
polarizarse hacia dos fenotipos diferentes, similar a lo que ocurre con los macréfagos:
MSC1 (fenotipo proinflamatorio e inmunocompetente) y MSC2 (fenotipo
inmunosupresor), dependiendo de la respuesta inducida por las sefiales via receptores tipo
Toll (TLR). Se observo que las MSCs estimuladas via TLR4 secretaban principalmente
mediadores inflamatorios y las estimulados via TLR3 producian factores
inmunosupresores**!. Asimismo, el trasplante de MSCs es controversial, por lo que se
propone utilizar farmacos que estimulen las propiedades de las MSCs enddgenas#?. Asi,
se ha demostrado gue, tanto in vitro como in vivo, las capacidades regenerativas de las

MSCs se ven estimuladas por el tratamiento con ODN inmunomoduladores, como el

IMT504143144
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1.2 Objetivo particular

Determinar el efecto del IMT504 sobre cultivos primarios de MSCs de ratones

NOD prediabéticos y diabéticos.

Por un lado, se pretenden evaluar los factores liberados por las MSCs al medio de
cultivo y la modulacion de la expresion génica en MSCs, luego de la estimulacion con el

ODN.

Por otro lado, se busca evaluar los efectos directos del IMT504 sobre la viabilidad

(apoptosis), la proliferacion y la funcionalidad de las MSCs.
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1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Oligonucledtidos

Los ODNs utilizados en todos los experimentos fueron adquiridos en Biosynthesis
(Texas, EE. UU.). Los ODNSs presentan modificaciones fosforotioato, donde un atomo de
oxigeno es reemplazado por uno de azufre en todos los grupos fosfato de la cadena
nucleotidica.®® Dichas modificaciones protegen a los ODNs de la degradacion por
nucleasas, prolongando su vida media en el suero y, ademas, permitiendo la unién a

proteinas del plasma, lo que facilita la farmacocinética.

Los ODNs con niveles de purificacion por Dual-HPLC mayores al 98% se
resuspendieron en agua despirogenada (concentracion final 1mg/ml)1*° y se mantuvieron

a -20°C hasta su uso. La secuencia nucleotidica de cada ODN se presenta en la Tabla 3.

ODNs Secuencia nucleotidica
IMT504 24-mer (5'-TCATCATTTTGTCATTTTGTCATT-3’)

PolyC 24-mer (5'-CCCCCCCCCCCCCccccccccccee-3’)
IMT504* 24-mer (5'-TCATCATTTTGTCATTTTGTCATT-3’ [Texas Red]).

Tabla 3: Secuencia nucleotidica de los oligonucledtidos. * Se utilizd para indicar el
oligonucledtido marcado.
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1.3.2 Modelo animal

Se utilizaron ratones del modelo poligénico de diabetes autoinmune NOD/ShiLtJ
(comunmente llamados NOD, CAT#: JAX:001976, RRID: IMSR_JAX:001976, The
Jackson Laboratory), y se establecieron colonias en el bioterio del Instituto de Biologia 'y
Medicina Experimental (IBYME) para la realizacion de los experimentos. Los ensayos
con animales fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y uso Animal
(CICUAL) de la institucion, que sigue las reglas establecidas por el NIH (EE. UU.). Se
determind el indice glucémico a partir de sangre de la cola, colocando una gota de sangre
sobre las tiras reactivas (One Touch Ultra, Johnson & Johnson.), y los niveles de azlcar
se detectaron con un glucometro (One Touch Ultra Glucose Meter LifeScan, New Jersey).
La DT1 en los NOD aparece de forma espontanea a partir de las 12 semana de vida y, se
caracteriza por una hiperglucemia e insulitis. Se consideraron como animales diabéticos
(DT1) aquellos que presentaron 2 valores de glucemia consecutiva entre 250/350
mg/dI**¢. Animales con valores inferiores a 150 mg/dl se utilizaron como grupo control
(prediabético, pre-DT1), y animales con valores superiores a 400 mg/dl fueron

sacrificados.
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1.3.3 Cultivo primario de células madre mesenquimales

Se establecieron y caracterizaron cultivos de MSCs siguiendo los protocolos de
Boregowda et al., y Dominici et al**"1%8, Brevemente, se aislaron MSCs de médula 6sea
de fémur y tibia de ratones NOD diabéticos y prediabéticos'*®. Se plaquearon las células
a una densidad de 5x10° células/cm? en medio completo (DMEM baja glucosa + 10%
suero  fetal bovino (SFB, Gibco) + 1% L-glutamina + 1%
Penicilina/Estreptozotocina/anfotericina B). Se cambiaron los medios cada 72hs hasta
lograr una confluencia del 80%, luego se levantaron las células por tripsinizacion
(Tripsina 0,25% + EDTA 1mM,) y se sembraron en nuevas botellas T25 a una densidad
de 5000 células/cm?. Estas células en pasaje 1 se mantuvieron en cultivo hasta lograr un
80% de confluencia, para luego repicar y generar un nuevo pasaje. Este procedimiento de
amplificacion se realizd hasta alcanzar el pasaje nimero 4, a partir del cual se
consideraron MSCs puras®™®. Previo a los ensayos, se verificaron las caracteristicas
multipotenciales de las MSCs. Para esto se determing la capacidad in vitro de diferenciar
a osteoblastos, adipocitos y condroblastos, siguiendo la metodologia propuesta por el

grupo de Dominici et al *’. Las mismas se utilizaron como maximo hasta pasaje 8.

60



1.3.4 Ensayo de unidades formadoras de colonias.

El ndmero de progenitores de MSCs de médula Gsea se evalu6 mediante el
recuento de la unidad bioldgica funcional. Se asume que una célula progenitora de médula
Osea da origen a varias células con las mismas caracteristicas, por lo que reciben el
nombre de unidades formadoras de colonias (UFC). Se define como UFC a un grupo de
al menos 50 células con una disposicion circular’** . Se extrajeron células de médula dsea
(CMO) a partir de tibia y fémur de ratones NOD prediabéticos'. Se cultivaron en
botellas T25 a una densidad de 80.000 células/cm? por 15 dias. Durante los primeros 7
dias las células recibieron distintos tratamientos. Segun el grupo, se agreg6 al medio de
cultivo completo (DMEM baja glucosa 10% SFB + L-glu + E/P/A), IMT504 (0 - 0,5 -
15-4-6,5-10,5 pg/ml) o PolyC (4 pg/ml). Al dia 8 se descartaron los medios, se lavo
3 veces con PBS y se agregd medio completo durante 7 dias. Finalizado el periodo de
incubacion, se fijaron las células con metanol 100% Yy se tifieron con Azul-Eosina-Azul
de metileno (Giemsa, dilucion 1:4). Se cuantificd el numero de colonias utilizando el
microscopio oOptico invertido (Nikon Eclypse NiE). Los datos se representaron como

numero de UFC cada 2x10° CMO sembradas (n° UFC/2x10% CMO).
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1.3.5 Ensayo de herida

Se cultivaron MSCs en pasaje 6 en placas de 12 pocillos hasta alcanzar un 80%
de confluencia. Se trabajaron dos esquemas de tratamiento. En el primero, cuando se
alcanzd la confluencia deseada se genero6 una herida (raspadura de la monocapa), se lavo
con PBS para retirar las células no adheridas y se agrego nuevo medio de cultivo sin SFB
en presencia o ausencia de ODNs. En el segundo esquema, cuando se alcanzé la
confluencia deseada, se estimul6 durante 2hs con ODNSs, luego se generé la herida, se
lavd para sacar las células no adheridas y se agregé medio sin SFB. Cada condicion
experimental se realizd por cuadruplicado. Se tomaron fotografias con microscopio
invertido (Nikon Eclipse Ts2) a las Ohr (T0), 12hr (T12) y 18hr (T18) de generada la

lesion1®1152

Se cuantifico el porcentaje de herida abierta, se midié el area de herida abierta con
ImagelJ en los diferentes tiempos y se determiné el porcentaje que representaba respecto

al tiempo inicial.

. . Area a TiempoX x 100
%Herida abierta =

Area a Tiempo Ohr

Las concentraciones utilizadas de IMT504 fueron 0,5 - 4 - 10.5 pg/ml y como
control de ODN se utilizd PolyC 4ug/ml. Como control positivo de migracion se
sembraron pocillos con medio de cultivo completo 10% SFB y como control negativo se

sembrd medio sin suero.
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1.3.6 Ensayo de viabilidad

Se sembraron MSCs en pasaje 5/6 en placas de 48 pocillos hasta lograr un 80%
de confluencia. Se retir6 el medio de cultivo completo (DMEM baja 10%SFB + L-glu +
E/P/A) y se agregd medio sin suero durante 6hs, de esta forma se logran liberar las
posibles proteinas asociadas a distintos receptores. Se cultivaron las células durante 18hrs
con o sin ODNs vy, para los controles, se incub6 con 10% SFB (positivo) y DMSO 5%
(negativo). Se descartd el medio con los tratamientos y se lavo 3 veces con PBS. Se
agrego el bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) diluido 1:10
en solucién fisiologica y se incub6 a 37°C durante 4hs. Se lavd 3 veces para luego agregar
dimetilsulfoxido (DMSO) durante 10 minutos. Se determind la absorbancia en
espectrofotometro (Microplate Reader, Cambridge Technology, Inc) a una longitud de

onda de 570nm.

El % de viabilidad se determin6 como:

. A Absorbancia tratadas
% Viabilidad = x100

Absorbancia control

Donde la absorbancia tratada representa las células que recibieron tratamiento con

IMT504, SFB 0 DMSO vy, absorbancia control representa células sin tratar.
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1.3.7 Inmunofluorescencia

Se sembraron MSCs en pasaje 6-7 en placas de 24 pocillos a los que previamente
se les introdujo vidrios redondos de microscopia. Una vez adheridas, se lavaron las células
3 veces con PBS y se fijaron con paraformaldehido 4% + Sucrosa 2% a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se lavaron 3 veces con PBS y se permeabilizaron con 0.2%
triton en PBS durante 5 minutos. Luego, se lavaron nuevamente y se agregé una solucion
de bloqueo (albumina 2%) durante 1h. Se realizaron 3 lavados con PBS y se agregd el
anticuerpo conjugado a Faloidina-Alexa 488 (Invitrogen, Cat: A12379) diluido segun las
indicaciones del fabricante, que se incubd toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron
con PBS y se incubaron las MSCs con el ODN marcado con Texas-Red IMT504* (0,5
pg/ml) a tiempos cortos (5 minutos) y largos (1 y 4 horas) a 37°C. Se lavaron y montaron
con liquido de montaje con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Vectashield Hard
set™, Vector Laboratories, Inc), que tifie los ndcleos celulares. Se determiné la presencia
de IMT504 en citoplasma y/o nacleo por medio de microscopia confocal (LSM 980,

ZE1Z2).
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1.3.8 Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

(gPCR)

Se sembraron MSCs en pasaje 5-6 en placas de 6 pocillos cuando habian
alcanzado un 90% de confluencia, se descartaron los medios de cultivo con SFB vy se
agregaron los distintos tratamientos (presencia o ausencia de ODNS) durante 2 y 18 horas
a 37°C. Se lavaron las células con PBS y se agregd TRI Reagent® (Molecular research
center, Inc.) para la extraccién de &cido ribonucleico (ARN). Luego, se incubd con
cloroformo para separar la fase acuosa que contiene el ARN. EI mismo se precipit6é con
isopropanol y se lavé con etanol 75% en agua tratada con dietilpirocarbonato (H-O-
DEPC). El pellet de ARN se resuspendi6 en H,O-DEPC, se determind su concentracion
y pureza (Absorbancias: 260nm/280nm y 230nm/280nm) por espectrofotometria
(eppenford BioPhotometer plus®) y su integridad en gel de agarosa 1% en TAE (40mM
tris-acetato, 1mM EDTA, pH 8,0), revelado junto con la sonda SYBR®-Green. Para la
electroforesis (Power Pac 300, Bio-Rad), se sembr6 el ARN en buffer de carga, se corri6
a 70 voltios durante 1 hora y se revelé en documentador de imagen (Gel Doc™ EZ

imager, BIO-RAD).

A partir del ARN se gener6 &cido desoxirribonucleico copia (ADNc) por
retrotranscripcion acopladaa PCR (RT-PCR). Se incub6 el ARN con una mezcla de Oligo
DT (0,5 ug / pl), dNTPs 10 MM y Agua-DEPC. Luego, se agregd buffer concentrado con
ditiotreitol (DTT) 0,1M, agente reductor que mantiene la estabilidad de los puentes
disulfuro en las ribonucleasas (RNasas) y, por ende, funciona como un coadyuvante en la
inactivacién de dichas enzimas. Finalmente, se indujo la transcripcién reversa con la

enzima del virus de la leucemia murina de Moloney (M-MLV) (Invitrogen).
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Se amplificaron las muestras de ADNc con el Kit 5x HOT FIREPol EvaGreen

gPCR Mix Plus (Solis BioDyne) siguiendo las instrucciones del fabricante.

En la Tabla 4 se muestran las secuencias de las sondas utilizadas para amplificar

y cuantificar los genes de interés.

Gen Sonda Sentido (5°-3") Sonda Anti-Sentido (5°-3°)
IL-6 CCACTTCACAAGTCGGAGGCTTA GCAAGTGCATCATCGTTGTTCATAC
TGF-B CAACAATTCCTGGCGTTACC AGCCCTGTATTCCGTCTCCT

Tabla 4: Secuencia de sondas utilizadas para amplificar, por gPCR, los genes de las citoquinas IL-
6y TGF-B.

La amplificacion se realizé en un termociclador Step One™ Real. Tyme PCR

(Applied Biosystems).
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1.4 Resultados

1.4.1 Efecto del IMT054 en la proliferacion de células madre

mesenquimales

Se estudid el efecto del ODN IMT504 sobre la proliferacion de MSCs de médula
Osea en distintos modelos de raton, mediante ensayos de recuento de unidades formadoras
de colonias (UCF). En primer lugar, se evaluo la concentracion de IMT504. Observamos
que el IMT504 induce un efecto sobre las células de médula dsea obtenidas a partir de
ratones BALB/c. Para ello, se realiz6 una curva dosis-respuesta (Figura 15), donde
observamos que las concentraciones mas bajas del ODNSs inducen un efecto mayor en la
cantidad de UFC. Con 0,5; 1,5y 4 pl/ml de IMT504 obtuvimos recuentos comparables
de 19+2, 18+2 y 20+0,5 UFC/2x10° CMO, respectivamente. A 6,5 pg/ml de ODN se
obtienen recuentos de 14+3 UFC/2x10® CMO; y a 10,5 pg/ml de ODN no observamos

diferencias significativas respecto del control (Figura 15).

