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Descripcion

COMPOSICIONES PARA LA REGENERACION MEJORADA DE TEJIDOS POR SUPRESION DE
INTERFERON-GAMMA Y FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-ALFA

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica una invencion que fue revelada en la solicitud provisional nimero 61/478.894
presentada el 25 de abril de 2011.

CAMPO DE LA INVENCION
La invencion pertenece al campo de la medicina regenerativa.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El campo de la medicina regenerativa busca reparar, reemplazar o regenerar tejidos y 6rganos dafados
por lesiones o enfermedades. Con este fin, la medicina regenerativa basada en células ha sido reconocida
como un enfoque prometedor para enfrentar los muchos desafios de la regeneracion tisular. Dentro de la
medicina regenerativa basada en células, las células madre han surgido como una fuente de células
prometedora. Hasta la fecha, las células osteoprogenitoras expandidas por cultivo se han utilizado junto
con andamiajes para la ingenieria de tejidos con cierto éxito (26-28). Sin embargo, el principal desafio de
la regeneracion tisular basada en células es formar grandes cantidades de estructuras tisulares de alta
calidad que coincidan con las necesidades funcionales del cuerpo (29, 30). Las metodologias actuales
todavia tienen que superar los desafios del campo.

En vista de lo anterior, todavia existe una necesidad sustancial de composiciones mejoradas y métodos
para la regeneracion de tejidos, especialmente métodos y composiciones que permitan la formacién de
cantidades significativas de estructuras tisulares de alta calidad que satisfagan las necesidades funcionales
del cuerpo.

Ademas, también existe la necesidad de aclarar ain mas el papel de las respuestas inmunes en la
regeneracion tisular basada en células. La invencion se describe por medio de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra que las células T regulaban la formacion ésea mediada por BMMSC
(células madre mesenquimales de médula 6sea) in vivo. (A) Esquema de evaluacién de la
regeneracion tisular basada en BMMSC. (B) Cuando se implanté BMMSC (4x108 células) de
compariero de camada por via subcutanea en ratones C57BL6 usando hidroxiapaptita/fosfato
tricalcico (HA/TCP, 40 mg/cada implante) como portador, no se pudo regenerar el hueso en 8
semanas después de la implantacion. La tincion de H&E mostré que el tejido conjuntivo rodea
las particulas HA/TCP (HA) en los implantes de BMMSC. (C) Bajo la misma condicién de
implantacion, las BMMSC formaron una cantidad sustancial de hueso (B), médula 6sea (BM) y
tejido conjuntivo (CT) alrededor de HA/TCP (HA) en ratones inmunodeprimidos a las 8 semanas
después de la implantacion. La infusion (D-F) de células T Pan (D), CD4* (E) y CD4+*CD25" (F)
(1x108) a través de la vena de la cola 2 dias antes de la implantacién de BMMSC bloqueada
Formacién 6sea mediada por BMMSC en ratones inmunocomprometidos. La tincién de H&E
mostro particulas HA/TCP (HA) rodeando el tejido conjuntivo (CT) en los implantes de BMMSC.
(G) La infusion de células T reguladoras de CD4+*CD25*Foxp3 + (Tregs, 1x10° via vena de la
cola 2 dias antes de la implantacién de BMMSC no mostro efecto inhibidor sobre el hueso (B)
y formacion de médula 6sea (BM) en ratones inmunocomprometidos. (H) El analisis
semicuantitativo de la imagen J indic6 una marcada formacion ésea en implantes de BMMSC
en ratones inmunocomprometidos (C: Control) y ratones inmunocomprometidos con infusiéon
de Treg (G: Tregs). Sin embargo, no hubo formacién de hueso en los implantes de BMMSC en
ratones C57BL6 (B: C57BL6), ratones inmunocomprometidos infundidos en células T Pan (D:
T Pan), ratones inmunocomprometidos en células CD4* (E: CD4*), y ratones
inmunocomprometidos infundidos con células CD4+CD25(F: CD4+CD25). (I) Cuando se
implantaron BMMSC por via subcutanea en ratones C57BL6, hubo expresidon bruscamente
elevada de IFN-y y una expresién aumentada de TNF-a en los implantes de BMMSC de 4 a 14
dias después de la implantacion, tal como se evidencia por el analisis ELISA. Sin embargo, no
hubo cambios significativos en los niveles de IL-4, IL-6 e IL-17A en los implantes de BMMSC.
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(J-M) Cuando se implantaron BMMSC por via subcutanea en ratones inmunocomprometidos,
no hubo cambios significativos en los niveles de IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-17A (J). Con la
infusion de células T Pan o células CD4+*CD25 (1x108) en ratones inmunocomprometidos, los
niveles de IF-y y TNF-a se incrementaron en los implantes de BMMSC, a la vez que no se
produjo ninguin cambio significativo para los niveles de IL-4, IL-6 e IL-17A (K, L). La infusiéon de
Tregs no mostré ningun efecto sobre los niveles de IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-6 e IL-17A en los
implantes de BMMSC en ratones inmunocomprometidos (M), (N-T) IFN-y, TNF- a, IL-4, IL-6 e
IL-17A (200 ng) se mezclaron con 250 pl de hidrogel que contenia BMMSC (4x10%) y se
implantaron posteriormente en ratones inmunodeficientes utilizando HA/TCP como vehiculo.
Como era de esperar, el grupo de control positivo BMMSC/HA/TCP mostré formacién 6sea
marcada (E) alrededor de HA/TCP (HA) a las 8 semanas después de la implantacion (N). Las
BMMSC tratadas con IL-4 e IL-6 mostraron una reduccién en la formacion de hueso nuevo (O,
P) y el tratamiento con IL-17 no parecio tener efecto inhibidor sobre la formacién de hueso
mediada por BMMSC (Q). Ademas, el tratamiento con IFN-y tuvo como resultado un bloqueo
total de la formacion de hueso nuevo (R) y el tratamiento con TNF-a llevd a una formacion 6sea
muy limitada en los implantes de BMMSC (S). El andlisis semicuantitativo de laimagen J mostré
la cantidad de formacién de hueso nuevo en cada grupo (T). (U-W) Cuando se inyectaron
anticuerpos neutralizantes de IFN-y y TNP-a (300 pg/ratén) en ratones C57BL6 por tres veces
via LP, comenzando 2 dias antes del implante BMMSC, se observo formacion de hueso nuevo
en implantes de BMMSC a las 8 semanas después de la implantacion (U, V). La cantidad de
nueva formacion de hueso se mostré por andlisis semicuantitativo del analisis de imagen J (W).
(**P<0.01, N=5).

La Figura 2 muestra que la célula T reguladora (Treg) mejor6 la formacion de hueso mediada
por BMMSC en ratones C57BL6. (A-C) La implantacion subcutdnea de BMMSC en ratones
C57BL6 no logrd generar ningun hueso (A), y solo se observé tejido conjuntivo (CT) alrededor
de HA/TCP (HA). Sin embargo, la infusion de células T reguladoras CD4+CD25*Foxp3+* (1x10°)
a través de las venas de la cola 2 dias antes de la implantacion de BMMSC/HA/TCP dio como
resultado una nueva formacion ésea marcada (B) alrededor de particulas HA/TCP (HA) y tejido
conjuntivo (CT) en implantes de BMMSC a las 8 semanas después de la implantacién (B). El
analisis semicuantitativo de la imagen J indicé la cantidad relativa de formaciéon de hueso en
los implantes de BMMSC (C). (D) El analisis ELISA mostré que la infusién de Treg redujo los
niveles de IFN-y y TNF-a en los implantes de BMMSC a los 7-14 dias después de la
implantacion en comparacion con el grupo de control no tratado. Parecia que los niveles de IL-
4 e IL-10 no tenian cambios significativos entre estos grupos. Ademas, la infusién Treg redujo
el numero de células de neutrofilos y los niveles de IL-6 en los implantes de BMMSC a los 1-2
y 4-7 dias después de la implantacién, respectivamente. (*P<0.05, **P<0.01, N=5).