25+
20+ *% *
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n°UFC/2x108CMO
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Control 0,5 15 4 6,5 10,5
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Figura 15: Curva dosis respuesta del ODN IMT504 sobre el recuento de UFC de MSCs de médula
Osea de ratones BALB/c (n=6). ANOVA de una via y Holm-Sidak’s para comparaciones multiples:
*p<0,05; **<0,01.
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Estos resultados se tomaron como base para continuar los estudios de
proliferacion de MSCs de médula ésea de ratones NOD prediabéticos y diabéticos.
Nuevamente, se determind que la concentracion mas baja de IMT504 utilizada (0,5ug/ml)
induce la méaxima proliferacion (631 UFC/2x106 CMO), mientras que la concentracion
mas alta (10,5ug/ml) no induce significativamente la proliferacion de las MSCs (Figura
16A). En funcién de estos resultados seleccionamos como concentracion de trabajo la

concentracion de 0,5ug/ml de IMT504.

A continuacién, comparamos el efecto del IMT504 sobre MSCs de médula 6sea
de animales NOD prediabéticos (pre-DT1) y diabéticos (DT1). Observamos,
efectivamente, que el tratamiento con 0,5 pg/ml de IMT504 induce la proliferacion de
MSCs en ambos grupos, con 12 y 17 UFC/2x10® CMO, respectivamente (Figura 16B).
Finalmente, se estudio el efecto de altas concentraciones de IMT504 sobre las MSCs de
médula 6sea de ratones NOD pre-DT1y DT1. Nuevamente, observamos que dosis altas

de ODN (a partir de 6,5 pg/ml) inhiben la proliferacion de MSCs (Figura 16C).
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Figura 16: Efecto del IMT504 sobre la capacidad formadora de colonias de células de médula
Osea de ratones NOD pre-DT1 y DT1. Determinacidn de la concentracién efectiva de IMT504
(ug/ml). (A) Curva dosis respuesta en MSCs de animales pre-DT1. (B) Efecto de una dosis baja
(0,5 pug/ml) y, (C) una dosis alta (6,5 pug/ml) de IMT504 sobre MSCs de animales pre-DT1 y DT1.
Por grupo experimental se trabajéo con un n=6. ANOVA de una via y Holm-Sidak’s para
comparaciones multiples en la figura de A) y ANOVA de dos vias y Sidak’s para comparaciones
multiples en las figuras B y C): *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Estudios previos han demostrado que el IMT504 tiene efectos en la viabilidad de
células B humanas de pacientes con leucemia linfocitica cronica®3, por lo que decidimos
evaluar el efecto del ODN sobre la viabilidad de MSCs de MO de ratones NOD pre-DT1

y DT1.

En primer lugar, determinamos que no hay un efecto citotoxico del IMT504 sobre
las MSCs con ninguna de las concentraciones utilizadas (Figura 17 A Y B). Mas aun,
concentraciones bajas de IMT504 (0,5 y 1,5 pg/ml) incrementan significativamente la
viabilidad/supervivencia en MSCs de animales pre-DT1 (Figura 17A). Por otro lado, en
MSCs provenientes de ratones diabéticos, no detectamos efecto alguno con ninguna de
las concentraciones/dosis evaluadas (Figura 17B). Si bien no hay diferencias
significativas se puede observar un leve aumento en la viabilidad de MSCs estimuladas
con dosis bajas de IMT504. Esta tendencia o ausencia de significancia podria relacionarse
con una menor capacidad de respuesta de MSCs extraidas de animales con esta

patologial®1%°,
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Figura 17: Efecto del IMT504 sobre la viabilidad de las MSCs de médula 6sea de ratones NOD (A)
prediabéticos y (B) diabéticos. Como control positivo se utilizé medio completo con 10% SFB y
como control de muerte medio con DMSO al 5%. Para cada grupo experimental n=6. ANOVA de
1 via y Dunnett’s para comparaciones multiples, *p<0,05; ****p<0,0001.

Luego, se estudio el efecto del IMT504 sobre la apoptosis en MSCs de ratones
DT1. Para ello, cuantificamos la proporcion de células apoptoéticas luego de la
estimulacion con IMT504 durante 4 hs. Evaluamos tres condiciones experimentales, a
saber: DMEM baja concentracion de glucosa (“baja”) + 20% SFB, como control de

viabilidad; DMEM baja + 10% DMSO, como control de apoptosis; y DMEM baja +
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IMT504 0,5 pug/ml, como grupo experimental. El porcentaje de celulas apoptoticas fue
del 8%, 75% y 37% respectivamente (Figura 18). Si bien no hay evidencias
significativas, se puede observar que el porcentaje de células viables es mayor en los
grupos tratados con SFB e IMT504. Aunque debemos resaltar que el porcentaje de células
apoptoticas es tres veces mayor en presencia de IMT504 respecto al grupo con SFB.
Ademas, el efecto protector de la apoptosis que muestra el IMT504 se ha descripto en
modelos de diabetes inducida®®. Si consideramos los datos de viabilidad y apoptosis en
MSCs extraidas de animales DT1 luego del tratamiento con IMT504, podemos inferir que

el aumento en el nimero de células apoptoticas no nos permite detectar diferencias en los

ensayos de viabilidad.
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Figura 18: Efecto del tratamiento con IMT504 en la induccidn de células apoptéticas. MSCs de
ratones NOD DT1 (n=2) se estimularon, durante 4 hs, con DMEM + 0,5 pug/m IMT504,
DMEM+20%SFB y DMEM+10%DMSO. Las barras muestran % de células viables y apoptéticas.
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1.4.2 Sitio de unién del IMT054 en las células madre mesenquimales

Sabiendo que el IMT054 actlia sobre las MSCs de ratones NOD pre-DT1y DT1,
decidimos esclarecer la via por la cual actta el IMT504, es decir, determinar cuales son
los sitios de accion del ODN en la célula. Por un lado, estudiamos por
inmunofluorescencia si  habia colocalizacion entre IMT504* 'y marcadores
citoplasmaticos y nucleares a 37°C. Observamos que, tanto en animales pre-DT1 como
DT1, tanto el citoplasma como el nicleo aparecen marcados con el IMT504* luego del

tratamiento (Figura 19).

Autofluorescencia 15 minutos 240 minutos

VimentinDAPI VimentinDAF VimentinDAPI

Prediabético

DT1

Figura 19: Inmunofluorescencia en MSCs de ratones NOD prediabéticos y diabéticos tratados
con IMT504 marcado a 37°C. A y D) MSCs sin tratamiento, autofluorescencia. MSCs tratadas
con 0,5ug/ml de IMT504 marcado durante By E) 15 minutos y Cy F) 240 minutos. Luego se
fijaron las células y se tifieron con marcadores citoplasmatico (anti-vimentin) y nuclear (DAPI)
40X.

Sin embargo, se observa un cambio en la intensidad de la marca citoplasmatica y
nuclear segun el tiempo de incubacion. A los 15 minutos, la intensidad de IMT504* es

mayor en el citoplasma mientras que, a tiempos mas largos, el ndcleo presenta mayor
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intensidad (Figura 19 B y C). Si bien la intensidad del fluoroforo es levemente menor en
MSCs DT1, la marcacion se encuentra principalmente en el citoplasma a los 15 min.,
mientras que a los 240 min. se la observa en mayor medida en el nucleo (Figura 19 E 'y

F), por lo que sigue el mismo patrén que en MSCs pre-DT1.

Por otro lado, decidimos estudiar si el ingreso del IMT504* a las MSCs esta
mediado por un transporte activo. Para ello, repetimos el ensayo de inmunofluorescencia
anterior, pero a 4°C. Observamos que el ingreso del IMT504* es menor, tanto al ndcleo
como al citoplasma de MSCs de animales pre-DT1 y DT1, aunque existe (Figura 20).
Esto podria indicar que solo una menor proporcion del ODN ingresa a las células por
difusion.

Autofluorescencia 15 minutos 240 minutos

VimentinDAPI VimentinDAP VimentinDAPI

Prediabético

DT1

Figura 20: Inmunofluorescencia en MSCs de ratones NOD prediabéticos y diabéticos tratados con
IMT504 marcado a 4°C. A y D) MSCs sin tratamiento, autofluorescencia. MSCs tratadas con
0,5ug/ml de IMT504 marcado durante By E) 15 minutos y C y F) 240 minutos. Luego, se fijaron
las células y se tifieron con marcadores citoplasmatico (anti-vimentin) y nuclear (DAPI) 40X.
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1.4.3 Efecto del IMT504 sobre la movilizacion de las células madre

mesenquimales

Se ha establecido que el tratamiento in vivo con IMT504 revierte la condicion
diabética en diferentes modelos animales de diabetes (incluidos ratones NOD), donde se
observa que mejoran los parametros tanto endocrinoldgicos inmunes como histologicos
(preservacion/recuperacion de islotes pancreaticos)'®. Ademas, en modelos de dolor
neuropatico, se ha determinado que la disminucién del dolor en las zonas de inflamacion
esta relacionada con la llegada de MSCs al sitio de lesion®’. Por estos motivos, decidimos
estudiar si las MSCs obtenidas a partir de ratones NOD pre-DT1 y DT1 modificaban su

patron de migracion luego del tratamiento con IMT504.

Primero, evaluamos el efecto a largo plazo del IMT504 (18hs) sobre la
movilizacién de las MSCs (Figura 21). Observamos que el tratamiento con dosis bajas
del ODN (0,5 y 4 pg/ml) induce la movilizacion de MSCs pre-DT1 (Figura 21A) y DT1
(Figura 21B) a partir de las 12 horas. Por otro lado, dosis altas de IMT504 no inducen la
migracion de las MSCs en ninguno de los grupos experimentales, por lo que el porcentaje

de herida abierta permanece constante durante todo el ensayo.
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Figura 21: Efecto generado por una estimulacién prolongada con IMT504 sobre la migracién de
las MSCs. Porcentaje de herida abierta al inicio (T0), a las 12 (T12) y 16 (T16) horas del
tratamiento con IMT504 sobre MSCs de animales NOD (A) prediabéticos y (B) diabéticos. Los
controles positivo y negativo corresponden a medio completo con y sin 20% SFB,
respectivamente. Para cada grupo n=6. ANOVA de dos vias y Dunnett’s para comparaciones
multiples: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 TO vs T12/T16 para cada grupo.
#n<0,05; #p<0,01 IMT504 0,5pg/ml vs 10,5ug/ml a T16.
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En segundo lugar, se evalud si el tratamiento a corto plazo con IMT504 era
suficiente para inducir la movilizacion celular (Figura 22). Se observé el mismo patrén
que con el tratamiento a largo plazo. Esto es, MSCs pre-DT1 tratadas durante 2hs con 0,5
pg/ml de IMT504 inducen la migracion celular (Figura 22A). En contraposicion con lo
observado en estimulaciones prolongadas con IMT504, los resultados no muestran
diferencias significativas con concentraciones de 10,5 pg/ml, lo que indicaria que no hay
efecto en la movilidad de las MSCs (Figura 22A). En el caso de MSCs DT1 se puede
observar la misma tendencia que en MSCs prediabéticas, aunque las diferencias

observadas no fueron significativas (Figura 22B).
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Figura 22: Efecto generado por la estimulacién corta (2hs) con IMT504 sobre la migracidon de
MSCs de ratones NOD. Porcentaje de herida abierta al inicio (T0), a las 12 (T12) y a las 16 (T16)
horas de generar la herida en la monocapa de MSCs de animales (A) prediabéticos y (B)
diabéticos. Los controles positivo y negativo corresponden a medio completo cony sin 20% SFB,
respectivamente. Para cada grupo n=6. ANOVA de dos vias y prueba de comparaciones multiples
Dunnett’s: *p<0,05; ****p<0,0001 vs TO.
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1.4.4 Efecto del IMT504 en la expresién génica de las células madre

mesenquimales

Las MSCs son células multipotentes de gran interés por su posible desarrollo en
nuevas terapias celulares y el tratamiento de enfermedades inflamatorias o autoinmunes.
Sus efectos estan mediados por citoquinas y quimioquinas que orquestan las funciones
desempefiadas por las MSCs. Dentro de estos mediadores, se sabe que la IL-6 y TGF-p
cumplen un rol fundamental en la regulacion de la proliferacion, diferenciacion,
migracion, apoptosis e inmunomodulacion. Se sabe que la sintesis/secrecion de TGF-
por las MSCs participa en el silenciamiento de la respuesta inflamatoria. Ademas, induce
en las MSCs su proliferacion y migracion hacia el sitio de lesion®®. Por su parte, la
presencia de 1L-6 esta relacionada con la incapacidad de apagar la respuesta inmune!®®,
También, se sabe que la produccion de IL-6 estd relacionada con estadios mas
indiferenciados de las MSCs'®. Por todo lo dicho, decidimos evaluar la expresion de

estos genes en MSCs extraidas de ratones NOD pre-DT1y DTL1.

El tratamiento de MSCs con IMT504 cambia el perfil de expresion génica entre
los animales pre-DT1 y DT1. En ratones prediabéticos y diabéticos, al utilizar ODN
control, observamos para IL-6 y TGF-B una tendencia clara hacia la disminucion de la
expresion génica (Figura 23). Contrariamente, el uso de IMT504 invierte el sentido de
expresion de los genes en MSCs DT1 respecto de las pre-DT1. Podemos ver que el
tratamiento con 10,5 pg/ml de IMT504 inhibe la expresion de IL-6 y TGF-3 en MSCs
pre-DT1, mientras que 0,5 pg/ml de IMT504 estimula la expresion de IL-6 sin alterar
TGF-B (Figura 23A). En MSCs de animales DT1 podemos ver que el tratamiento con
10,5 pg/ml de IMT504 induce la expresion de IL-6 y TGF-B, y que 0,5 pg/ml tienden a

disminuir IL-6 e inducir significativamente la expresion de TGF-$ (Figura 23B). En base
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a estos resultados podemos inferir que el IMT504 modula la expresion de los genes

evaluados y, ademas, su efecto depende del microambiente en el que esas células se

encuentran.
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Figura 23: Cuantificacién de la expresién génica de IL-6 y TGF-B en MSCs de médula ésea de
ratones NOD (A) prediabéticos y (B) diabéticos, luego de la estimulacién durante 2hs con ODNs.
Los grupos de ODN corresponden a 10,5 pg/ml y 0,5 pug/ml de IMT054 y 4 ug/ml de PolyC. La
expresion génica relativa representa el logaritmo del grado de cambio (del inglés fold change).
ANOVA de dos vias y prueba de comparaciones multiples Dunnett’s. *p<0,05-, ***p<0,0001 vs
control (DMEM).
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1.5 Discusion

En estudios preclinicos realizados en diversas enfermedades inflamatorias se ha
demostrado que las MSCs son efectivas como terapias celulares. En los modelos animales
utilizados, estas células logran modular la respuesta inmune de acuerdo con el
microambiente, e inducir la regeneracion de tejidos y/o directamente regenerar el tejido.
Sin embargo, el uso de estas terapias en ensayos clinicos es sumamente invasivo, ya que
implica la extraccion por puncion medular de MSCs, el cultivo y tratamiento de las
mismas in vitro, para luego comenzar los procedimientos de trasplante celular en el
paciente. Por este motivo surge como alternativa del trasplante el uso de drogas sintéticas

que tengan la capacidad de estimular las MSCs endogenas.