La Figura 3 muestra que IFN-y inhibe la diferenciacion osteogénica de BMMSC. (A) Cuando
se cocultivaron BMMSC con 200 ng/ml de IL-4, IL-6, IL-17A e IFN-y en medios osteogénicos
durante 14 dias, la tincion con rojo de alizarina mostré que el tratamiento con IFN-y inhibia
significativamente la formacién de noédulos mineralizados en comparacion a grupos
osteogénicos inductivos (osteogénicos), IL-4, IL-6 e IL-17A. Parecia que el tratamiento con IL-
4 reducia la formacién de n6dulos mineralizados. Pero el tratamiento con IL-6 e IL-17A no tuvo
efecto de inhibicion sobre la formacion de nédulos mineralizados. (B) Cuando se utilizé 50 ng/ml
de IFN-y para tratar BMMSC, no hubo un efecto inhibidor significativo sobre la formacion de
nédulos mineralizados en comparacién con el grupo inductivo osteogénico, tal como se
evidencia por la tincién con rojo de alizarina. Sin embargo, el tratamiento con IFN-y de 200
ng/ml mostr6 una reduccién significativa en la formacion de nédulos mineralizados. (C) El
andlisis de transferencia Western mostré que IFN-y a 200 ng/ml elevaba la expresién de Smad6é
e inhibia los niveles de expresion de los genes osteogénicos Runx2, ALP y OCN, que no se
observaron en 50 ng/ml del grupo de tratamiento con IFN-y. El nivel de expresién de Smad 7
no se alter6 en BMMSC tratadas con IFN-y. (D, E) El tratamiento con IFN-y no bloqueé la
osteogénesis ni altero los niveles de expresion de Smad 6 y Runx2 en BMMSC Fas™ derivados
de ratones Ipr (D) y Fas knock down BMMSC por siRNA (E) segun la evaluacion de alizarina
tincidn roja y analisis de Western blot, respectivamente. (*P<0.05, **P<0.01, N=5).

La Figura 4 muestra que el IFN-y potenciaba sinérgicamente la apoptosis de BMMSC inducida
por TNF-a a través de la via apoptoética Fas. (A) IL-4, IL-6, IL-17A, TGF-B1, IFN-y, y TNF-a en
diversas concentraciones (1, 10, 20, 50, 100, 200 ng/ml) se cultivaron con BMMSC durante tres
dias. La viabilidad de BMMSC se evalué mediante tincién con azul de toluidina. Solo TNF-a
indujo una muerte celular dependiente de la dosis y otras citoquinas no mostraron ningun efecto
sobre la muerte de BMMSC. (B) La apoptosis BMMSC inducida por TNF-a (50 ng/ml a 200
ng/ml) se potencid sinérgicamente mediante tratamiento con IFN-y (50 ng/ml) segln se evalu6
mediante tincién con azul de toluidina. (C) IFN-y (1-200 ng/ml) no fue capaz de inducir la
apoptosis de BMMSC. Con la adicion de TNF-a (50 ng/ml), se observé una muerte de BMMSC
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dependiente de la dosis de 1 a 50 ng/ml de grupos IFN-y. Cuando la concentracién de IFN-y
alcanzé mas de 100 ng/ml, no hubo ninguna BMMSC que sobreviviera en los cultivos. (D) Las
imagenes representativas mostraron que IFN-y (50 ng/ml) aceler6 TNF-a (20 ng/ml) indujo
apoptosis de BMMSC (triangulos, TNF-a 20 ng/ml/IFN-y 50 ng/ml) tal como se evidencié
mediante tincién con 7ADD/anexina cuando se compara con el grupo de tratamiento con TNF-
o (TNF-a 20 ng/ml). (E) Cuando se implantaron BMMSC (4x10°) por via subcutanea en ratones
inmunocomprometidos con matrigel que contenia TNF-a (50 ng/ml) mostraron una marcada
reduccion en el numero de BMMSC supervivientes en comparacién con el grupo de control no
tratado a los 30 dias de la implantacion. Ademas, el tratamiento combinado de TNF-a (50 ng/ml)
e IFN-y (200 ng/ml) dio como resultado que absolutamente ninguna BMMSC sobrevivié a los
30 dias después de la implantacién. (F) El papel sinérgico de IFN-y en la apoptosis inducida
por TNF-a se realizé a través de la via Fas. El tratamiento con IFN-y (50 ng/ml) indujo la
expresion regulada de Fas en BMMSC naturales junto con la ausencia de activacion de
caspasa 3 y caspasa 8, el tratamiento con TNF-a (20 ng/ml) mostr6é un ligero aumento en la
expresion de la actividad de Fas y caspasa 3 como lo demuestra el analisis de transferencia
Western. Cuando se coestimularon con IFN-y y TNF-a, los niveles de expresion de Fas y
caspasa escindida 8 y 3 fueron significativamente elevados en comparacién con el grupo de
tratamiento con TNF-a. Curiosamente, BMMSC derivados de ratones Ipr Fas” no mostraron
respuesta al tratamiento con IFN-y y TNF-a en términos de expresién de la caspasa escindida
8y 3. (G, H) Cuando la expresién de Fas estaba parcialmente bloqueada por ARNip, el andlisis
de transferencia Western mostré que los niveles de expresion de la caspasa escindida 8 y 3 se
redujeron en el grupo tratado con IFN-y / TNF-a (G), junto con una muerte de células
significativamente reducida evaluada por tinciéon con azul de toluidina (H). (*P<0.05, **P<0.01,
N=5).

La Figura 5 muestra que iFN-y intensifico sinérgicamente la apoptosis de BMMSC inducida por
TNF-a mediante la inhibicién de la ruta de TNFR2 NFKB vy la internalizacion de Fas. (A) La
tincién inmunocitoquimica mostré que Fas y actina se localizaban en la superficie de BMMSC
y en el citoplasma, respectivamente (0 h). El tratamiento con IFN-y (50 ng/ml) y TNF-a (20
ng/ml) dio como resultado la internalizacion de Fas y el agrupamiento en BMMSC tal como se
muestra en puntos de tiempo indicados (0.5-4h). Se observdé una marcada apoptosis de
BMMSC a 2-4h de tratamiento con IFN-y/TNF-a. (B) Cuando se utilizé el inhibidor de
endocitosis Lnt A para tratar BMMSC durante 3 horas, la muerte celular inducida por IFN-
y/TNF-a y la activacion de la caspasa escindida 8 y 3 se redujeron significativamente segun se
evalu6 mediante tincién con azul de toluidina y andlisis de transferencia Western. (C) El
inhibidor de caspasa 8 puede reducir los niveles de caspasa escindida 8 y 3 en BMMSC
tratadas con IFN-y/TNF-a, que se asoci6 con el rescate de la muerte celular inducida por IFN-
y/TNF-a tal como se muestra mediante tincién con azul de toluidina. El inhibidor de caspasa 3
también fue capaz de rescatar la muerte de BMMSC inducida por IFN-y/TNF-a con inhibicién
parcial de la caspasa 3 escindida y sin efecto inhibidor sobre la caspasa escindida 8. (D) El
bloqueo de las actividades de caspasa utilizando el inhibidor de pan caspasa (b), el inhibidor
de caspasa 8 (c) o el inhibidor de caspasa 3 (d) redujo el nimero de internalizacién de Fas en
comparacién con el grupo de control (a). La tincién inmunocitoquimica se utilizo para identificar
el nimero de BMMSC con internalizacion de Fas. (E) El andlisis de transferencia de Western
mostré que el tratamiento con IFN-y/TNF-a dio como resultado una expresion disminuida de
TNFR2, NFkB fosforilado (PNFkB), FLIP y XIAP cuando se compara con BMMSC tratadas con
TNF-a. (F) La inhibicion de TNFR2, IKK, FLIP y XIAP usando siRNA condujo a la regulacion
positiva de la caspasa escindida 8 y 3 en BMMSC tratadas con IFN-y (25 ng/ml) / TNF-a
(10ng/ml). (G) El andlisis de transferencia Western confirmé la eficacia del ARNip en la
inhibicién de TNFR2, IKK, FLIP y XIAP. (*P<0.05, **P <0.01, N=5).

La Figura 6 muestra que la infusion de Treg mejoré la formaciéon de hueso mediada por
BMMSC para reparar defectos déseos de calota en ratones C57BL6. (A) Huesos de calota e
imagenes de sutura de la imagen coronal microCT (panel superior), tincion H&E de microCT
sagital (panel central) y coronal (panel inferior). (B) Se generaron defectos 6seos de calota de
tamafo critico de 7x8 mm en ratones de control no tratados, y se identificé una cantidad muy
limitada de formacién de hueso a las 12 semanas después de la cirugia (flecha). (C) Con la
implantacion de 4x10% BMMSC utilizando espuma de gel como vehiculo, hubo cierta cantidad
de regeneracion ésea a las 12 semanas después de la implantacién, pero no se repararon
completamente los defectos de la calota (flecha). (D) Se infundieron 1x10° Tregs en los ratones
receptores a través de la vena de la cola 2 dias antes de la implantacién de BMMSC (4x10 6)/
en espuma de gel, se observd una reparacion total de los defectos de la calota a las 12
semanas después de la implantacion (flecha). (E) El analisis cuantitativo de MicroQCT mostré
la cantidad de formacién de hueso en cada grupo. (F) El analisis semicuantitativo de la imagen
J indicé que la implantacion de BMMSC/espuma de gel con el grupo de infusién de Treg
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sistémica tenia un grosor 6seo similar al del hueso de la béveda craneal normal. (*P<0.01, N=5;
G: espuma de gel; B: hueso).

La Figura 7 muestra que el tratamiento con aspirina mejor6 significativamente la regeneracion
O6sea basada en BMMS a través de la inhibicion de IFN-y y TNF-a. (A) El analisis ELISA mostro
que la aspirina reduce los niveles de IFN-y y TNF-a, pero no para IL-10, en los implantes de
BMMSC en comparacién con el grupo de control no tratado de 2 a 14 dias después de la
implantacion. (B-1) La tincion inmunohistoquimica mostré que los nimeros de células positivas
para IFN-y y TNF-a fueron superiores en los implantes de BMMSC en ratones C57BL6 en
comparacién con los implantes de BMMSC en ratones inmunocomprometidos. Hubo niveles
significativamente disminuidos de IFN-y y TNF-a en el grupo tratado con aspirina cuando se
compararon con el grupo de control no tratado en ratones C57BL6. (J-N) Se cultivaron 4x10°
BMMSC con 50 ug/ml de aspirina durante 2 dias y posteriormente se sembraron en areas de
defectos éseos bilaterales de 7x8 mm utilizando espuma de gel como vehiculo, que contenia
100 pg de aspirina. A las 12 semanas de la implantacion, el andlisis de microQCT mostr6 que
los defectos de las calotas se repararon por completo (k). Sin embargo, el grupo de
implantacion de BMMSC mostr6 una reparacion parcial de los defectos 6seos de la calota (J).
La imagen sagital de microQCT vy la tincion H&E coronal mostr6 la estructura 6sea reparada
(L, M). El andlisis semicuantitativo J de la imagen J mostré la cantidad relativa de formacién de
hueso en el area del defecto de la calota (N). (“P<0.01, N=5).

La Figura 8 muestra BMMSC aut6logas que no pudieron regenerar hueso en ratones C57BLS6.
(A) Cuando BMMSC fueron implantadas por via subcutanea en ratones inmunocomprometidos
utilizando fosfato tricalcico de hidroxiapatita (HA/TCP) como vehiculo, el hueso (B) y la médula
6sea (BM) se regeneraron alrededor de HA/TCP (HA). (B) Cuando se implantaron BMMSC
autélogas en C57BL6 por via subcutanea, no hubo formacion de hueso. Solo se encontrd tejido
conjuntivo (CT) alrededor de HA/TCP (HA).

La Figura 9 muestra que las células T deficientes en IFN-y no pudieron bloquear la formacion
de hueso mediada por BMMSC en ratones inmunocomprometidos. (A) Infusiéon de células T
Pan (1x10°) a ratones inmunocomprometidos 2 dias antes de la implantacion de BMMSC
(2x108 con 40 mg de HA/TCP), no hubo formacion de hueso. La tincion H&E mostré tejido
conjuntivo (CT) alrededor de HA/TCP (HA). (B) La infusidon de células T Pan deficientes en IFN-
y derivadas de ratones nulos en IFN-y no fue capaz de bloquear la formacién de hueso mediada
por BMMSC. La tincién de H&E mostrd ese hueso recién formado (B) alrededor de HA/TCP
(HA). (C) El analisis semicuantitativo de la imagen J mostro la cantidad de formacion de hueso.
(*P<0.01, N=5).

La Figura 10 muestra la apoptosis de BMMSC inducida por IFN-y potenciada con TNF-a
sinérgicamente in vitro. (A) El andlisis de citometria de flujo confirmé6 que el TNF-a a 0, 5, 50,
100 ng/ml causaba apoptosis de BMMSC dependiente de la dosis. IFN-y adicional (50 ng/ml)
podria sinergizar la apoptosis inducida por TNF-a. (B) El analisis estadistico mostr6 que 50
ng/ml de IFN-y potenciaba significativamente la apoptosis de BMMSC inducida por TNF-a.
(*P<0.01, N=4).

La Figura 11 muestra los niveles de expresion de Fas L, Trail y TNFR1 en BMMSC tratadas
con IFN-y/TNF-a. El andlisis de transferencia Western mostr6 que el tratamiento con IFN-
y/TNF-a no afecto los niveles de expresion de Fas L, TNFR1 y Trail.

La Figura 12 muestra un diagrama esquematico de la via no apoptdtica inducida por IFN-y (A)
e IFN-y/TNF-a indujeron la ruta apoptética de CD95 (B).