Estudios previos sugieren que el IMT504 actla sobre las MSCs tanto en ensayos
in vitro como in vivo. En modelos de lesion de nervios periféricos realizados en ratas se
observo que el tratamiento con IMT504 disminuye significativamente el dolor
neuropatico'®. En el caso de la osteoporosis, el tratamiento de ratas con el ODN logro
recuperar la estructura Osea, es decir, se observaron mejoras en indicadores
morfométricos como, por ejemplo, volumen y densidad trabecular. En modelos de sepsis,
el IMT504 reduce los niveles séricos de IL-6 y la carga de sepsis bacteriana en el higado,
bazo y pulmoni®. En modelos de lesion 6sea, nuestro grupo ha determinado que el
tratamiento sistémico con IMT504 incrementa el porcentaje de células y la capacidad
osteogénica de las MSCs, efecto que lleva a la recuperacion del hueso#*. Otra condicion
es la alodinia, donde se ve el efecto claro del IMT504 sobre la inflamacion y MSCs. Esto
significa que el ODN provoca un efecto antinflamatorio en el nervio lesionado y, ademas,
promueve la migracion de MSCs, células que van a terminar potenciando el efecto
inmunoldgico y la reparacion de los tejidos dafiados!'t. Finalmente, en un modelo de

diabetes inducida por estreptozotocina en ratas, el tratamiento con IMT504 revierte el
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dafo pancreatico, fendomeno que se evidencia al observar una disminucion de la glucemia
y un aumento en la produccion de insulina hasta niveles normales. Todos los efectos
observados de la droga se asocian a funciones de las MSCs, como puede ser la
inmunomodulacion y/o regeneracion celular. Especificamente, el IMT504 induce la
expansion, activacion, reclutamiento y diferenciacion de las MSCs, que logran mejorar el

estado inflamatorio agudo en estas patologias.

Sabiendo que el ODN tiene la capacidad de revertir o mejorar la condicion
diabética en modelos de diabetes inducida y que dichos cambios se relacionaron, en parte,
con efectos producidos por las MSCs, decidimos estudiar que ocurria en un modelo que
se asemeje a la diabetes autoinmune. Entonces, en esta seccion evaluamos la
potencialidad del IMT504 de promover las MSCs enddgenas de ratones NOD pre-DT1 o

DTL.

En primer lugar, logramos determinar que las MSCs responden al tratamiento in
vitro con IMT504 en este modelo de DT1 y que esa respuesta es dosis dependiente. A
bajas concentracion del ODN los efectos son mas alentadores para mejorar el estado de
dafo. En nuestros resultados, con 0,5 pg/ml de IMT504 observamos una estimulacién de
MSCs enddgenas y un aumento de su capacidad proliferativa, mientras que con dosis altas
(mayor a 6,5 pg/ml) ocurrid el efecto inverso. Estos datos coinciden con resultados
publicados en un modelo de diabetes inducida, donde demuestran que el tratamiento in
vivo con IMT504 induce una respuesta diferenciada segin la dosis'®. Ademas,
determinamos que el IMT504 no tiene un efecto citotdxico, no observamos un efecto pro
apoptotico ni tampoco la disminucion en la viabilidad celular. Es mas, vimos que con
dosis bajas (0,5/ 1,5 pg/ml) de IMT054 hay un aumento significativo en la viabilidad de

las MSCs.
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En segundo lugar, evaluamos la capacidad del IMT504 de ingresar a la célula. En
ensayos de microscopia, observamos que las MSCs internalizan el IMT504 marcado de
forma diferencial segun el tiempo y la temperatura de incubacion. A tiempos cortos (15
minutos) y 37°C el IMT504 que ingresa se encuentra mayoritariamente en el citoplasma
de las MSCs, mientras que a tiempos largos (4hs) casi todo el ODN se encuentra en el
nucleo. Cuando la incubacion fue a 4°C, en cambio, el IMT504 se detecta solo en algunas
células y en menor proporcion. Estos resultados sugieren que la temperatura es
indispensable en la permeabilidad y/o fluidez que permite el ingreso del IMT504.
Nuestros resultados se contradicen con estudios en MSCs de ratas y de humanos, los
cuales demostraron que cuando el IMT504 entra a estas células se ubica exclusivamente
en el citoplasma'®. Esto podria explicarse debido a que los autores de dicho trabajo
utilizaron una concentracion 14 veces mayor (7 pg/ml) durante mas tiempo (16hs), donde
se podrian estar activando mecanismos para eliminar el ODN y, por ende, observar solo
los restos del IMT504. Sin embargo, mas experimentos deben realizarse para confirmar

esta hipétesis.

Por ultimo, evaluamos el efecto del IMT504 sobre su capacidad migratoria e
inmunomoduladora de las MSCs. Antecedentes de nuestro grupo demostraron que el
tratamiento de animales NOD DT1 con IMT504 mejord el estado diabético. Dicho
cambio se asocia a una mejora en la capacidad de regular la glucemia, que esta
acompafada de un incremento en el numero y funcionalidad de las células 3 pancreéticas
(preservacion/regeneracion) y de una disminucion del infiltrado leucocitario inflamatorio
en los islotes pancreaticos*61162, Nos preguntamos entonces si estos efectos podian estar
mediados o relacionados con la funcion de las MSCs. Al analizar la capacidad migratoria,
observamos que las MSCs aisladas de animales pre-DT1 y DT1 y tratadas in vitro con

0,5 pg/ml de IMT504 durante 18hs inducen su movilizacion. Cuando evaluamos el efecto
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a tiempos cortos (4hs), el ODN no indujo la migracion de MSC de NOD DT1. Esto podria
vincularse con lo propuesto por otros autores, que las MSC aisladas de animales con una
diabetes establecida presentan una condicion menos respondedora, es decir, que su
capacidad de respuesta o funciones fisioldgicas frente a estimulos enddgenos o exdgenos
se ven disminuidas, posiblemente debido al microambiente desfavorable en el que se
encuetran®®®, Podemos decir, entonces, que las MSCs en animales DT1 necesitan tiempos
mas largos de estimulacidn para responder mientras que las MSCs de animales pre-DT1
son mas reactivas y con 4hs de estimulo es suficiente para inducir la migracion y
“homing” (habilidad de ciertos tipos celulares de ingresar y localizarse en un determinado
nicho)'®4165 Respecto a la capacidad inmunomoduladora de las MSCs y sabiendo que
con el tratamiento de IMT504 hay cambios en la respuesta inmune de los animales DT1,
tanto del modelo NOD con una respuesta autoinmune espontanea como en la diabetes
inducida por multiples dosis bajas de STZ, evaluamos los genes que podrian estar
involucrados en estos mecanismos. Pudimos determinar que el tratamiento con 0,5 pg/ml
de IMT504 inhibe la produccién de IL-6 y aumenta significativamente la produccion de
TGF-p. Estudios previos demostraron que la presencia de 1L-6 impide la inactivacion del
sistema inmune, funcionando como citoquina proinflamatorial®®. Ademas, TGF-B induce
la migracion de las MSCs'®8. Nuestros resultados van en linea con estos antecedentes, ya
que en presencia de IMT504 (0,5 pg/ml) disminuye la expresion de IL-6 y aumenta la
expresion de TGF-p, lo que explicaria la disminucidn en la actividad del sistema inmune
(y menos infiltrado inflamatorio) y el aumento en el numero de células B

(regeneracion)1o8114,

Por todo lo expuesto, podemos concluir que el IMT504 tiene un efecto sobre las
MSCs y que ese efecto podria participar en la reversiéon del estado diabético de los

animales NOD DT1.
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Capitulo 2
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2.1 Efecto del IMT504 en células del sistema inmunoldgico

El sistema inmunolégico (SI) es una compleja red de factores humorales, células,
tejidos y organos que median la resistencia a patdgenos, intervienen en procesos de
autoinmunidad y pueden mediar la respuesta a tumores. La integridad de los organismos
depende del SI, que se encarga de mantener la homeostasis. Los mecanismos de defensa
de primera linea del Sl son las barreras fisicas y componentes de la inmunidad innata, que
reconocen patrones asociados a patdgenos y despiertan una respuesta inespecifica. Otros
mecanismos de defensa son los inducidos o estimulados por sustancias especificas
presentes en el patdgeno, que constituyen la inmunidad adquirida. Dicha inmunidad esta
mediada por LB y LT, células presentadoras de antigeno (APC), anticuerpos o
inmunoglobulinas, sistema del complemento y citoquinas. Asi, el Sl es capaz de
reconocer a los componentes del agente patdgeno e iniciar una serie de respuestas
encaminadas a eliminarlo, cuyas caracteristicas fundamentales son la especificidad y la

memorial®®,

Las células que forman parte del Sl se organizan a su vez en tejidos y 6rganos,
estructuras que reciben el nombre de sistema linfoide. Los tejidos y érganos linfoides se
pueden dividir en primarios y en secundarios o periféricos. Los érganos primarios son los
lugares de la linfopoyesis, mientras que los periféricos son los lugares de interaccion entre
las distintas células inmunes y los patégenos. Por ende, los dérganos tienen como mision
proveer un ambiente favorable para que se desencadene la respuesta inmunitaria y, en
condiciones normales, una respuesta que protege al organismo de los antigenos nocivos.
Sin embargo, frente a ciertos patdgenos o condiciones, la respuesta inmune puede ser
limitada. Aunque conocemos bastante sobre la fisiopatologia del SlI, ain quedan por
dilucidar complejos mecanismos que podrian contribuir al desarrollo de nuevas

herramientas terapéuticast®’.
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La diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmune en donde los LT autorreactivos
destruyen de forma masiva las células B pancreaticas. El desarrollo de la enfermedad
inicia porque las APC presentan péptidos de las células B. Es decir, las APC reconocen
proteinas propias en el pancreas, migran a los nodulos linfaticos y presentan estos
autoantigenos a los LT colaboradores (CD4"). Estos, a su vez, median la activacion de
LT autorreactivos efectores (CD8"). Luego, los LT CD8" vuelven al pancreas y lisan las
células B que expresan autoantigenos en el complejo mayor de histocompatibilidad 1
(CMH-1). La liberacion de citoquinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno
por células innatas (macrdfagos, células NK y neutréfilos) que infiltran el pancreas
exacerba la destruccion de células . Ademas, las células T reguladoras no suprimen la
respuesta autoinmune de forma efectiva, lo que intensifica el proceso. Los LT activados
dentro de los nodulos linfaticos pancreaticos estimulan en LB la produccion de
autoanticuerpos contra proteinas especificas de células B8 (Figura 24). Estos
autoanticuerpos suelen estar dirigidos contra la insulina, la enzima glutamato
decarboxilasa (GAD), el antigeno de insulinoma 2 (IA-2) y el transportador de zinc 8

(ZnT8), y son utilizados como biomarcadores de la enfermedad*®®.

Nuevas evidencias sostienen que la DT1 no puede ser el resultado, Gnicamente,
del mal funcionamiento de las células T, y argumentan que debe haber una participacién
clara de las células B. Por un lado, se observd que pacientes sanos presentan LT
autorreactivos, que tiene menos avidez en sus receptores y, entonces, no desarrollan la
enfermedad. Por otro lado, en pacientes sanos versus diabéticos, hay muchas diferencias

en la histologia y funcionamiento del pancreas, particularmente de las células f 16°.
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Macrdfagos
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Figura 24: Inmunopatogénesis de la diabetes tipo 1. Interaccion entre células del
sistema inmune y las células de los islotes pancreaticos. Imagen adaptada de Linda A
DiMeglio et al The Lancet 2018.

En la blasqueda de nuevas terapias, que permitan resolver fallas y/o mejorar el
funcionamiento del Sl, surgen los ODNs como estrategias para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias®. Los ODN aparecen como moléculas inmunoestimuladoras,
ya que funcionan como patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs), simulando
el ADN bacteriano*”®. Como se mencion6 en la Introduccion, dentro de los ODN se
conocen dos grandes familias, los ODN que tienen en su secuencia motivos de activacién
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CpGy los que no-CpG (PyNTTTTGT). En nuestro laboratorio se realizaron ensayos con

el IMT504, que es el prototipo de esta ltima subfamilia de ODNs PyNTTTTGT.

El ODN IMT504, con respecto a las funciones inmunologicas, actla sobre
distintas poblaciones celulares que inducen la secrecion de mediadores de la respuesta
innata y adaptativa. Puntualmente, actla sobre los LB y las células dendriticas
plasmacitoides (pDC: del inglés plasmacytoid dendritic cells) humanas, tipos celulares
englobados con el nombre de células presentadoras de antigeno (APC, del inglés antigen
presenting cells)®2. Estas células, como su nombre lo indica, van a presentar el antigeno
a otras células inmunes y asi activar la respuesta inflamatoria: inducir la produccion de
citoquinas, activar diversos tipos celulares, estimular la produccién de anticuerpos y
lograr generar una memoria inmunoldgica. Ademas, el IMT504 actua sobre células NKT
(CD56"CD3") y NK (CD56"CD3"), donde induce la secrecién de GMC-FS en presencia
de IL-2. Al igual que los ODN CpG, induce la secrecion de INF-y, IL-6 y TNF-a en
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés peripheral blood

mononuclear cells)!’™t,

El uso del IMT504 como adyuvante nos permitié entender que posee un efecto
inmunoestimulador, ya que promueve la respuesta inmune (aumenta el titulo de
anticuerpos), disminuye el tiempo de respuesta y la cantidad de antigeno implementado,
aumenta la diversidad de respuesta y mantiene la memoria inmune de LB%2. Luego, en
modelos de sepsis se demostré que el IMT504 no solo logra estimular el SI 14, sino que
puede apagar la respuesta. Ademas, se observd que la induccién o inhibicion en la
expresion de genes podia variar de acuerdo con el tiempo de estimulacién. Por ejemplo,
tiempos cortos de incubacion (maximo 4 hs) inducen la expresion de IL-6, IL-8, IL-10y

CCL3/7; mientras que a tiempos largos (mas de 16 hs) se induce IL-27, IL-35y CCL17.
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A partir de ahi se considera que el ODN es una molécula inmunomoduladora y que

depende del entorno o microambiente en el que actua.