La Figura 13 muestra que el tratamiento con aspirina mejor6 la supervivencia de BMMSC y la
regeneracion o6sea in vivo. (A) Cuando BMMSC positivas a GFP se implantaron por via
subcutanea durante 30 dias, el grupo tratado con aspirina (50 pug/ml de aspirina pretratada
durante 2 dias, 100 g de aspirina co-implantada) mostrd un nimero significativamente mayor
de células de supervivencia en comparacion con el grupo de control no tratado de 4 a 30 dias
después de la implantacion. (B-G) Se trataron BMMSC con 50 pug/ml de aspirina durante 2 dias
y a continuacién se combinaron con particulas de HA/TCP para ser implantadas en ratones
inmunocomprometidos por via subcutanea. La cantidad de formacion de hueso nuevo aumenté
en el grupo tratado con aspirina en comparacion con el grupo de control no tratado (B, C). La
co-implantacion de 200 ng IFN-y TNF-a con BMMSC inhibi6 la formacién de hueso subcutaneo
en ratones inmunocomprometidos (D, E), sin embargo, el pretratamiento BMMSC con 50 ug/mi
de aspirina y la co-implantacion de 100 pg de aspirina dieron como resultado un rescate
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significativo de la formacion 6sea mediada por BMMSC (F, G). El analisis semicuantitativo de
la imagen J mostré la cantidad relativa de formacion de hueso (H). (*P<0.05, **P<0.01, N=5).

La Figura 14 muestra un diagrama esquematico de la implantacion de BMMSC/aspirina para
reparar defectos de calota craneal. (a) Se generaron BMMSC/hidrogel/aspirina y
BMMSC/espuma de gel/aspirina para la implantacion, (b) se generaron defectos de calota a lo
largo de los puntos amarillos en ratones C57BL6, (c) implantacion de complejo de
BMMSC/hidrogel/aspirina a defectos 6seos de calota en Ratones C57BL6, (d) Cubiertos con
BMMSC/espuma de gel/aspirina. (e) El defecto 6seo de la calota fue suturado.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion describe métodos y composiciones para mejorar la ingenieria de tejidos basada en
BMMSC a través de la supresién de IFN-y y TNF-a, preferiblemente por tratamiento especifico de sitio y
mas preferiblemente por tratamiento con aspirina.

Las células T proinflamatorias contribuyen a la inhibicién de la formacién de hueso basada en BMMSC. Es
un descubrimiento de la presente invencion que las citoquinas IFN-y y TNF-a juegan un papel importante
en la supresion mediada por células T proinflamatorias en la formacién de hueso basada en BMMSC. En
particular, la presente invencién ha descubierto que niveles altos de IFN-y y TNF-a en los implantes de
BMMSC estan relacionados negativamente con la formacion de hueso. Por el contrario, el bloqueo de IFN-
v Yy TNF-a con sus respectivos anticuerpos neutralizantes resulté eficaz en el rescate de la formacién de
hueso mediada por BMMSC. Por ejemplo, la adicién de agente (s) reductor (es) de citoquinas
proinflamatorias, como por ejemplo aspirina (por ejemplo, 100 ug) a los implantes de BMMSC, restauraron
la formacion de hueso que fue suprimida por IFN-y y TNF-a.

Por consiguiente, un aspecto de la presente invencién se dirige a una composicién de complejo de
ingenieria de tejidos o0 a un dispositivo de regeneracién de tejidos para aplicarse a un sitio que necesita
regeneracion de tejidos. Las composiciones o dispositivos de acuerdo con este aspecto de la invencion
generalmente incluiran BMMSC y agente(s) reductor(es) de citocinas proinflamatorias en una cantidad
efectiva para reducir el nivel de las citoquinas proinflamatorias. En algunas formas de realizacion, las
composiciones o dispositivos pueden incluir adicionalmente un sustrato. En todavia algunas otras formas
de realizacion, las composiciones o dispositivos pueden incluir ademas al menos un vehiculo.

En el contexto de la presente invencién, los términos "agente reductor de citocina proinflamatoria" y "agente
antiinflamatorio" se utilizan de forma intercambiable. Pueden ser cualquier agente capaz de reducir directa
o indirectamente el efecto de la citocina proinflamatoria IFN-y o TNF-a, o ambos. Por ejemplo, los
anticuerpos capaces de neutralizar estas citoquinas se pueden utilizar como agentes antiinflamatorios.
También se pueden usar otros agentes conocidos o agentes desarrollados en el futuro capaces de inhibir
o regular negativamente estas citoquinas como agente antiinflamatorio de la presente invencién. En una
forma de realizacién preferente, la citoquina proinflamatoria es aspirina. En otra forma de realizacién
preferente, la cantidad de aspirina es preferiblemente de aproximadamente 50 ug/ml a aproximadamente
100 pg/ml, mas preferiblemente 50 pg/ml.

El(los) vehiculo(s) adecuado(s) para su utilizaciéon en las composiciones o dispositivos de la invencion es
preferiblemente un liquido tal como Extracel® Hidrogel.

Los sustratos adecuados para su uso en las composiciones o dispositivos de la invencion son
preferiblemente insolubles en agua, no elasticos, porosos, flexibles y capaces de absorber o adsorber los
BMMSC y el agente o agentes antiinflamatorios. En una forma de realizacién preferente, el sustrato es una
esponja como por ejemplo GEL-FOAM®. También se pueden utilizar otros materiales conocidos en la
técnica con propiedades comparables. Un ejemplo para este propdsito es una esponja de gelatina
absorbible,

Otro aspecto de la presente invencién se dirige a un método para formar una composicion o dispositivo tal
como se ha descrito anteriormente. Los métodos de acuerdo con este aspecto de la invencion generalmente
incluiran las etapas de afadir una cantidad eficaz de uno o0 mas agentes antiinflamatorios a BMMSC. En
algunas formas de realizacion, puede incluirse una etapa de anadir el(los) agente(s) antiinflamatorio(s) y/o
BMMSC a un vehiculo. En algunas otras formas de realizacion, también se puede incluir una etapa de
depositar los agentes antiinflamatorios y/o los BMMSC sobre un sustrato. En una forma de realizacién
preferente, para formar la composicién/dispositivo, las BMMSC pueden tratarse con aspirina durante un
periodo de tiempo adecuado, preferiblemente de aproximadamente 3 dias, y mezclarse con hidrogel. Dichos
hidrogel-BMMSC pueden trasplantarse con aspirina en defectos 6seos de la bdéveda craneal recién
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generados. Otra parte de BMMSC puede sembrarse en GEL-FOAM® vy cultivarse durante una cantidad
adecuada de tiempo, preferiblemente alrededor de 3 dias, con aspirina. El gelfoam-BMMSC resultante que
contiene aspirina puede utilizarse para cubrir el complejo BMMSC-hidrogel previamente implantado en el
area del defecto éseo de la boveda craneal.

Otro aspecto de la presente descripcion se dirige a un método para mejorar la regeneracion tisular en un
sitio que necesita tejido nuevo. Los métodos de acuerdo con este aspecto de la invencién generalmente
incluiran la etapa de aplicar una composicién compleja o dispositivo tal como se ha descrito anteriormente
en el sitio. Los sitios que necesitan regeneracion tisular pueden ser cualquier sitio accesible directa o
indirectamente. Por ejemplo, puede ser un sitio ex vivo o un sitio in vivo, en una forma de realizacion
preferente, el sitio esta en un tejido/érgano cultivado artificialmente. En otra forma de realizacion preferente,
el sitio es un sitio de defecto de calota.

Otro aspecto de la presente descripcion se dirige a un método para mejorar la formacion de tejido 6seo
mediado por BMMSC en un sujeto. Los métodos de acuerdo con este aspecto de la presente invencion
generalmente incluiran la etapa de infundir células T reguladoras Foxp3* (Tregs) sistematicamente al sujeto
durante una duracion predeterminada antes de aplicar un inductor de regeneracién tisular basado en
BMMSC al sujeto. En algunas formas de realizacion, el inductor de regeneracién de tejido basado en
BMMSC puede ser solo BMMSC de siembra. En otras formas de realizacion, el inductor de regeneracion
de tejido basado en BMMSC puede ser BMMSC en un vehiculo. En todavia algunas otras formas de
realizacién, el inductor de regeneraciéon de tejido basado en BMMSC puede ser una composicién o
dispositivo de regeneracion de tejido tal como se ha descrito anteriormente.

Aunque la forma de realizacién descrita anteriormente describe los pasos y elementos generales de la
presente invencidn, los expertos en la técnica entenderan que son posibles diversas modificaciones. Otros
aspectos y ventajas de la presente invencidon resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada y las reivindicaciones adjuntas.

DESCRIPCION DETALLADA
Abreviaturas:

Tal como se utiliza en el presente documento, la abreviatura "BMMSC" significa "célula madre mesenquimal
de médula 6sea".

Tal como se utiliza en el presente documento, la abreviatura "Th1" significa "T auxiliar 1".

Tal como se utiliza en el presente documento, la abreviatura "Runx-2" significa "factor de transcripcién 2
relacionado con Runt".

Tal como se utiliza en el presente documento, la abreviatura "TNF-a" significa "factor de necrosis tumoral
a".

Tal como se utiliza en el presente documento, la abreviatura "NF«kB" significa "factor nuclear kappa B".
Tal como se utiliza en el presente documento, la abreviatura "Tregs" significa "células T reguladoras".

Las células madre mesenquimales de médula 6sea (BMMSC) son células madre multipotentes no
hematopoyéticas capaces de diferenciarse en tipos de células tanto mesenquimales como no
mesenquimales, que incluyen osteoblastos, adipocitos y condrocitos. Cuando se implantan in vivo, las
BMMSC pueden formar huesos e inducir a las células receptoras para formar componentes de la médula
hematopoyética.

Un descubrimiento de la presente invencién es que IFN-y y TNF-a desempefan papeles criticos en el
control de la formacién de hueso basado en BMMSC in vivo. Un aumento en IFN-y y TNF-a se correlaciona
negativamente con la formacion de hueso mediada por BMMSC en los implantes de BMMSC. El IFN-y
potencia sinérgicamente la apoptosis de BMMSC inducida por TNF-a e inhibe la osteogénesis de las
BMMSC.

Sin limitarse a la teoria, nuestros datos sugieren que la sefalizacion de Fas es necesaria para el efecto
sinérgico de IFN-y sobre la apoptosis de BMMSC inducida por TNF-a. La internalizacion y la agrupacion de
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Fas aparentemente contribuyen a la apoptosis sinérgica de BMMSC mediante la activacion de caspasa 8/3
en presencia de IFN-y y TNF-a. El tratamiento con IFN-y activé los niveles de expresion de Fas en BMMSC
para iniciar una ruta no apoptética, en la que la osteogénesis se inhibié6 mediante la activacion de Smad 6
y la reduccién de Runx2. El tratamiento de BMMSC con IFN-y y TNF-a juntos, sin embargo, fue capaz de
convertir la sefial de Fas no apoptética en una via de muerte mediante la inhibicién de la ruta de sefalizacién
alternativa de TNFR2/NFkB.

En resumen, la inhibicion de IPN-y y TNF-a mejora la regeneracion ésea basada en BMMSC. El tratamiento
con Treg también mejora la ingenieria de tejidos basada en BMMSC para la reparacion de defectos de
calota. La infusion de Tregs en un receptor antes del implante de BMMSC da como resultado una reparacion
completa de los defectos evaluada por microQCT (Figura 6D y 6E). Las estructuras 6seas regeneradas
fueron idénticas a las estructuras originales de la calota evaluadas por microQCT y andlisis histolégico
(Figura 6A, 6D y 6F). El tratamiento especifico del sitio con aspirina mejor6 la reparacién basada en
BMMSC de los defectos de las calotas mediante la inhibicion de IFN-y y TNF-a. Los métodos de tratamiento
farmacoldgico especificos del sitio inhiben la expresion de IFN-y y de TNF-a y mejoran la reparacion del
defecto de la calota basada en BMMSC. La adicién de aspirina (100 pg) a los implantes de BMMSC restauré
la formacién de hueso que fue reprimida por IFN-y o TNF-a.

Por consiguiente, un aspecto se dirige a un método mejorado para la regeneracién de tejidos mediada por
BMMSC. Los métodos de acuerdo con este aspecto de la invencién incluyen preferiblemente administrar a
un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una composicion en una cantidad suficiente para reducir o
inhibir una citoquina proinflamatoria seleccionada del grupo que consiste en IFN-y, TNF-a, y ambos.

Otro aspecto se refiere a un método mejorado de regeneracion ésea que comprende reducir los niveles de
un agente o agentes antiinflamatorios seleccionados del grupo que consiste en IFN-y, TNF-a, y ambos. Los
métodos de acuerdo con este aspecto de la invencién preferiblemente incluyen depositar (o colocar)
BMMSC en un sitio o entorno particular, y administrar la composicion localmente en el sitio y/o entorno en
el que se han depositado las BMMSC.

Otro aspecto mas de la presente invencion se dirige a composiciones complejas o a un dispositivo complejo.
Las composiciones o dispositivos complejos de acuerdo con este aspecto de la invencion generalmente
incluyen agentes o composiciones farmacéuticas capaces de reducir el nivel de IFN-y, TNF-a, o
preferiblemente ambos, mas preferiblemente en sitios de deposicion de BMMSC. Las composiciones
complejas también pueden ser composiciones farmacéuticas, preferiblemente una composicion
farmacéutica que incluye aspirina. Mas preferiblemente, la composicién farmacéutica incluye al menos uno
de entre Tregs y aspirina.

La administracién local de aspirina reduce los niveles de IFN-y y TNF-a en el sitio de implantacion y mejora
significativamente la reparacién de defectos de calota basados en BMMSC. Estos datos descubren
colectivamente un papel previamente no reconocido de las células T receptoras en la ingenieria de tejidos
basada en BMMSC y sugieren un enfoque practico para mejorar la regeneracion 6sea mediante el control
farmacolédgico de las citoquinas locales. Debe entenderse que la invencién incluye aspirina y otros
compuestos relacionados estructural o funcionalmente conocidos por reducir los niveles de niveles de IFN-
yy TNF-a.

En otras palabras, hemos desarrollado un enfoque practico para mejorar la ingenieria tisular basada en
BMMSC a través de la supresion de IFN-y y TNF-a mediante un tratamiento de aspirina especifico del sitio.
Mediante la transferencia adoptiva de células T en ratones inmunocomprometidos, determinamos que las
células T proinflamatorias contribuyen a la inhibicién de la formacion 6sea basada en BMMSC. Ademas
identificamos que el IFN-y y el TNF-a desempefiaron un papel principal en la supresién mediada por células
T proinflamatorias en la formacion de hueso basado en BMMSC. Aunque no pretenden limitarse a ninguna
teoria particular, los descubrimientos de la presente invencién pueden explicarse por el hallazgo de que
altos niveles de IFN-y y TNF-a en los implantes de BMMSC se correlacionaron negativamente con la
formacion de hueso y el bloqueo de IFN-y y El TNF-a con sus respectivos anticuerpos neutralizantes fue
eficaz en el rescate de la formacién 6sea mediada por BMMSC.