En el modelo de diabetes autoinmune espontanea en ratones NOD se observo que
el tratamiento con IMT504 tiene una actividad inmunomoduladora, ademas de efectos a
nivel fisioldgico y tisular. Brevemente, el tratamiento con IMT504 restablece los niveles
de glucemia en animales con DT1 vy, a nivel tisular, observamos una disminucion en el
infiltrado inflamatorio y un aumento tanto en el nimero de islotes pancreaticos como de
insulina'®®. En relacion con el sistema inmunoldgico, determinamos que inhibe el
infiltrado leucocitario a través de una disminucién en células CD45". Dicha inhibicion
podria estar relacionada con el aumento en la expresion de galectina-3 (Gal-3), ya que
esta proteina ayuda a evadir el sistema inmune en condiciones patoldgicas

autoinmunest’2,

Respecto a factores solubles, por un lado, el IMT504 disminuye
citoguinas asociadas a la respuesta de LT colaboradores 2 (Th2) como IL-4. Las células
Th2 orquestan la respuesta inmune frente a helmintos y hacia la reparacién celular, pero
ademas contribuyen al desarrollo de enfermedades inflamatorias cronicast”. Por otro
lado, se vio que aumenta la expresion de la subunidad p40 que, actuando como
homodimero, desencadena una respuesta antiinflamatoria. El tratamiento con IMT504
también aumenta los niveles séricos de TNF-a, citoquina con capacidad de inhibir LT
autorreactivos que, por ende, limita la extension y severidad de la autoinmunidad®6?.
Todos estos acontecimientos, mas el efecto del IMT504 sobre las células madre, lograrian
mejorar la condicion diabética al regenerar las células 3, recuperar los niveles de insulina
y mejorar el metabolismo de glucidos. De todas formas, es fundamental dilucidar los

mecanismos y funciones por los que actia el ODN IMT504 en distintos tipos celulares

para establecer un posible tratamiento para la DT1.
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2.2 Objetivos particulares

Como vimos, el objetivo de nuestro laboratorio es determinar el efecto del
oligonucledtido IMT504 en ratones diabéticos no obesos (NOD/LtJ), modelo de
preferencia para estudiar la DT1. Particularmente, en este capitulo y, en colaboracion con
el laboratorio de investigacion de la Profesora. Dra. Carolin Daniel en el Helmholtz
Zentrum de Munich Alemania, evaluamos el mecanismo de accion del IMT504 en células

linfoides de animales pre-DT1 y DT1 de ratones NOD/LtJ.

Nos propusimos estudiar el efecto directo del IMT504 en linfocitos T y B aislados

de nodulos linfaticos y bazo de ratones NOD/LtJ pre-DT1y DT1. Para eso evaluamos:

El perfil linfocitario luego del tratamiento, determinando que tipo de

celulas linfoides se ven comprometidas por efecto del IMT504.

- La capacidad de los ODN de inducir células tolerogénicas, en

particular, linfocitos T reguladores.

- El perfil de citoquinas y quimioquinas involucradas en la regulacion

de la DT1 presente en distintas subpoblaciones linfocitarias.

- La expresion de genes involucrados en las vias intracelulares

implicadas en la fisiopatologia de la DTL1.
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Modelo animal

Se utilizaron ratones NOD/ShiLt) (CATt#: JAX:001976, RRID:
IMSR_JAX:001976, The Jackson Laboratory) y se establecieron colonias en el bioterio
del Instituto de Investigacién sobre Diabetes (IDF, Institut fir Diabetesforschung,
Helmholtz zentrum Munchen). Los protocolos utilizados fueron aprobados por el centro
de proteccion animal de Alemania, que sigue las normativas establecidas por el NIH (EE.
UU.). Para la determinacion de la glucemia, se anestesiaron los animales con isoflurano
(Piramal Critical Care, INC.), se extrajo una gota de sangre por puncion ocular y se midio

con tiras reactivas en glucometro.
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2.3.2 Diseccion de nddulos linfaticos y bazo, seguido de extracciéon de

células linfoides.

Se determinaron las glucemias de los animales previo al sacrificio (cAmara de
diéxido de carbono) y se establecieron dos grupos experimentales: prediabéticos (pre-
DT1) y diabéticos (DT1). Se sacrificaron animales de cada grupo, se realizé una incision
en la region abdominal y se extrajeron nddulos linfaticos (NL) axilares (NLax),
mesentéricos (NLmes) y pancreaticos (NLp). Los mismos se colocaron en PBS 10% SFB
con antibidticos y se mantuvieron en hielo. Se aislaron las células de los NL en cabinas
de flujo laminar de bioseguridad 2. Para el procesamiento, se disgregaron los NL a través
de filtros celulares con poros de 70um. Se transfirieron las células y se centrifugaron (400
g) a 4 °C. El pellet celular se resuspendié en solucién salina balanceada Hank’s (HBSS,

Gibco™) y se utilizd en los siguientes ensayos.

Para la extraccion del bazo, se sacrificaron animales pre-DT1y DT1, se realiz
una incision en la zona abdominal izquierda y se extirpo el bazo completo. Luego, se
colocé en PBS 10% SFB con antibiéticos y se mantuvo en hielo. Para disgregar el bazo
se siguieron los mismos pasos utilizados para los nddulos linfaticos. El pellet celular se
resuspendio en buffer ACK (siglas para amonio-cloruro-potasio, solucion hipoténica para
lisar glébulos rojos), y se lavo con PBS. De esta forma, se aislaron los esplenocitos, los
cuales se resuspendieron en RPMI 10% suplementado con antibioticos para el desarrollo

de los ensayos de citometria de flujo.
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2.3.3 Aislamiento de células T naive

La suspension de células linfoides se incubd con el reactivo Fc-Block (BioLegend
Cat. No. 156604) 1:100 en HBSS, con el cual se bloquea el fragmento cristalizable (region
Fc) no especifico de los anticuerpos'’®. Se prepard una solucion de anticuerpos acoplados
a fluoréforos que reconocian marcadores de interés; la misma contenia: PE CD44 (1:800),
PerCP-Cy5.5 CD25 (1:200), A700 CD4 (1:400) y DAPI CD8a, CD11b, CD11c, CD14c,
B220 y F480 (todos 1:400). Se agregd la solucion de anticuerpos a la suspension celular
con Fc-Block y se incubd a 4°C. Luego, se lavaron las células con HBSS, se centrifugaron
a 4°C, se resuspendieron en HBSS y se pasaron por filtro de 40pum hacia tubos de
separacion de células fluorescentes activadas (FACS). Se agregd SYTOX™B|ue
(ThermoFischer) para marcar las células muertas, segun indicaciones del fabricante. Se
seleccionaron células T naive (CD4*CD25CD44"°") por citémetro de flujo de alta
sensibilidad (BD FACSAria ™ I11). El nimero de células aislado vario segin los ensayos.
La suspension de células T naive se lavo y resuspendié en medio completo (RPMI
(Gibco™, ThermoFischer) suplementado con 10% (v/v) SFB (Gibco™), 1% v/v
penicilina, 1% v/v estreptozotocinay 1% L-Glutamina (Sigma-Aldrich)). EL volumen en
el que se resuspendieron las células fue determinado segun el total de células por pocillo
de cada experimento. Para los ensayos de induccion de celulares T reguladoras se
plaquearon 10.000 células por pocillo y para los ensayos de expresién génica se

plaquearon 50.000 células por pocillo.
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2.3.4 Activacién de esplenocitos con IMT504

Para la activacion de esplenocitos, se determind el nimero de células en cdmara
de Neubauer y se sembraron 1x10° células por pocillo de placa de 96 pocillos en RPMI
sin SFB. Se trabajé por triplicado, 3 animales por grupo (pre-DT1y DT1). Se agregaron
los tratamientos en cada pocillo segln corresponde, IMT504 (0,5 pg/ml) y PolyC (4
pg/ml- control de especificidad de secuencia), durante 16 hs a 37°C. Se sembraron
pocillos para los controles de citometria, autofluorescencia (células sin marcar) e isotipo
(anticuerpos conjugados sin especificidad por la diana para determinar uniones no
especificas). Luego, se lavo ces con PBS, se sacé el sobrenadante y se marcd con
anticuerpos (anti CD40-PE y anti CD19-FITC, Cat#:60112FI.1 Tecnolab) segun las
especificaciones del proveedor. Finalmente, se lavé nuevamente con PBS, se fijé en PFA

1% a 4°C y se guardd en PBS hasta la citometria.
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2.3.5 Induccidn de células T reguladoras

A partir de células T naive seleccionadas de GLax, GLmes y GLp de ratones NOD
pre-DT1 y DT1 se realizaron los ensayos de induccion de células T reguladoras. Se
resuspendieron las células en medio completo (RPMI) para tener 10.000 células T naive
por pocillo de placa de 96 pocillos con fondo en U. La misma fue previamente adsorbida
con 5ug/ml de anti-CD3 y anti-CD28 en solucion de adsorcion durante 1h a 37°C. Se
agregé RPMI suplementado con citoquinas (Tabla 5), para simular condiciones
fisiologicas o proinflamatorias segin corresponda. Luego, se le agregaron los
tratamientos de acuerdo con el grupo, IMT504 (0,5ug/ml), PolyC (4pg/ml) y control sin

ODN:Ss. Se incub6 a 37°C en estufa de 5% CO- durante 18hs.

Citoquinas Concentracion final C.F C.P
IL-2 (50000U/ml) 100U/ml X X
INF-y (0.1mg/ml) 10ng/ml X

IL-6 (0.1mg/ml) 10ng/ml X
IL-1B (0.1mg/ml) 10ng/ml X

Tabla 5: Concentracién de citoquinas para mimetizar in vitro las condiciones fisioldgicas (C.F) o
las condiciones proinflamatorias (C.P) de animales pre-DT1 o DT1 respectivamente.

Pasadas las 18hs de incubacion, se transfirieron las células a una placa nueva no
adsorbida. Se cultivo durante 36hs. Luego, se comenzé con el proceso de marcacion para
poder analizar la induccidn por citometria de flujo. Se centrifugo la placa, se retiré el
sobrenadante, se resuspendid en una solucion de anticuerpos (reactivo Fc-Block + CD25

+ CD4+eF480) y se incub6 durante 30 minutos a 4°C. Se lavaron con HBSS, se fijaron y
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permeabilizaron las células siguiendo las instrucciones del kit de marcacion
(eBioscience™ Foxp3, CAT#:00552300, Invitrogen™). Brevemente, se resuspendieron
las celulas con solucion fijadora, se incubaron a 4°C, se agreg6é solucion
permeabilizadora, se centrifugo, se retird el sobrenadante, se resuspendid con solucién de
anticuerpos intracelulares (Foxp3- FITC 1:200, Roryt-PE 1:200 y Ki67-Qdot 1:400,
eBioscience™) diluidos en solucion permeabilizadora y se incubé a 4°C. Finalmente, se
lavd con solucion permeabilizadora, se retiro el sobrenadante, se resuspendio en HBSS,
se filtrd la suspension con filtros de 40um y se analizd por citometria de flujo (BD

FACSAria ™ [1I).

Los valores obtenidos por animal se relativizaron al grupo control (sin ODN) y se
grafico el porcentaje de células positivas para CD4/CD25/Foxp3 en el grupo tratado con

IMT504 y el de PolyC.

%células positivas de cada grupox100
9%CD4*CD25* Foxp3* = — p grup

%células positivas del grupo control
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2.3.6 Induccidn ex vivo de citoquinas

Se aislaron células de ganglios linfaticos de ratones NOD pre-DT1, se pasaron por
filtro de 70um, se lavaron con HBSS y se resuspendieron en RPMI suplementado. La
suspension celular se dividio en tres, uno por cada grupo experimental. Se agreg6 IMT504
(0,5ug/ml) o PolyC (4ug/ml) en los grupos con tratamiento de ODNSs, segln corresponda
y se dejé un grupo sin tratar como control. Se incub6 durante 18hs a 37°C y 5% CO..
Luego, se lavo con HBSS. Para estimular la produccién de citoquinas!’™, se resuspendié
el pellet con RPMI con 1,5mM CacCl,, 1:2000 PMA (del inglés Phorbol myristate acetate,
Sigma-Aldrich) y 1:20000 ionomicina (Sigma.Aldrich) y se incub6 durante 4hs a 37°C.
Transcurridas las 2 primeras horas se agreg6 a la suspension anterior Golgi Plug 1:1000
(BD Biosciences) para bloquear el transporte de vesicular y evitar su liberacion®’®.
Finalizadas las 4hs, se lavé con HBSS. Se resuspendio el pellet con reactivo de bloqueo
Fc (1:50) en HBSS y se incub6 10 minutos a 4°C. Se agregaron los anticuerpos
extracelulares marcados (Tabla 6) a la solucién y se incubaron durante 30 minutos a 4°C.
Se lavé con HBSS y luego se fijaron y permeabilizaron las células para la marcacion
intracelular siguiendo las indicaciones del fabricante (eBioscience™ Foxp3,
CAT#:00552300, Invitrogen™). EIl pellet se resuspendié en HBSS con anticuerpos
intracelulares marcados (Tabla 6), se incubé 40 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad, se lavé por triplicado, se paso la suspension celular por filtros de 40um vy se

analizo por FACS.
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Detector Anticuerpos

Texas-RED CD3 (1:100)
PerCP-Cy5.5 CD25 (1:400)
Anticuerpos A700 CD4 (1:200)

Extracelulares

CD8, CD11b, CD11c, F4/80, B220y CD14

DAPI
(1:300); eFluord50 FVD (1:1000)

PE Cy7 IL-4 (1:100)

APC INFy (1:100)
Anticuerpos FITC Foxp3 (1:200)
Intracelulares PE Roryt (1:200)
Qdot605 IL-17 (1:100)

BV711 IL-10 (1:100)

Tabla 6: Anticuerpos utilizados para determinar la produccién de citoquinas en linfocitos por

citometria de flujo. Se muestra la concentracion de trabajo y el canal en el que se estudié cada
proteina
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2.3.7 Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

Se siguieron los protocolos descriptos en el capitulo uno de aislamiento de LT y
de induccion de T reguladoras (hasta el dia 1) para la extraccion de ARN. Brevemente, a
partir de NL de ratones NOD, se aislaron LT naive (CD4*CD25 CD447'°"), se sembraron
20.000 células/pocillo en placas de 96 previamente adsorbidas con anti-CD3 y anti-CD28,
se agrego el tratamiento con ODNs (0,5ug/ml IMT504 y 4ug/ml PolyC) y el estimulo de
citoquinas segun corresponda (condicién fisiolégica: IL-2; condicion proinflamatoria: IL-
2, INFy, IL-6, IL-1B) en 200u1 de RPMI suplementado. Se incub6 durante 18hs. Se lavo
con PBS. Se transfirieron las células a un tubo de 1.5ml para comenzar el proceso de
extraccion de ARN. Se agregd QIAzol (Cat#:79306 QIAGEN®) para lisar las células y
mantener la integridad de los acidos nucleicos!’’. Luego, se siguieron las indicaciones del
fabricante del kit de extraccion (miRNeasy Micro Kit, QIAGEN®). Se determiné la
concentracion y pureza del ARN por espectrofotometria (NanoPhotometer®N120 12-
Channel microvolume). Se transcribieron 200 ng de ARN a ADN copia (ADNc) por PCR
de transcripcion reversa en dos pasos siguiendo las recomendaciones del fabricante
(iScript™ cDNA Synthesis Kit, Cat# 1708891, BIO-RAD). Se adaptaron las indicaciones
del fabricante (SsoFast™EvaGreen®Supermix, cat#:172-5205, BIO-RAD) para la
amplificacion por gPCR. Se mezclaron 5ul de supermix + 0,5ul de sondas sentido y anti-
sentido + 1l ADNc + 3ul H20 libre de ARN/ADNasas. Las secuencias de las sondas
(Sigma) se muestran en la Tabla 7. Las condiciones del termociclador utilizadas fueron

las recomendadas por el fabricante del kit para el equipo de gPCR CFX96™ (BIO-RAD).
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Gen Sonda Sentido (5°-3") Sonda Anti-Sentido (5°-3")
Map3K7 CTCCTCGTCTTCTGCCAGTG GGTTCACACGTGACAACTGC
mTOR1 TTTGAAGGCCACTCTCTGACC CAGGGATGCCAAGACACAGT
PI3Kgc CCTCCAAGAAGAAGCCCCTG GTAAGGCAGAAGGCACAGGT
Thetl AAGTGGGTGCAGTGTGGAAA TTGGAAGCCCCCTTGTTGTT
STAT3 CGAAGCCGACCCAGGTAGTG GATATGGGGTTCGGCTGCTT