Se desconoce como IFN-y eleva el nivel de expresion de Fas en BMMSC, esto aparecio en el caso que se
produjo en lineas celulares de osteosarcoma (6). Curiosamente, la expresion de Fas inducida por IFN-y se
asoci6 con el bloqueo mediado por IFN-y de la diferenciacion osteogénica de las BMMSC mediante la
activacién de la ruta de Smad-6. Se sabia que Smad-6 inhibe la diferenciacion osteogénica a través de la
sefalizacion de BMP y runx2 (7, 8). Sin embargo, se requirié una concentracion relativamente alta de IFN-
y para ser eficaz en la inhibicién de la osteogénesis de BMMSC. Por lo tanto, la funcion inhibidora de IFN-
y en la formacion 6sea mediada por BMMSC probablemente se debié a su efecto sinérgico con TNF-a, que
dio como resultado una apoptosis mejorada de BMMSC mediante la activacién de la via de muerte mediada
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por senalizacién de Fas. A este respecto, el tratamiento con IFN-y solo puede regular positivamente la
expresion de Fas, pero no indujo la apoptosis de BMMSC, lo que podria atribuirse a la funcion antiapoptética
de NFkB, XIAP y FLIP asociados a TNFR2 en esta cascada (9, 10) Sin embargo, con la adicién del
tratamiento con TNF-q, la sefalizacién Fas no apoptética inducida por IFN-y se convirtié en una cascada
apoptoética debido a la reduccion de los factores antiapoptéticos NFkB, XIAP y FLIP tal como se evidencia
por la internalizacién de Fas y la activacién de mediadores de muerte caspasa 3 y 8.

Las BMMSC, incluyendo las BMMSC autélogas, no pudieron regenerar las estructuras 6seas en ratones
C57BL6 cuando se implantaron por via subcutanea, lo que probablemente esté asociado con la citocina
Th1 IFN-y y TNF-a. El mismo implante de BMMSC regenera facilmente hueso en ratones
inmunocomprometidos deficientes en células T. De acuerdo con esta observacion, la infusién de Tregs
redujo los niveles de IFN-y y de TNF-a y mejor6 la formacion de hueso mediada por BMMSC. Es importante
destacar que se utilizd un modelo de defectos 6seos de la calota para validar la eficacia de la ingenieria
tisular basada en BMMSC, ya que representa un modelo clinicamente relevante de defectos 6seos y evallua
facilmente la cantidad y calidad del hueso regenerado de nuevo (11,12).

La aspirina es un agente antiinflamatorio no esteroideo ampliamente utilizado (NSAID). Inhibe la
osteoclastogénesis y mejora la osteogénesis al afectar multiples vias biolégicas, como la inhibicién de la
actividad de COX2, COX1y PGE2 (13-15). En la presente invencion, descubrimos inesperadamente que la
aspirina suprimia los niveles de TNF-a e IFN-y e invertia la deficiencia osteogénica de BMMSC inducida
por citoquina. Ademas, utilizamos la implantacion subcutanea y un modelo de reparaciéon de defectos 6seos
de la calota para mostrar que el tratamiento con aspirina es un enfoque apropiado para mejorar la
regeneracion tisular basada en BMMSC mediante la supresion de IFN-y y TNF-a.

Descripcion de Ciertos Hallazgos y Formas de Realizacion

Las células T receptoras modulan la regeneracion ésea mediada por BMMSC a través de IFN-y y TNF-a.
Sin estar limitados a ninguna teoria en particular, planteamos la hip6tesis de que las células T modulan los
BMMSC de donantes implantados. Utilizando un sistema de implantacion BMMSC in vivo establecido, en
el que 4x10® BMMSC con particulas de hidroxiapatito fosfato tricalcico portador (HA/TCP) se implantaron
por via subcutéanea en ratones C57BL6 o inmunocomprometidos (Figura 1A), mostramos que los CMMSCs
derivados de la camada se incapaz de generar estructuras 6seas en ratones C57BL6 a las 8 semanas
después de la implantacion (Figura 1B). Se observaron los mismos resultados con la implantacién de
BMMSC autélogo (Figura 8). Por el contrario, cuando las BMMSC se implantaron en ratones
inmunocomprometidos deficientes en células T, formaron hueso y médulas hematopoyéticas asociadas
(Figura 1C). Para examinar si las células T receptoras afectaron a la formacion ésea mediada por BMMSC,
infundimos 1x108 células T pan en ratones inmunocomprometidos 2 dias antes de la implantacion
subcutanea de BMMSC. La formacion de hueso mediada por BMMSC se bloqued completamente en estos
ratones inmunocomprometidos infundidos con células T (Figura 1D). Solamente se observd tejido
conjuntivo alrededor de las particulas HA/TCP en los implantes de BMMSC, similar al de los implantes de
BMMSC en ratones C57BL6 (Figura 1B). Estos datos indican que las células T receptoras pueden jugar un
papel crucial en la inhibicién de la formacién 6sea mediada por BMMSC.

A continuacién, examinamos si subconjuntos especificos de células T bloguean la regeneracién 6sea
basada en BMMSC. Encontramos que la infusion de 1x108 células T de CD4* o CD4*CD25 en ratones
inmunocomprometidos bloqueaba por via intravenosa la formacién de hueso mediada por BMMSC (Figuras
1E y 1F). Sin embargo, la administracion de células CD4+CD25*Foxp3 * (Tregs) no mostré efecto inhibidor
sobre la formacion 6sea mediada por BMMSC en ratones inmunocomprometidos (Figuras 1G y 1H), lo que
sugiere que las células no Treg inhiben la formacién de hueso mediada por BMMSC.

Para explorar los mecanismos de la formacién de hueso basado en BMMSC regulado por células T,
evaluamos los niveles de una variedad de citoquinas, incluyendo IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6 y IL-17A en los
implantes de BMMSC (Figuras 11-M). Curiosamente, los niveles de IFN-y y TNF-a en los implantes de
BMMSC fueron significativamente elevados a los 7-14 dias después de la implantacion de BMMSC en
ratones C57BL6 y en ratones inmunocomprometidos que recibieron células T pan-T o CD4*CD25 (Figuras
11, 1K, 1L). Los de implantes de BMMSC con altos niveles de FN-y y TNF-a se correlacionaron con la falta
de formacién de hueso nuevo a las 8 semanas después de la implantacion (Figuras 1B, 1D, 1E, 1F, 1H).
Por el contrario, los niveles de las citoquinas mencionadas anteriormente no se alteraron en los implantes
de BMMSC derivados de ratones inmunocomprometidos inmunocomprometidos e infundidos con Treg
después de 2-21 dias de implantacién (Figuras 1J y 1M). Estos implantes mostraron una cantidad
sustancial de formacién de hueso nuevo (Figuras 1C y 1G). Por lo tanto, el aumento en IFN-y y TNF-a se
correlaciona negativamente con la formacion de hueso mediada por BMMSC en los implantes de BMMSC.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2661454 T3

Para evaluar mas a fondo el papel de las citoquinas en la formaciéon ésea mediada por BMMSC, se co-
implantaron 200 ng de IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6 0 IL-17A con BMMSC en ratones inmunocomprometidos por
via subcutanea (Figuras 1N-T). El tratamiento con IFN-y o TNF-a redujo la formacién ésea mediada por
BMMSC a las 8 semanas después de la implantacion (Figuras 1R y 1S). Mientras tanto, el tratamiento IL-
4 o IL-6 inhibié ligeramente la formacién ésea mediada por BMMSC (Figuras 10 y 1P), y el tratamiento con
IL-17A no tuvo efecto inhibidor sobre la formacion ésea mediada por BMMSC (Figura 1Q) en comparacion
con el grupo de control no tratado (Figuras 1N y 1T). Por el contrario, la inyeccién de anticuerpos
neutralizantes de IFN-y y TNF-a rescataron sustancialmente la formacion de hueso mediada por BMMSC
en ratones C57BL6 (Figuras 1U-W). Por lo tanto, tanto el IFN-y como el TNF-a desempefan papeles
criticos en el control in vivo de la formacién ésea basada en BMMSC.

Los Tregs de CD4+*CD25*Foxp3* inhiben la activacion de células T y reducen la produccion de IFN—y y
TNF-a. Por lo tanto, infundimos 1x10°¢ Tregs en ratones C57BL6 2 dias antes del implante de BMMSC y
encontramos una cantidad importante de formacién de hueso en implantes de BMMSC infundidos con Treg
y falta de formacion de hueso en implantes de BMMSC de control (Figuras 2A-2C). Para examinar si el
papel protector de Tregs en la formacién 6ésea basada en BMMSC era atribuible a la supresiéon de las
citocinas proinflamatorias en ratones C57BL6, medimos los niveles de citoquinas en los ratones tratados
con Tregs. Observamos que la infusion de Tregs redujo los niveles de IFN-y y TNF-a, pero no los niveles
de IL-4 e IL-10 (Figura 2D) en los implantes de BMMSC. Por lo tanto, la inhibicién de IFN-y y TNF-a mejora
la regeneracion 6sea basada en BMMSC.

IFN-y inhibi6 la osteogénesis de BMMSC. Cuando las células T IFN-y- se infundieron sistémicamente en
ratones inmunocomprometidos, no bloquearon la formacién 6sea mediada por BMMSC (Figura 9), lo que
sugiere que se requiere IFN-y para la inhibicion osteogénica mediada por células T (Figuras 1D y 1K).
Andlisis adicionales mostraron que el tratamiento con IFN-y in vitro (200 ng/ml), pero no con IL-6 o IL-17A,
inhibi6 la diferenciacion osteogénica de BMMSC en comparacién con grupos de control no tratados tal como
se evidencia por tincién con rojo de alizarina (Figuras 3A). El tratamiento con IL-4 (200 ng/ml) sirvi6 como
un control positivo que muestra una inhibicién parcial de la diferenciacion osteogénica de BMMSC (24;
Figuras 3A). Curiosamente, el tratamiento con 50 ng/ml de IFN-y no tuvo efecto inhibitorio sobre la
diferenciacion osteogénica de BMMSC (Figura 3 B). Esta inhibicion osteogénica dependiente de la dosis
por IFN-y se asocié con una expresion regulada positivamente de Smad 6, un regulador negativo de la
diferenciacion osteogénica y una expresion regulada a la baja del factor de transcripcion runt 2 (Runx2)
relacionado con los genes osteogénicos runt, osteocalcina y fosfatasa alcalina (ALP) en 200 ng/ml de grupo
IFN-y, que no se observaron en 50 ng/ml de grupo IFN-y (Figura 3C).

Ademas, revelamos que el tratamiento con IFN-y activé la expresion de Fas en BMMSC (Figura 4F) y el
tratamiento con IFN-y no redujo la diferenciacion ostoegénica ni altero los niveles de expresion de Smad 6
y Runx2 en Fas” BMMSC (Figura 3D) y Fas desactiva BMMSC por siRNA (Figura 3E).

IFN-y potencié sinérgicamente la TNF-a inducida por apoptosis de BMMSC. Cuando los BMMSC se
cultivaron con una variedad de citoquinas, incluyendo IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-17A y TGF-B, solamente
el tratamiento con TNF-a dio como resultado una muerte celular significativa en una forma dependiente de
la dosis tal como se evidencia por la tincion con azul de toluidina (Figura 4A). Para determinar el efecto de
IFN-y en BMMSC tratadas con T Fa, afadimos 50 ng / ml de IFN-y a BMMSC que se trataron con diferentes
dosis de TNF-a (1-200 ng/ml; Figura 4B), el tratamiento con IFN-y mejor6 significativamente la apoptosis
de BMMSC cuando la concentracion de TNF-a alcanz6 50-200 ng/ml seguiin se evalué mediante tinciéon con
azul de toluidina (Figura 4B) y analisis citométrico de flujo de apoptosis de anexina V (Figura 10). Para
confirmar adicionalmente los efectos sinérgicos de TNF-a e IFN-y en la induccién de la apoptosis de
BMMSC, afiadimos 50 ng/ml de TNF-a a BMMSC que se trataron con 1-200 ng/ml de IFN-y (Figura 4C).
La cantidad de apoptosis de BMMSC se correlacioné con la concentracion de IFN-y de 1-50 ng/ml. Cuando
la concentracién de IFN-y llegd a 100-200 ng/ml, se observé una apoptosis de BMMSC completa (Figura
4C). Ademas, utilizamos inmunocitotincion con anexina V para confirmar que 50 ng/ml de IFN-y potenciaban
20 ng/ml de apoptosis de BMMSC mediada por TNF-a (Figura 4D). A continuacién, verificamos el efecto
sinérgico de IFN-y sobre la apoptosis de BMMSC inducida por TNF-a utilizando un modelo de implantacion
de BMMSC subcutanea GFP+* in vivo (16, 17). Treinta dias después de la implantacién, las BMMSC GFP+
pretratados con 50 ng/ml de TNF-a mostraron una reduccién significativa en el nimero de células
supervivientes en relacién con las del grupo de control no tratado (Figura 4E). El tratamiento de
combinacion con 200 ng/ml de IFN-y y 50 ng/ml de TNF-a no condujo a la supervivencia de GMPAC*
BMMSC en los implantes (Figura 4E). IFN-y es capaz de potenciar sinérgicamente la apoptosis de BMMSC
inducida por TNF-a.

A continuacion, examinamos el mecanismo molecular por el cual el IFN-y potencia la apoptosis de BMMSC
inducida por TNF-a. Encontramos que el tratamiento con IFN-y regulaba la expresién de Fas en BMMSC
sin activar la caspasa 3 y la caspasa 8 (Figura 4F), lo que sugiere que la expresion de Fas inducida por
IFN-y no era capaz de iniciar el proceso apoptotico. Con la adicion de 20 ng/ml de TNF-a, una concentracion
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incapaz de inducir apoptosis marcada de BMMSC, se eliminaron 50 ng/ml de BMMSC tratadas con IFN-y,
caspasa 3 y caspasa 8 (Figura 4F) junto con apoptosis significativa de BMMSC (Figura 4H). Sin embargo,
la combinacion de 20 ng/ml de TNF-a y 50 ng/ml de IFN-y no logré activar la caspasa 3 y la caspasa 8 en
BMMSC de Fas™ (Figura 4F), para confirmar ain mas que la sefalizacién de Fas contribuye a la
aceleracion proceso apoptoético en BMMSC tratadas con IFN-y/TNF-a, utilizamos siRNA para eliminar la
expresion de Fas en BMMSC y mostramos que la caspasa 8 activada y la caspasa 3 estaban parcialmente
blogueadas en BMMSC tratadas con IFN-y/TNF-a (Figura 4G) con una reduccién significativa en el nimero
de BMMSC apoptoticas (Figura 4H). Estos datos sugieren que la sefializacion de Fas es necesaria para el
efecto sinérgico de IFN-y sobre la apoptosis de BMMSC inducida por TNF-a.