Tabla 7: Secuencia de sondas utilizadas para determinar la expresién génica en linfocitos T por
qPCR.
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2.4 Resultados

2.4.1 Efecto del IMT504 en la activacién de esplenocitos.

Estudios previos demuestran que el IMT504 actua sobre LB y LT en humanos.
Entre varios efectos estudiados, se vio que el ODN logra aumentar el porcentaje de
marcadores de activacion, como CD80/86 y CD40'*3, Ademas, hemos demostrado que el
IMT504 induce un perfil Thl (LT colaboradores 1) al utilizarlo como coadyuvantel®,
Por lo mencionado, decidimos evaluar si el tratamiento con IMT504 tiene efecto sobre
linfocitos de ratones NOD. Observamos que el porcentaje de esplenocitos activados
aumenta luego del tratamiento con IMT504, tanto en animales pre-DT1 como DT1
(Figura 25). Puntualmente, pudimos determinar que el porcentaje de esplenocitos CD19
CD40" (macrdfagos, dendriticas y células epiteliales) aumenta significativamente luego
del tratamiento con IMT504 (Figura 25 A). En la poblacion CD19"CD40" (LB) podemos
observar que el tratamiento con IMT504 induce significativamente la activacion de las
células respecto al PolyC (Figura 25 B), aunque el efecto es 3 veces menor que el
observado en la poblacion CD19". En términos porcentuales, esta comparacién muestra
que en la figura 25A la poblacién CD19" CD40", luego del tratamiento con IMT504, es
del 7%, mientras que en la figura 25B la poblacién CD19*CD40" es del 2,5%. Estos
resultados sugieren que el IMT504 tienen un efecto sobre células mieloides,
especificamente parte de nuestro grupo se encuentra estudiando los efectos del IMT504

sobre los macrofagos.
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Figura 25: Efecto del IMT054 sobre esplenocitos de raton NOD. Citometria de flujo para determinar el
porcentaje de esplenocitos activados luego de la estimulacion con 0,5 pug/ml de IMT054 o 4 pg/ml de
PolyC durante 18 hs. Porcentaje de células (A) CD19 ~y (B) CD19 * activadas (CD40 *) luego del
tratamiento con ODNs. (C) Graficos de puntos representativos del analisis de citometria de
esplenocitos pre-DT1 (superior) y DT1 (inferior), tratados con IMT504 . ANOVA de dos vias y prueba de
comparaciones multiples Sidak’s: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0.001 IMT054 vs PolyC.
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2.4.2 Efecto del IMT504 sobre la induccién de células T reguladoras

Sabiendo que las poblaciones celulares mayoritarias dentro del bazo corresponden
a linfocitos B/T y que el ODN IMT504 no activa principalmente la poblacion celular
CD19" en los esplenocitos de ratones pre-DT1y DT1, decidimos estudiar los LT. Dentro
de los LT, la subpoblacién de mayor interés en las enfermedades autoinmunes es la de
linfocitos Treg, células encargadas de suprimir la respuesta inmune y mantener la

homeostasis del sistema.

En este contexto, a partir de LT naive aislados de NL de ratones NOD pre-DT1,
estudiamos la capacidad del [IMT504 en inducir células T reguladoras
(CD4"CD25"Foxp3™). En condiciones fisiolégicas (Figura 26), vemos que el IMT504
estimula significativamente la inducciéon de células T reguladoras en los NL axilares
(Figura 26 A). Si bien en los NL pancreéaticos y mesentéricos (Figura 26 B y C), en
condicion fisiologica, no hay diferencias significativas, se aprecia una tendencia clara del
IMT504 en la induccion de células Treg.
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Figura 26: Efecto del IMT504 en la induccidn de células T reguladoras. Células T naive aisladas de
nddulos linfaticos (A) axilares, (B) pancreaticos y (C) mesentéricos de ratones NOD pre-DT1
fueron estimuladas con IMT054 o PolyC, en presencia de IL-2. Se determino el porcentaje de
células CD4*CD25*Foxp3* (Treg) al finalizar la induccidén. T-test: *p<0.05.
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Con el objetivo de replicar el entorno en el que se encuentran las células de
individuos diabéticos, agregamos al medio de cultivo citoquinas proinflamatorias (I1L2,
IL6, IL1B e INF-y). Observamos que, en condiciones proinflamatorias, también hay un
incremento significativo en la induccion de linfocitos Treg (Figura 27). Ademas, vemos
que el porcentaje de células Treg es mayor en la condicion fisiologica que en la
proinflamatoria, lo que podria explicarse por la intensidad del estimulo recibido por las
celulas al agregar directamente al cultivo citoquinas proinflamatorias. De todas formas,
vemos que el tratamiento con IMT504 induce la poblacion Treg, lo que podria explicar
la reduccion en el infiltrado inflamatorio y la mejora en la condicion diabética luego del

tratamiento con el ODN.
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Figura 27: Efecto del ITM504 en la induccién de células T reguladoras. Células T naive aisladas de
nodulos linfaticos (A) axilares, (B) pancreaticos y (C) mesentéricos de ratones NOD pre-DT1
fueron estimuladas con IMT054 o PolyC, en presencia de IL-2, IL-6, IL-13 e INF-y. Se determiné el
porcentaje de células CD4*CD25'Foxp3* (Treg) al finalizar la induccion. T-test: *p<0.05 y
**p<0.01.
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2.4.3 Efecto en la sintesis de citoquinas pro y antiinflamatorias luego

del tratamiento de linfocitos T con IMT504

Con el objetivo de estudiar si el IMT504 tiene un efecto en la funcionalidad de las
subpoblaciones T, decidimos determinar el porcentaje de células que sintetizan citoquinas
pro o antiinflamatorias. Particularmente, estudiamos las poblaciones de LT (Figura 28A),
T colaboradores (Th) (Figura 28 B) y T reguladores (Treg) (Figura 28 C). En todos los
casos, no se detectaron diferencias en la sintesis de IL-10 e IL-17 luego de la estimulacién
con IMT504 y, ademas, los valores porcentuales de dichas proteinas fueron menores al
1%. Estos resultados son interesantes porque se sabe que niveles elevados de estas

citoquinas estan relaciones con un desarrollo desfavorable la diabetes!’®17°,

Con respecto al IFN-y, evidencias recientes demuestran que la regeneracion del
tejido pancreético esta asociada con un aumento en TNF-o e INF-y que, a su vez, estan
relacionados con niveles bajos de citoquinas como 1L-17%°, Nuestros resultados sugieren
un aumento significativo (p=0,0055) en la produccion/sintesis de IFN-y por parte de
linfocitos CD3" (Figura 28 A), luego del tratamiento con IMT504. En el caso de
linfocitos Thy Treg, la tendencia es la misma, aunque no hay significancia (Th p=0,0569
y Treg p=0,0625). En concordancia con lo propuesto por los autores mencionados, el

aumento en IFN-y esta asociado con niveles bajos de I1L-17.

TGF- es una citoquina que contribuye, junto con las células Treg, en la
regulacion de la respuesta inmune y la autoinmunidad?*8!. En relacion con esto, nuestros
resultados muestran un aumento significativo en la sintesis TGF-3 en células Treg luego
del tratamiento con IMT504 (Figura 28 C). Este resultado es interesante por las

propiedades de TGF-f sobre las MSCs.
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Figura 28: Efecto del IMT504 en la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias
en células(A) CD3*(células Ty NK), (B) CD4* LT colaboradores) y (C) CD25*Foxp3* (T reguladoras),
aisladas de ndédulos linfaticos de ratones NOD prediabéticos. ANOVA: *p<0.05, **p<0.01.
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2.4.4 Vias de sefializacion reguladas por el tratamiento de linfocitos T

con IMT504.

Se estudiaron las vias de sefalizacion involucradas en el desarrollo o
establecimiento de la diabetes. En este caso, LT naive aislados de NL de ratones NOD
pre-DT1 fueron cultivados durante toda la noche en condiciones fisioldgicas o
proinflamatorias en presencia de IMT504 o de PolyC (Figura 29). Al comparar las
condiciones podemos observar que los genes estudiados presentan un perfil de expresién
opuesto. En condiciones fisioldgicas estan incrementados los genes correspondientes a
las vias MAP3K7, mTOR y PI3k, cuya activacion esta involucrada en procesos
fisiopatoldgicos, como puede ser un deterioro en la funcionalidad de las células B,
mientras que la expresion de STAT3 y Thetl estd disminuida. EI equilibrio entre estos
factores de transcripcién esta relacionado con la polarizacion de la respuesta Th1/Th2
(Figura 29 A). Contrariamente, al simular un estado diabético con citoquinas
proinflamatorias, observamos que los genes correspondientes a MAP3K7, mTOR, P13k
y STAT3 estan disminuidos y Tbetl inducido (Figura 29 B). Los cambios en la expresién
de estos genes estan relacionados con alteraciones en la condicién diabética, por lo que

las variaciones observadas resultan interesantes.
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Figura 29: Expresion génica de células T tratadas con IMT504 en presencia de (A) IL-2 o (B) IL-2,
IL-6, IL-1B e INF-y (condicidn proinflamatoria). Linfocitos aislados a partir de nédulos linfaticos
de ratones pre-DT1. La expresion génica relativa representa el logaritmo del grado de cambio
(del inglés fold change) de cada gen. T-test: *p<0.05, **p<0.01.
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2.5 Discusion

Antecedentes del grupo demuestran que el tratamiento in vivo con IMT504 (20
mg/kg) en ratones NOD diabéticos mejora la funcionalidad de las células B, incrementa
la sintesis y secrecion de insulina, mejora la morfologia pancreatica y aumenta la cantidad
de islotes de Langerhans; efectos que disminuyen los valores de hiperglucemiay por ende
mejoran el metabolismo. Mas aun, el tratamiento con IMT504 muestra una disminucion

significativa en la insulitis, dato que confirma su efecto inmunomodulador 162,

En base a estos antecedentes es que decidimos estudiar el efecto del IMT504 sobre
células del sistema inmunoldgico aisladas de ratones NOD pre-DT1 y DT1.
Especificamente, evaluamos qué subpoblacion linfoide, B y/o T, se ve alterada como
consecuencia del tratamiento. Nuestros resultados reflejan que luego del tratamiento con
IMT504 aumenta el porcentaje de células activadas (CD40%) tanto en animales pre-DT1
como DT1. Ademas, pudimos ver que el nimero de células CD19* (LB) activadas
aumenta a un 3% y, lo mas interesante fue que una poblacion CD19 (células no B) activa

aumentaba a un 7%.

La DT1 es una enfermedad autoinmune donde linfocitos T autorreactivos
destruyen las células-B. Las células T reguladoras (CD25*Foxp3*) son las principales
mediadoras de la inmuno tolerancia periférica. Es sabido que fallas en su funcionalidad o
una reduccion en la proporcion facilitan el desarrollo y establecimiento de la diabetes®?,
En nuestros estudios, determinamos que el tratamiento in vitro de LT naive con 0,5ug/ml
de IMT504 estimula significativamente la induccion de células T reguladores. Este
incremento lo observamos en mayor medida en células inmunes sometidas a una
condicion proinflamatoria, lo que sugiere que el IMT504 podria estar estimulando la

funcién regulatoria en un contexto autoinmune.
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Hasta hoy, los efectos observados por el tratamiento con IMT504 sugieren que su
efecto inmunomodulador debe involucrar mecanismos complejos de sefializacion vy,
ademas, debe modular la respuesta via citoquinas y quimioquinas, proteinas con
funciones pleiotrépicas que acttan sobre distintos tipos celulares. Asi, el oligonucleotido
podria modificar el microambiente en el que actuan las células del Sl y, de esta forma,
revertir el estado inflamatorio presente en la DT1. En este contexto, evaluamos el efecto
directo del IMT504 sobre distintas poblaciones celulares y qué patron de secrecién
muestran éstas luego del tratamiento. Puntualmente, decidimos estudiar la proporcion de
citoquinas sintetizadas por linfocitos CD3", CD4" y CD25'Foxp3". En dichas
subpoblaciones, observamos que el tratamiento con IMT504 no modifica la sintesis de
IL-10 e IL-17. Esta ultima, no solo no presentd diferencias significativas sino que,
ademas, el porcentaje de células sintetizando IL-17 era menor al 0,5%. Este resultado va
de la mano con publicaciones de otros autores que sugieren que en individuos sanos, o en
condiciones fisiologicas, el porcentaje de células Th17 es 1.1% como maximo®,
Ademas, hay evidencias que sugieren que la inhibicion de IL-17 muestra resultados
alentadores en modelos animales NOD*3, por lo que la ausencia de cambios en la sintesis
de IL-17 luego del tratamiento con IMT504 result6 un dato alentador. Particularmente, el
analisis de la subpoblacion CD3" (LT y NK) muestra que el tratamiento con IMT504
induce significativamente la sintesis de INF-y, citoquina producida principalmente por
células CD8*. Ademas, en el caso de la subpoblacién CD4*, no se observa ninguna
variacion en la sintesis de citoquinas luego del tratamiento con el IMT504. Estos
resultados podrian sugerir que el ODN no mejora la condicién diabética al actuar sobre
células T colaboradoras, sino que la mejoria se podria relacionar con un efecto del
IMT504 sobre células CD8". El resto de las citoquinas (IL-10, IL-17, TGF-B) analizadas

no mostrd variaciones significativas en células CD3"y CD4". Finalmente, al estudiar la
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subpoblacién CD25"Foxp3™, células especializadas en suprimir la respuesta inmune,
vemos un aumento significativo en la sintesis de TGF-B. Estudios previos reflejan que
esta citoquina aumenta el nimero de células Treg inducibles (iTreg), las cuales a su vez
enlentecen el desarrollo de la diabetes tipo 1 y parte de este proceso esta relacionado con
su capacidad de preservar la funcion de células B8118°, Este efecto se vio que ocurre por
inhibicidn de células T citotoxicas, lo que permite mejorar el estado diabético. Al mismo
tiempo, se ha reportado que TGF-B estimula las propiedades regenerativas, asi como la
migracion de las MSCs. Esto podria ayudar a explicar los resultados observados en el
capitulo 1, donde demostramos que IMT504 induce la capacidad migratoria de las MSCs

al reducir el porcentaje de herida abierta®®.

En linea con la regulacion humoral y celular, estudiamos qué vias moleculares
podian estar involucradas en el regulacion, control y desarrollo de la diabetes, luego del
exponer LT naive al IMT504. Cuando simulamos la condicién diabética, al agregar in
vitro citoquinas proinflamatorias, vimos que el tratamiento con IMT504 modifica
significativamente la expresion de genes. En este caso, pudimos observar que hay una
disminucion en la expresion de genes asociados con vias de sefializacion que inducen el

desarrollo de la diabetes como MAP3K7, mTOR, PI3k y STAT3.

Estd descripto que el mecanismo por el cual TGF-f logra inhibir los LT
citotéxicos (CD8") es via inhibicion de mTOR. La activacion de esta via es indispensable
para mantener la diferenciacion y funcion efectora de estos linfocitos!®. Con respecto a
STATS3, se sugiere que niveles elevados en leucocitos estan relacionados con el desarrollo
de complicaciones diabéticas como retinopatia y cardiopatial®’. Ademas, se ha
demostrado que la expresion de STAT3 esta asociada con una respuesta diabetogénica de
LT citotoxicos (CD8*) que lleva al desarrollo de la diabetes*®®. Otros estudios demuestran

que bloguear componentes de la via MAP3K llevan a reducir el infiltrado inflamatorio
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pancreatico y preservar la funcion de los islotes, efectos que ayudan a retardar y mejorar
el estado diabético®®. Finalmente, se ha determinado que la inhibicién de PI3K suprime
significativamente la diabetes autoinmune. En el 92% de los ratones NOD, la inhibicién
de PI3K, evito el desarrollo de DT1 espontanea. Dicho efecto se explica porque al inhibir
PI3K se promueve la proliferacion de células Treg y se inhibe un clon especifico de

células autorreactivas CD4* €,

Los resultados obtenidos acerca de las vias de sefializacion son interesantes
porque una menor expresion de PI3K, mTOR y STAT3 esta relacionada con mayores
niveles del transportador de glucosa 1 (Glutl), niveles normales de glucemia y
reprogramacion celular a células tipo B, respectivamente!®192, Mas ain, MAP3K esta
relacionada con la destruccion de células p1%, y también se encuentra disminuida luego
del tratamiento con IMT504. Nuestros resultados son consistentes con estos antecedentes,
donde vemos que la expresion de los genes mTOR, STATS3, PI3K y MAP3K disminuye
significativamente al estimular los linfocitos con IMT504. Todos estos datos en su
conjunto ayudan a entender las mejoras observadas en la condicion diabética de los

animales tratados con IMT504 y cudles son sus posibles mecanismos de accion.
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Capitulo 3
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3.1 Efecto del IMT504 en células madre mesenquimales en

un modelo hepatico

El higado es la glandula méas voluminosa del organismo (corresponde al 2,5% del
peso corporal de un adulto) y es de suma importancia por su diversa actividad metabdlica.
El higado esta dividido en 4 l6bulos que, a su vez, se dividen en lobulillos, las unidades
estructurales y funcionales del higado. Los hepatocitos son las células parenquimaéticas
del érgano y los encargados de la produccion de bilis, la cual es liberada por el colédoco
en el duodeno. Las principales funciones de los hepatocitos son el almacenamiento y/o
produccion de energia para el organismo a través del metabolismo de lipidos, proteinas e

hidratos de carbono, y la detoxificacion y eliminacion de moléculas nocivas!®,

Las enfermedades hepéticas, como la fibrosis, cirrosis o hepatocarcinoma no
tienen un tratamiento médico eficaz, y hasta el momento solo funciona el trasplante y es
limitado debido al nimero de donantes. El desafio es el desarrollo de nuevas terapias que

permitan evitar el trasplante®.

La fibrosis surge como consecuencia de repetidas lesiones hepaticas y remodelado
tisular, que inducen ciclos de cicatrizacion. Esto lleva a laacumulacion excesiva de matriz
extracelular (MEC) con abundantes fibras colagenas. La acumulacion de matriz impide
el paso de nutrientes desde los sinusoides a los hepatocitos y viceversa, generando una
disfuncion hepatical®. Si el estimulo de la lesion hepatica es eliminado tempranamente
se activa un mecanismo de fibrinolisis, que implica un proceso de degradacion de esta
matriz'®’. Ahora, cuando el agente causante de las lesiones persiste, se estimula

nuevamente el proceso inflamatorio seguido por un proceso de fibrogénesis*®.

La cresta neural (NC) es una poblacién transitoria de células multipotentes con

alta capacidad migratoria que se delaminan del techo del tubo neural durante el desarrollo.
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La NC se caracteriza por su notable plasticidad (capacidad para originar células de
diversos linajes) y su alta motilidad'®®. Las células de la cresta neural (NCCs) originan
los siguientes fenotipos celulares en el sistema nervioso periférico: neuronas, células de

la glia y, fibroblastos endoneurales (Figura 30)2%.
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Figura 30: La cresta neural es una poblacion celular multipotente. (A) El desarrollo de la cresta
neural comienza en la etapa de la gastrula. (B) A medida que la placa neural se cierra para formar
el tubo neural, los progenitores de la cresta neural se especifican en la parte dorsal de los
pliegues neurales. (C) Después de la especificacion, las células de la cresta neural sufren la
transicion epitelio mesénquima y se delaminan del tubo neural. (D) Las células migratorias de la
cresta neural siguen rutas estereotipadas alcanzando diversos destinos. (E) Derivados de cresta
neura. Figura adaptada de Simoes-Costa & Bronner, (2015).
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Existen reportes que sugieren que celulas derivadas de la cresta neural (NCDCs)
obtenidas de la médula Gsea de ratones transgénicos pueden comportarse como células

madre neurales?®!

. También se ha demostrado que las NCDCs originan una subpoblacion
de células Nestina™ en la médula 6sea, que estarian presentes y contribuirian al desarrollo
de cultivos de MSCs. Ademas, se ha reportado que las MSCs pueden originar hepatocitos

in vitro202203,

Los modelos animales de fibrosis permiten entender la fisiopatologia de la
fibrogénesis hepatica y son herramientas Utiles para determinar la efectividad de nuevos
tratamientos. Uno de los modelos murinos utilizados es el de toxicidad cronica inducida
por tioacetamida (TAA). La TAA es un potente agente hepatotoxico, una vez administrada
se convierte en TAA-S-0xido, que genera necrosis hepatocitaria. La aplicacion cronica
de TAA induce una fibrosis pericentral. Con el modelo experimental de hepatectomia
parcial podemos entender las capacidades regenerativas del higado 2%4. En dicho modelo,
se extirpa el 70% del higado y los I6bulos residuales restauran la masa hepatica original

una semana después de la cirugia 2%,

Un método empleado para analizar el rol de ciertos tipos celulares en distintos
procesos fisiologicos y patoldgicos, como puede ser la regeneracion hepatica, se conoce
como sistema Cre-LoxP, y se basa en la utilizacion de ratones doble transgénico que
permiten el trazado de linajes celulares in vivo. En estos animales se busca expresar un

gen reportero Unicamente cuando se activa un gen especifico durante el desarrollo.

Entonces, el trazado de linaje permite identificar el fenotipo y propiedades de toda
la progenie de un tipo celular especifico. Este modelo genético se basa en la actividad de
la enzima recombinasa, cuya sintesis puede ser condicional (especifica de un tipo celular)
o inducible (presentan constructos que permiten la transcripcion en presencia de ciertos
factores, como tamoxifeno). Para aplicar esta estrategia se cruzan dos cepas de raton, una
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otorga la especificidad (permite la expresion de la enzima recombinasa bajo un promotor
correspondiente a un gen activo en el tipo celular de interés) y, la otra, presenta el gen
reportero que permite su deteccion (expresa proteinas fluorescentes o una proteina que
puede ser revelada con una reaccion quimica). En esta ultima cepa, el gen reportero se
encuentra precedido por el promotor de un gen con expresion ubicua seguido por una
construccion loxP-STOP-loxP. El gen reportero se expresa solo si hubo recombinacién
de estos transgenes, lo que permite identificar el linaje celular en toda la progenie, su

localizacion, estadio de diferenciacion y su aislamiento, entre otros usos.

La recombinacion genética se ha utilizado para el trazado de linaje desde 1990.
Esta técnica consiste en la incorporacion del gen de la enzima Cre recombinasa (Cre) bajo
la regulacion de un promotor que se activa de forma especifica. En animales en los que
ambas construcciones transgénicas estan presentes, Cre corta la molécula de ADN y la
recombina a nivel de los sitios loxP, liberando el coddén STOP, lo que resulta en la

activacion especifica del gen reportero en todas las células en las que Cre esta expresada.

Asi, las células de la progenie que hayan expresado en algin momento del
desarrollo la enzima Cre estaran marcadas genéticamente. Este sistema de recombinacién
sitio-especifica Cre-LoxP, derivado del bacteriofago P1, es empleado en combinacién
con diferentes genes reporteros?®®, Usualmente, los genes reporteros se expresan bajo el
locus Rosa26. Uno de los genes reporteros utilizados es td-Tomato (Tom) por la

intensidad de su marca fluorescente roja?®’.

En ratones con construcciones reporteras Rosa26CAGU™M (Rosa26™M), la
expresion de la proteina Tom es dirigida por el locus Rosa26, que permite la insercion de
un promotor exdgeno fuerte (CAG), lo que termina con un aumento en la expresion del
gen reportero®®, Las cepas reporteras frecuentemente utilizadas contienen un transgén
que incluye el promotor de Rosa26, con expresion en todas las células del raton, seguido
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rio abajo por una sefial de STOP flanqueada por sitios LoxP, y luego por la secuencia que
codifica para la expresion de Tom (proteina roja fluorescente) o GFP (proteina verde
fluorescente). Por lo tanto, en ausencia de Cre el coddén STOP previene la expresion del
gen reportero. Al cruzarse esta cepa con ratones que expresan Cre bajo un promotor
especifico se produce la recombinacion en la cria y se remueve ese codén STOP en las
células donde ese promotor especifico esta activo (Figura 31). De esta manera, todas las
células derivadas de estas células expresaran la proteina fluorescente?®®. Es decir, en todas
las células en las que Cre esta expresada, se activa el gen reportero especifico, lo que

permite generar modelos animales para el trazado de linajes.

Construccion Cre

Gene locus

Cre
g Cre

Construccion gen reportero /\
Rosa26 locus

loxP loxP

Remocion de casette Stop por recombinacion mediada por Cre en sitios loxP

Rosa26 locus

Expresion del gen reportero luego de la recombinacion

Rosa26 locus
w—{ CAG

loxP Q tdTomato

Figura 31: Recombinacién sitio-especifica mediante el sistema Cre-loxP. La enzima CRE
recombinasa se expresa constituvamente bajo el control de un promotor especifico, de un tipo
celular de interés. En esas células, Cre puede recombinar sitios loxP que flanquean a un sitio de
STOP de la transcripcion génica, aguas arriba de un gen reportero. Al recombinarse, el sitio STOP
es removido y el promotor especifico facilita la expresion del gen reportero. Imagen adaptaday
traducida de Kretzschmar y Watt (2012).
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La actividad de Cre puede ser controlada por recombinacion inducible por
ligandos como tamoxifeno o su metabolito activo 4-hidroxi-tamoxifeno (4-OHT). De esta
forma, se puede activar Cre en ratones adultos de forma selectiva por medio de un
promotor que se expresa durante el desarrollo embrionario. Brevemente, Cre se fusiona
al receptor estrogénico humano (ER) formando la proteina de fusion CreER. En ausencia
de ligando (tamoxifeno o 4-OHT), CreER permanece asociada con proteinas de shock
térmico (HSP) en el citoplasma. Ahora bien, la aplicacion de tamoxifeno o 4-OHT induce
un cambio conformacional en el receptor de estrégeno ER vy asi libera la proteina CreER
de la chaperona HSP. De esta forma, CreER activado se transloca al ndcleo, donde puede

recombinar los sitios loxP.

A continuacidn, se describen las caracteristicas de las cepas utilizadas durante este

capitulo:
WntCre

Estas cepas expresan Cre bajo el promotor Wnt1, especifico de células de la cresta
neural®®. El gen Wnt1 tiene también otras importantes funciones durante el desarrollo de
un organismo; por ejemplo, en la formacion del limite cerebro medio-cerebro posterior,
en la regulacion del tamafio del cerebro medio y en la generacion de las neuronas

dopaminérgicas del cerebro medio ventral.
Cepas reporteras

Las cepas reporteras frecuentemente utilizadas contienen un transgén que incluye
el promotor de Rosa26, con expresion en todas las células del raton, seguido rio abajo por
una sefial de STOP flanqueada por sitios LoxP, y luego por la secuencia que codifica para
la expresion de Tom (proteina roja fluorescente) o YFP (una variante de la proteina verde

fluorescente). Por lo tanto, en ausencia de Cre el coddn de STOP previene la expresién
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del gen reportero. Al cruzarse esta cepa con ratones que expresan Cre bajo un promotor
especifico y producirse la recombinacion en la cria, se remueve ese coddn en las células
en que ese promotor especifico esta activo: de esta manera, todas las células que de ellas

deriven expresaran la proteina fluorescente?®,

Los datos publicados sugieren que las células progenitoras estromales GLAST*
de médula dsea trazados con Wntl son movilizados por sangre periférica después de una
lesion hepatica y son reclutados en el higado, donde se diferencian en células endoteliales
o células tipo hepatocitos (HLCs, del inglés hepatocytes like cells). Asimismo, el dafio
hepatico prolongado y repetitivo genera un fenotipo hipomorfico en los pericitos GLAST*
trazados con Wntl que persisten en la médula ésea. Estos crecen formando colonias con
una densidad celular menor a la normal, probablemente a causa de una menor capacidad

de proliferacion?°,

En la busqueda de nuevos tratamientos, ha cobrado interés el estudio del ODN
IMT504, un compuesto que ha demostrado ser capaz de movilizar las MSCs de médula
Osea hacia células derivadas de la cresta neural, en modelos de patologias hepaticas.
Particularmente, evaluamos dicho efecto en animales Wnt1Cre;Rosa26 Tom tratados con
TAA durante dos semanas. Nos preguntamos si esta molécula podria inducir la
proliferacion y movilizacién de pericitos en el contexto de lesion hepética. En ese caso,
seria posible repoblar la médula ésea con pericitos pro-regenerativas que facilitarian el

proceso de regeneracion tisular.
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3.2 Objetivos particulares

El objetivo general de este capitulo es evaluar si el ODN IMT504 modifica ciertas
propiedades, como la proliferacion, migracion y reclutamiento de pericitos GLAST" en
un modelo de dafio hepético. Para determinar esto propusimos los siguientes objetivos

particulares:

Estudiar si luego de una lesion hepatica y/o de la aplicacion del ODN IMT504 se
estimula la proliferacion de células derivadas de la cresta neural y/o derivadas de pericitos

GLAST" presentes en la médula dsea.

Evaluar si el tratamiento con IMT504 induce la movilizacion de células derivadas
de cresta neural hacia el sitio de dafio hepatico y, ademas determinar si influye en el

potencial de diferenciacion de estas células.

Caracterizar el fenotipo y origen de una subpoblacion de células estromales
progenitoras de médula 6sea y evaluar su capacidad de movilizarse y diferenciarse a
células tipo hepatocitos (HLCs) y/o las células endoteliales. En particular, buscamos
analizar el efecto del IMT504 sobre pericitos GLAST" trazados con Wntl en médula

0sea, su reclutamiento hacia el higado fibrotico y su potencial de diferenciacion.
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33 Materiales y métodos

3.3.1 Cepas de raton y cruzas realizadas para trazado de linaje

Se utilizaron ratones Wnt1® y GLASTCreER"2 (cepa de The Jackson Laboratory)
y Rosa26™™" (background C57, enviado por el Prof. Patrik Ernfors). En FO se cruzan
ratones Cre (del inglés circularization and recombination) con ratones LoxP (del inglés
location of crossing over (x) in P1). Las cepas Cre solo se expresan en células/tejidos
donde se expresa el promotor especifico que activa la expresion del gen (Cre
recombinasa). Las cepas LoxP utilizadas tiene secuencias especificas flanqueadas por
secuencias LoxP, en este caso cuando se activa el promotor genérico se activa la expresion
de secuencias STOP y por ende en FO no se expresa el gen reportero. La generacion F1,
por el contrario, va a expresar el gen reportero (rojo) en las células derivadas de la cresta

neural (Wntl1") y en pericitos (Glast").

El sistema de recombinacion CreLoxP utilizado para lograr la expresion génica
especifica y poder trazar el linaje se logr6 en el laboratorio con los siguientes apareos

(Figura 32):

1) Wnt1®"® x Rosa26™™" (celulas derivadas de la cresta neural), generacion FO del

primer apareo realizado.

2) GLASTCrefR™ x Rosa26™™ (poblacion de precitos), generacion FO del segundo

apareo realizado.

123



Recombinacién

o«
22 —_ PROMOTOR | iOX LO%
—— - SENENCO X STOP X GEN REPORTERO
PROMOTOR CRE
ESPECIFICO RECOMBINASA I
CRE
PROMOTOR @ LOX
SR = GEN REPORTERO

EROMOTOR LUK STOP i GEN REPORTERO

GENERICO p p

Figura 32: Esquema de apareo utilizado para el trazado de linaje. Se determino por
genotipificacion la presencio o ausencia del transgén en la F1.

Se establecieron colonias en el bioterio del IMT CONICET- Universidad Austral.
El trabajo con animales siguio las normas establecidas por el NIH (EE. UU) y los

protocolos fueron aprobados por el CICUAL de la Facultad de Ciencias Biomeédicas de

la Universidad Austral (CICUAL 17/06 y 19/03).
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3.3.2 Tratamiento con IMT504 en animales con fibrosis

La tioacetamida (TAA) se aplica como modelo quimico de induccion de fibrosis
hepatica. El proceso implica dafio oxidativo severo asociado con muerte de hepatocitos,
inflamacién y activacion de células estrelladas hepéticas. El protocolo para la induccion
de fibrosis fue: inyecciones intraperitoneales (ip) de 200 mg/kg de TAA (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) tres veces por semana, durante 1 (1W), 2 (2W), 4 (4W) u 8 (8W)

Semanas.

Con el fin de analizar el efecto de IMT504 sobre la proliferacion y movilizacion
de pericitos trazados con Wnt1, los animales recibieron una dosis subcutanea del ODN
(30ul/g) luego de 2 hs de la ultima dosis de TAA. Luego de 18 horas, para los analisis de

citometria de flujo y/o ensayos CFU-F, se obtuvieron muestras de sangre y médula dsea.
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3.3.3 Citometria de flujo

Para estos estudios se utilizaron ratones adultos Wnt1°"®;Rosa26™" con fibrosis
establecida con TAA o con hepatectomias o controles sin patologia. Algunos animales
recibieron el tratamiento con IMT504 (una dosis subcutanea de 30pl/g luego de 2hs de la
ultima dosis de TAA). Se extrajeron muestras de médula 6sea, como se describe en el
protocolo del capitulo 1, y de sangre periférica. Brevemente, se extrajeron los globos
oculares para obtener sangre periférica, se colocé en un tubo Eppendorf 1.5 ml con
heparina y la muestra obtenida fue diluida 1:2 en solucion fisiolégica. De ambas
muestras/tejidos se aislo la fraccion mononuclear mediante un gradiente de Ficoll (Ficoll-
Paque PlusTM, 1.077 g/ml, GE Healthcare- Amersham Biosciences). Se contabilizaron
las células viables por camara de Neubauer, obteniéndose 1x10° células por muestra. Para
la inmunomarcacion, se fijaron las células en PFA 4% durante 20 minutos a 4°C. Luego,
se realizaron lavados con 1 ml de buffer FACS (BSA 1% enPBS). Posteriormente, las
células fueron incubadas en 100 pl del anticuerpo primario monoclonal de rata anti-CD44
acoplado al fluor6foro APC (BD Pharmingen; 1/100en buffer FACS; que marca células
estromales) por 45 minutos, seguida por una nueva fijacion con PFA 4%, lavados y una
segunda incubacion utilizando un anticuerpo policlonal conejo anti-GLAST (abcam;
1/100) en buffer FACS y 0.1% saponina, durante 45 minutos en oscuridad. Se repitieron
los lavados con buffer FACS. Se descart6 el sobrenadante, y se incub6 con 100 pl del
anticuerpo secundario AlexaFluor 488® burro anti-conejo (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA; 1/100) 1/100 en buffer FACS y 0.1% saponina, durante
45 minutos en oscuridad. Finalmente, se repitieron los lavados, se fijaron las células con

PFA4%, se retird la solucion fijadora y se guardaron en 100ul de PBS hasta su analisis.

Mediante citometria de flujo se cuantifico, por ejemplo, la fraccion de células
GLAST" CD44* Tom"*,
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3.3.4 Ensayo de unidades formadores de colonias a partir de células

de médula 6sea

A partir de animales adultos Wnt1°"®:Rosa26™™ se extrajeron células
mononucleares de médula 6sea (protocolo detallado en materiales y métodos del capitulo
dos). Las células fueron sembradas (2-2,5x10°) en botellas T25 (Nunc, Rochester, NY),
utilizando medio D-MEM baja glucosa. Luego de 7 dias de cultivo, se cambié el medio
por uno fresco. Al dia 14, las células fueron lavadas dos veces con PBS y luego se fijaron
con metanol 100% durante 15 minutos y se tifieron con una solucién de Azur Eosin
Methylene Blue (Giemsa; Merck & Co., White-house Station, NY). Las colonias fueron
cuantificadas utilizando un microscopio invertido optico (Nikon Eclypse NiE, Melville,
NY, USA) Se definié una colonia como un grupo de minimo 50 células con una
disposicion circular. Los resultados se representan como numero total de CFU-F por

2x10° células mononucleares de médula 6sea (BMMCs) sembradas.

Para separar y generar cultivos Tom* y Tom", se sembraron BMMCs de animales
Wnt1°":Rosa26™™ en botellas T25 (Nunc, Rochester, NY), a una densidad de 5x10°
células/cm? en medio suplementado. Se realizaron cambios de medio cada 72 h hasta
obtener colonias confluentes. Se realizd el pasaje celular por tripsinizacion (tripsina
0,25% + EDTA 1mM) vy las células fueron resembradas a una densidad de 5x10°
células/cm? en el mismo medio de cultivo. Este procedimiento se repitié hasta el pasaje
celular 4. Antes del primer pasaje, se seleccionaron por microscopia las colonias cuyas
células expresaban el gen reportero (Tom) y se sembraron en placas separadas para

purificar las células Tom™.
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3.3.5 Diferenciacion in vivo de células Wnt* de la médula dsea en

células tipo hepatocitos y células endoteliales

Para analizar la capacidad de diferenciacion de células de médula 6sea Wntl1*, se
obtuvieron células mononucleares de médula Gsea de animales adultos Wnt1°';
Rosa26™™ tratados o no previamente durante 4 hs con IMT504. Estas células fueron
inyectadas por via sistémica (vena de la cola; 5x10° células/animal) en animales nude sin
timo (LAEN:NIH(S)-FOXN1). 6 dias antes de la hepatectomia. Asi, los grupos
experimentales fueron: CONTROL (inoculacién de células mononucleares sin tratar en
animales sin hepatectomia), IMT504 (inoculacion de células mononucleares tratados en
animales sin hepatectomia), HEP-CONTROL (inoculacién de células mononucleares sin
tratar en animales hepatectomizados) y HEP-IMT504 (inoculacion de células

mononucleares tratados con IMT504 en animales hepatectomizados).

A los dias 1 o 5 postransplante celular se obtuvieron las fraccionesde células
parenquimatosas y no parenquimatosas a partir de los higados de los animales

hepatectomizados o control (naive/fisioldgicos/sin hepatectomia).

Se analizo, por citometria de flujo, la contribucion de células trazadas con HLCs,
células endoteliales y gliales. Las muestras correspondientes a la fraccion parenquimatosa
fueron inmunomarcadas para analizar la co-expresion Tom con CD44/Vimentina,
CD44/Albumina, y CDA44 [fibronectina. La fraccibn no parenquimatosa fue

inmunomarcada para CD44/CD31 y, CD44/S100.
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3.3.6 Proliferacion de células de médula 6sea Wnt* tratadas con

IMT504

Para analizar un posible efecto del IMT504 sobre la proliferacion de células de
médula 6sea trazadas con Wnt1, se utilizaron MSCs obtenidas a partir de pericitos Tom*
de ratones Wntl. Estas células fueron sembradas en placas de 24 pocillos. Se incubaron
con IMT504 (0.5ug/ml) durante dos horas. Luego, se levantaron las células de diversos
pocillos (uno por dia, durante 5 dias) para el recuento de células viables y se calculd el
tiempo de duplicacion in vitro (doubling-time assay), es decir, se determind el tiempo que

necesita una poblacion celular para duplicar su tamafio.
Caélculo del tiempo de duplicacién:

(T2 —T1)

PDT =
3.32x (logN2 — LogN1)

T: tiempo (1: inicial; 2: final)
N: nimero de células (1: inicial; 2: final)

Otras muestras fueron fijadas con PFA 4% para citometria de flujo utilizando el

marcador de proliferacion Ki67.
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3.3.7 Ensayo de herida de células de médula 6sea Wnt* inducidas con

IMTO54

Para determinar el efecto del IMT504 sobre la capacidad de migracion de las
MSCs trazadas con Wntl, se realizd un ensayo de herida. El protocolo utilizado fue
descripto en el capitulo 1 de esta tesis doctoral. Brevemente, se sembraron MSCs en
placas de 6 pocillos y se cultivaron hasta obtener una confluencia del 80%. Se incubaron
con IMT504 (0.5ug/ml) durante 2 hs y luego se realizé una raspadura sobre la monocapa
celular. Se tomaron fotografias de los pocillos a las 0, 8, 12 y 16 horas post herida. Se

cuantifico el porcentaje de la herida abierta para cada tiempo y cada condicion.
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3.3.8 Ensayo de induccion de Wntl en cultivos primarios de pericitos
trazados de ratones Wnt1¢®;Rosa26™™ mediante empleo de

IMT504

Para determinar si el IMT504 induce la activacion de novo de Wntl en MSCs
derivadas de pericitos trazadas con Wntl de médula Osea, se utilizaron células
mononucleares de médula dsea obtenidas de animales Wnt1°";Rosa26™™ . Para esto, se
plaquearon células en placas de 6 pocillos hasta la formacién de colonias. Se tomaron
fotografias de las colonias recién formadas (dia 0). Se realiz6 el recuento sobre la totalidad
de las colonias y se diferenciaron las colonias Tom positivas y negativas. Se agrego
IMT504 (0.5pg/ml) al medio de cultivo durante dos horas. En los siguientes dos dias, una
vez por dia, se cuantificaron las colonias totales, las Tom™ y las Tom". Se calcularon los
porcentajes de colonias que contenian algunas células Tom™ luego de la induccion con

IMTS504.
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3.4 Resultados

3.4.1 Efecto del IMT504 sobre los pericitos GLAST® de médula 6sea

trazados con Wntl

El laboratorio de Biologia del Desarrollo y Medicina Regenerativa de la
Universidad Austral, dirigido por el doctor Jorge Aquino, demostré que, luego de una
lesion hepatica, las células progenitoras estromales GLAST™ (pericitos) de médula 6sea
trazadas con Wntl son reclutadas al higado. Posteriormente, se diferencian en células
endoteliales o en células tipo hepatocitos (HLCs). Ademaés, observaron que el dafio
hepético cronico induce un fenotipo hipomdrfico (menos proliferacion) en pericitos
GLAST" trazados con Wntl residentes de médula 6sea. En este contexto, surgio la
posibilidad de colaborar con el grupo del Dr. Aquino para evaluar las capacidades del
IMT504 de inducir la proliferacion y movilizacion de pericitos en el contexto de lesion

hepatica.

Estudiamos el efecto del IMT504 en la migracion de MSCs de médula 6sea en
animales Wnt1°"; Rosa26™™ con dafio hepatico, inducido por el tratamiento con TAA
(tioacetamida) durante dos semanas (2w, del inglés: two weeks). Luego de 18hs del
tratamiento con IMT504, se obtuvieron células mononucleares de médula 6sea y sangre
periférica (BMMCs y PBMCs respectivamente) y se cuantificd la incidencia de células
trazadas Wnt1. La proporcion de pericitos GLAST™ trazados con Wntl1 en animales con
0 sin dafio hepatico tratados con IMT054 resulta 20 veces mayor que en los animales sin
recibir el tratamiento con ODN (Figura 33 A). Estos resultados sugieren la activacion de
novo del promotor de Wntl en células sin trazar previamente, porque no es posible
completar 10/20 ciclos de division en 18hs. Mas aun, la via de sefializacion Wntl se

asocia con proliferacion y movilizacion de células progenitoras, por lo que decidimos
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evaluar el efecto del IMT504 sobre BMMCs de ratones Wnt1°";Rosa26™". En este
ensayo vimos que el IMT504 aumenta significativamente el nimero de CFU-F Tom™ y
Tom (Figura 33 B y C). Esto sugiere un efecto inductor especifico del IMT504 sobre la
proliferacion de progenitores trazados con Wntl y/o una activacion de novo del promotor

de Wntl en células progenitoras.
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Figura 33: Efecto de IMT504 sobre pericitos trazados con Wntl en la médula 6sea (BMMCs) y
en sangre periférica (PBMCs). (A) Porcentaje de pericitos Tom* en ratones Wnt1“®;Rosa26™™ en
animales control naive, TAA 2 semanas, naive inyectados con IMT504 y TAA 2 semanas e
inyectados con IMT504. (B) Niumero de CFU-Fs en los mismos grupos experimentales de A, las
comparaciones estadisticas fueron hechas en colonias Tom* y Tom". (C) Fraccién de las CFU-F
Tom-+. (D) Microfotografias de colonias representativas de colonias Control, TAA 2w y TAA 2w +
IMT504. Barra de escala: 50 um. *,0 p<0.05; **,00 p<0.01; ***,000,666 p<0.001;
**** 6000,6666 p<0.0001; ANOVA de dos vias y prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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3.4.2 Efecto de IMT504 sobre la proliferacion de células madre

mesenquimales obtenidas a partir de pericitos trazados con Wnt1l

Con el objetivo de corroborar que el IMT504 permite recuperar la capacidad de
formar colonias de los pericitos trazados con Wnt1, realizamos ensayos especificos de
proliferacion celular. Para eso, MSCs generadas a partir de colonias de pericitos Tom™
fueron incubadas o no con IMT504 durante 2hs. Luego, se determind el tiempo de
duplicacion celular. Se observo que el tratamiento con IMT504 redujo significativamente
dicha cuantificacion (Figura 34). Estos resultados se corroboraron por citometria de
flujo, donde se vio un aumento en MSCs positivas para Ki67, proteina utilizada como

marcador de proliferacion celular (Figura 35).

Tiempo de duplicacién (dias)
I
L

Figura 34: Efecto de IMT504 sobre el tiempo de duplicacion de MSCs Tom+. MSCs fueron
derivadas a partir de colonias Tom* obtenidas a partir de muestras de BMMCs de ratones
Wnt1¢¢;Rosa26™™, *p<0.05; *vs. Ctrl; t- student.

135



100+

+
= o
— 80-
4
o
T 60-
5
= 40-
[2] ——
@
E 20'
2
0 T
Q& >
¢ \f\@
A\

Figura 35: Efecto de IMT504 sobre la expresién de Ki67 en MSCs de la médula dsea trazadas con
Wntl. **p<0.01 vs control, t-student.
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3.4.3 Efecto de IMT504 sobre la movilizacién de MSCs obtenidas a

partir de pericitos trazados con Wnt1

Se determiné el efecto del IMT504 en la movilizacién de MSCs derivadas de

pericitos de médula 6sea trazados con Wntl con ensayos de herida (células MSCs rojas).

Se observo que las MSCs Tom™ tratadas con IMT504 lograron reducir en mayor
medida el porcentaje de herida abierta respecto al grupo control (Figura 36 Ay B). Es
mas, el efecto del IMT504 sobre la migracion resulté significativo luego de 8 horas de

generada la lesion.
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Figura 36: Efecto de IMT504 sobre la movilizacién de MSCs de la médula dsea trazadas con Wnt1.
(A) Microfotografias representativas de MSCs trazadas con Wntalas 0, 8, 12 y 16 horas luego del
dafio. (B) Grafico de barras mostrando comparaciones estadisticas del porcentaje de herida
abierta entre los grupos experimentales. ****p<0.0001 vs control; prueba de comparaciones
multiples de Tukey.
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3.4.4 Efecto del IMT504 sobre la activacion del promotor de Wntl

en pericitos de la médula ésea no trazados previamente

Se menciond anteriormente que el IMT504 induce la activacion de la via Wntl
sobre BMMC:s, por lo que evaluamos si el ODN estimula la actividad del promotor de
Whntl en pericitos Tom™ presentes en las colonias de cultivo primario de BMMCs. Con
ese fin, BMMCs de ratones Wnt1°";Rosa26 ™™ fueron sembradas en placas de 6 pocillos
y, luego de formarse las colonias, se cuantifico el nimero total de las mismas,
distinguiendo aquellas que contenian o no células Tom™*. Posteriormente, se incubaron los
cultivos durante dos horas con IMT504. Durante los siguientes dos dias, se cuantificaron
a diario las colonias utilizando el mismo criterio. En esas condiciones, no se observo un

cambio significativo en el porcentaje de colonias Tom* (Figura 37).
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Figura 37 : Efecto de IMT504 sobre la fraccidon de colonias con células que expresan Tom.
Porcentaje de colonias Tom* en cultivos de BMMCs obtenidas de ratones Wnt1¢®¢;Rosa26™™
previo a la induccidén con IMT504 (Dia 0) vy, a 1 y 2 dias post-induccidn, los datos fueron
normalizados a dia 0. No se observaron diferencias significativas.

Este resultado nos permite concluir que IMT504 no induce la activacion de Wntl
en celulas progenitoras formadoras de colonias que no habian sido previamente trazadas
con ese marcador. Por lo tanto, es probable que el ODN actle sobre otra subpoblacién

celularpresente en la fraccion de BMMCs que, en condiciones control, careceria de las

propiedadesde células progenitoras mesenquimales.
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3.4.5 Efecto de IMT504 sobre la diferenciacion in vivo de pericitos de
la médula dsea trazados con Wntl en células tipo-hepatocitos y

células endoteliales

Se analizo si el IMT504 induce el reclutamiento de pericitos trazados con Wntl
hacia el sitio de lesion hepatica y, por lo tanto, si aumenta la incidencia de células tipo
hepatocitos (HLCs) Tom*. Para ello, se obtuvieron BMMCs provenientes de ratones
Wnt1¢";Rosa26™™ tratados o0 no con IMT504 unas 2 horas antes de la extraccion. Las
BMMCs se aplicaron por via sistémica en ratones nude hepatectomizados. A las 24 hs se
sacrificaron y se estudié por citometria la incidencia de células Tom* de la fraccién
parenquimatosa. Nuestros resultados muestran que la proporcién de células Tom* en
higados hepatectomizados aumento significativamente (Figura 38 A). Por otro lado, no
se encontro diferencia significativa en la proporcién de células CD44" Albdmina™ Tom*
entre las muestras de animales que recibieron BMMCs pretratadas in vivo 0 no con
IMT504 (Figura 38 B). Sin embargo, la fraccion de células CD44" Fibronectina™ Tom*
en el grupo tratado con IMT504 aument6 un 50% en relacion con el control (Figura 38

Q).

Luego, se analizaron por citometria de flujo las muestras correspondientes a la
fraccion de células no parenquimatosas. Como se observa en la Figura 39 A, la
proporcion de células Tom™ aumento6 significativamente en animales hepatectomizados.
En la fraccién Tom™ se analizé la co-expresion con marcadores endoteliales y se observo
que, en los animales hepatectomizados, la fraccion doble positivafue mayor en el grupo
tratado con IMT504 (Figura 39 B). Estos datos sugieren que el IMT504 recluta pericitos

trazados con Wnt1 hacia el higado.
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Figura 38: Efecto in vivo del IMT504 sobre el reclutamiento y la diferenciacién en HLCs de
pericitos Wntl*. Porcentaje de células a partir de muestras correspondientes a la fraccién
parenquimatica del higado de animales nude control (Ctrl) o hepatectomizados (HEP Ctrl),
trasplantados con BMMCs de ratones Wntl tratados o no con IMT504.Porcentaje de células
Tom* (A) positivas para albumina (B) y fibronectina (C). *p<0.05; *** o000 p<0.001;
**** 0000,6666p<0.0001. *vs. Ctrl; o vs. HEP Ctrl; 6 vs. IMT504. Prueba de comparaciones
multiples de Tukey.
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Figura 39: Efecto del IMT504 sobre el reclutamiento y la diferenciacion en células endoteliales
de pericitos Wnt1*. Citometria de flujo de células de la fraccién no parenquimatica de higados
de animales nude control (Ctrl) o hepatectomizados (HEP Ctrl), trasplantados con BMMCs de
ratones Wntl tratados o no con IMT504 durante 2hs. Porcentaje de células Tom* (A). que
expresan CD44 y CD31 (B). *,0 p<0.05;**,00 p<0.01; **** 6000,6666 p<0.0001. *vs. Ctrl; o vs.
HEP Ctrl; 6 vs. IMT504 *vs. Ctrl. Prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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3.5 Discusion

En animales Wnt1"®; Rosa26™™ se observé un aumento en la proporcion de
células CD44" GLAST' Tom" de médula 6sea y sangre periférica, en animales control y
fibréticos, luego de 18 horas del tratamiento in vivo con IMT504. En los ensayos de
células mesenquimales formadoras de colonias también se encontré un aumento en el
numero de CFU-Fs, luego del tratamiento con IMT504. Estos resultados sugieren un
efecto del IMT504 sobre la capacidad proliferativa de células progenitoras estromales

GLAST", trazadas con Wntl presentes en la fraccion de BMMCs.

El tratamiento con IMT504 sobre MSCs establecidas a partir de pericitos trazados
con Wntl indujo una reduccién en el tiempo de duplicacion celular y un aumento en la
fraccion de células en division celular. Ademas, como vimos en los ensayos de herida,

aumenta su capacidad de movilizacion.

El trasplante en animales atimicos con células de médula 6sea trazadas con Wntl
e inducidas con IMT504 llevé a un aumento significativo en la proporcion de células
Tom™ de la fraccién parenquimatosa y no parenquimatosa del higado. Asimismo, el
trasplante aumenté la incidencia de células endoteliales Tom* respecto a los animales

hepatectomizados trasplantados con células sin estimular con IMT504.

La fibrogénesis induce un proceso de gliosis que afecta la poblacion de células de
Schwann no mielinizantes residentes del higado. La lesion hepatica, tanto en modelos de
fibrosis hepatica como de hepatectomia parcial, induce la movilizacién y reclutamiento
hacia el higado de una subpoblacién de pericitos GLAST" de la médula ésea trazados con
Whntl. En este contexto, el IMT504 induciria una reactivacion del promotor de Wntl en
pericitos de la médula 6ésea, lo que podria explicar en parte su mayor capacidad

proliferativa y de movilizacion celular (Figura 40). EI aumento en el nimero de CFU-F
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y un posible efecto sobre su movilizacion, reclutamiento y diferenciacion en HLCs y/o

células endoteliales podria tener relevancia terapéutica para la fibrosis hepatica.

ADULTO

GFAP

e

O Mpr A
GLAST

CD44
FIBRONECTINA

FIBROSIS - et
wntl ~B |GLasT
. 2Py o
Médula ésea)
Via sistémica

MENTINA watt 4,(1
GFAP [
REGENERACION IMT504
Y Watl Y
Wntl A Il GLAST
@ . oo ¥ o o
Médula ése} ,8 I" GLAST
7 CD44
Whnt1 .
Via sistémica m I G&\ST Médula ésea
pog el coas
GLAST
CFU-F Wnt1 M v I" D44
PROLIFERACION D Via sistémica
MIGRACION -

S CEs

O Perisinusiodal
A Periarteriolar
@ scs

;%— Glia reactiva

A

~# 7%y Pericitos

Figura 40: Esquema con los principales datos sobre la gliosis en el higado fibrético y sobre la
contribucidn de pericitos Wnt1* GLAST* de médula dsea con el higado adulto sano y en modelos de

fibrosis o regeneracion; con analisis del efecto del tratamiento con el ODN IMT504.
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Conclusién
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En el presente trabajo se muestran evidencias sobre los efectos y los mecanismos
de accion del IMT504 en el tratamiento de la diabetes tipo 1 (DT1). A través de diversos
experimentos, se ha logrado demostrar que el ODN IMT504 tiene un impacto
significativo en la modulacion de las células madre mesenquimales (MSCs) y sobre
distintos tipos celulares dentro del sistema inmunoldgico, como pueden ser las células T.

Estos efectos contribuyen a mejorar la condicion diabética en ratones NOD.

En relacion con las MSCs, los resultados indican que el IMT504 puede estimular
su proliferacion, migracién y diferenciacion, efectos que inducirian la regeneracion de
tejidos y la modulacién del sistema inmune. En particular, se observa que el IMT504 tiene
la capacidad de mejorar la funcionalidad y morfologia de las células B pancreaticas,
incrementar la sintesis y secrecion de insulina, y reducir la inflamacién en los islotes
pancreaticos. De esta forma se logra disminuir el estado hiperglucémico caracteristico de

la patologia.

Con respecto al efecto inmunomodulador del IMT504 en ratones NOD pre-DT1
y DT1, el analisis de subpoblaciones celulares revela un aumento en la activacion de
linfocitos B y T, asi como una regulacion positiva de células T reguladoras (Treg). Se
observa también un efecto sobre las células inmunes, donde el ODN IMT504 inhibe las
rutas de sefializacion clave asociadas con el desarrollo de la diabetes, tales como mTOR,
STATS3, PI3K y MAP3K. Estos hallazgos, junto con la disminucion en la sintesis de
citoquinas proinflamatorias y el aumento de TGF-B, apoyan la hipétesis de que el IMT504
contribuiria a la preservacion de la funcion de las células B al modular el microambiente

inmune y promover la tolerancia periférica.

En conjunto, estos resultados sugieren que el IMT504 es un agente terapéutico
prometedor en el manejo de la diabetes tipo 1, ya que no solo reduce el dafio autoinmune,
sino que también potencia los efectos moduladores y regenerativos de las MSCs. Asi,
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logra inducir la proliferacion y preservacion de la funcionalidad de las células . Los
mecanismos subyacentes parecen involucrar una compleja interaccion de citoquinas,
quimioquinas y vias de sefializacién, lo que abre nuevas perspectivas para futuras

investigaciones enfocadas en optimizar su uso clinico.

Tanto en modelos de fibrosis hepatica como hepatectomias parciales, las células
progenitoras estromales GLAST+ de la médula 6sea, trazadas con Wntl1, juegan un papel
clave en la regeneracion del tejido hepatico tras una lesion. Se movilizan por la sangre
periférica para generar células endoteliales y células tipo hepatocitos (HLCs). El
tratamiento con IMT504 potencia esta movilizacion y mejora la capacidad de
regeneracion. De esta manera evita la cicatrizacion y promueve la funcionalidad del
higado. El analisis de estos fendmenos sugiere que el IMT504 reactiva el promotor de
Whntl. Lo interesante de estos hallazgos es que el IMT504 podria utilizarse como terapia
pro-regenerativa para el tratamiento de diversas patologias, donde hay participacion del

sistema inmune y una necesidad de reparacion celular/tisular.

En resumen, el IMT504 emerge como una alternativa prometedora a los
tratamientos paliativos (insulina exdgena) e invasivos (trasplante pancreatico), ya que a
través de la activacion y modulacién directa de las MSCs y linfocitos T podria mejorar
significativamente la condicion de la diabetes tipo 1. Sin embargo, es necesario continuar
con investigaciones adicionales para explorar su aplicabilidad en ensayos clinicos y

validar su eficacia y seguridad en humanos en el contexto de la diabetes.
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