La siguiente pregunta que formulamos fue como se activaba la sefalizacion apoptotica de Fas en BMMSC
tratadas con IFN-y/TNF-a. Revelamos que la reduccion del nivel de Fas-L utilizando siRNA en BMMSC
tratadas con IFN-y/TNF-a no fue capaz de reducir el nimero de células apoptéticas (no se muestran los
datos), excluyendo Fas-L como un factor potencial que contribuye a la apoptosis de BMMSC. Por lo tanto,
planteamos la hipétesis de que la internalizacion de Fas podria activar la sefalizacién apoptoética
Fas/caspasa 8/3 en BMMSC tratadas con IFN-y/TNF-a. Usando inmunocitotincion fluorescente,
demostramos que el tratamiento combinado de IFN-y y TNF-a indujo la internalizacién y la agrupacion de
Fas. En el grupo de control no tratado, Fas se distribuyé uniformemente en la superficie de BMMSC (Figura
5A). Las BMMSC se trataron con IFN-y durante 12 horas y a continuacion se anadié TNF-a, Fas mostro
agrupamiento e internalizacion marcados en el citoplasma a 0.5-1h (Figura 5A). Se observé un
agrupamiento de Fas mas significativo con contraccion de la célula y la membrana celular degradada a las
2-4 horas de tratamiento con TNF-a (Figura 5A). El bloqueo de la internalizacién de Fas por el inhibidor de
la endocitosis Latrunadin A (LntA) podria rescatar parcialmente la apoptosis de BMMSC inducida por IFN-
y/TNF-a con la inhibicién de la caspasa escindida 3 y 8 (Figura 5B). Curiosamente, con el bloqueo de las
actividades de caspasa 8 o caspasa 3 utilizando sus inhibidores especificos, las BMMSC tratadas con
BMMS- IFN-y/TNF-a mostraron una reduccion significativa en el nimero de células apoptoéticas (Figura
5C). Por otra parte, demostramos que la inhibicién de pan caspasa, caspasa 3 y caspasa 8 fue capaz de
bloquear parcialmente la internalizacion de Fas tal como se muestra mediante inmunotincién (Figura 5D).
Estos datos sugieren que la internalizacién y la agrupacion de Fas contribuyen a la apoptosis sinérgica de
las BMMSC a través de la activacion de la caspasa 8/3 en presencia de IFN-y y TNF-a.

A continuacién investigamos como IFN-y y TNF-a conjuntamente dieron como resultado la internalizacién
y la agrupacion de Fas en BMMSC. Primero, demostramos que el tratamiento con IFN-y/TNF-a no podia
inducir una expresién regulada significativamente al alza de las proteinas TNFR1, TRAIL y Fas L (Figura
11). A continuacion descubrimos que el tratamiento con IFN-y/TNF-a reducia los niveles de TNFR2 y su
sefalizacion de NFkB, XIAP y FLIP fosforilados en comparacion con el grupo tratado con IFN-y o TNF-a
(Figura 5E), sugiriendo que la combinacién de IFN-y y el tratamiento con TNF-a inhiben selectivamente la
ruta de TNFR2 que proporciona un efecto anti-apoptético. Para confirmar el papel de la via TNFR2 en la
apoptosis de BMMSC inducida por IFN-y/TNF-a, se demostré que la reduccion de TNFR2, IKK, XIAP y FLIP
por ARNip activaba ademas la caspasa 8 y 3 (Figura 5F). La eficiencia de la desactivacion de TNFR2, IKK,
XIAP, y FLIP por sus siRNA especificos se confirm6 mediante andlisis de transferencia de Western (Figura
5G).

En su conjunto, estos resultados revelaron que el tratamiento con IFN-y activaba los niveles de expresion
de Fas en BMMSC para iniciar una ruta no apoptética, en la que la osteogénesis se inhibia mediante la
activacién de Smad 6 y la reduccion de Runx-2 (Figura 12A). El tratamiento de BMMSC con IFN-y y TNF-
a conjuntamente, sin embargo, fue capaz de convertir la sefializacion de Fas no apoptética en una via de
muerte mediante la inhibicién de la ruta de sefalizacién alternativa de TNFR2/NF«B (Figura 12B).

El tratamiento Treg mejora la ingenieria de tejidos basada en BMMSC para la reparacion de defectos de
calota. Dado que la infusion de Tregs inhibi6 los niveles de TNF-a e IFN-y en el sitio de implantacién de los
ratones C57BL6 (Figura 2D), planteamos la hipétesis de que el tratamiento con Treg podria mejorar la
ingenieria tisular basada en células. Para probar esta hipotesis, generamos defectos éseos calotares de
tamano critico (7x8 mm) en ratones C57BL6 (Figuras 6A y 6B). Se observaron cantidades muy pequefas
de formacion de hueso en el grupo no tratado a las 12 semanas después de la cirugia (Figura 6B). La
implantacion de BMMSC con espuma de gel como vehiculo mostré una regeneraciéon ésea moderada, pero
no logré reparar completamente los defectos (Figura 6C). Sin embargo, la infusion de Tregs en los
receptores 2 dias antes de la implantacién de BMMSC/espuma de gel dio como resultado la reparaciéon
completa de los defectos evaluados por microQCT (Figura 6D y 6E). Las estructuras 6seas regeneradas
fueron idénticas a las estructuras originales de la calota evaluadas por microQCT y andlisis histolégico
(Figura 6A, 6D y 6F). Estos datos implican que el tratamiento con Treg mejora la ingenieria tisular mediada
por BMMSC.

El tratamiento especifico del sitio con aspirina mejoré la reparacion basada en BMMSC de los defectos de
las calotas mediante la inhibicién de IFN-y y TNF-a. Dado que la aspirina puede inhibir la funcién de TNF-

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2661454 T3

a e IFN-y (14), se examiné el efecto del tratamiento con aspirina en los niveles de IFN-y y TNF-a en
implantes de BMMSC entre 2 y 14 dias después de la implantacion. Mostramos que el tratamiento con
aspirina reduce los niveles de IFN-y y TNF-a sin afectar el nivel de IL-10 (Figura 7A). El andlisis
inmunohistoquimico confirmé el efecto supresor del tratamiento con aspirina sobre el nimero de células
positivas para IFN-y y TNF-a en implantes de BMMSC (Figuras 7B-l). Para determinar si la reduccion
mediada por aspirina de IFN-y o TNF-a en los implantes de BMMSC influyé en la apoptosis de BMMSC,
utilizamos un modelo de implantacion GFP+ BMMSC para mostrar un aumento significativo en la
supervivencia de BMMSC en el grupo tratado con aspirina durante 4 -30 dias después de la implantacion
(Figura 13A).

A continuacion, se estudio el efecto de la aspirina en la inhibicion de IFN-y y TNF-a exdgenos en la
formacion de hueso mediada por BMMSC in vivo. Tratamos BMMSC con 50 pg/ml de aspirina durante 2
dias seguido de implantacién subcutanea en ratones inmunocomprometidos utilizando HA/TCP como
vehiculo. El pretratamiento con aspirina aument6 la formacion de hueso mediado por BMMSC en
comparacioén con el grupo de control no tratado (Figura 13B, 13C). Seguidamente implantamos BMMSC
con IFN-y o TNF-a (200 ng) y observamos una formacion ésea significativamente reducida (Figuras 1R-T
y Figuras 13D y 13E). Sin embargo, la adicion de aspirina (100 pg) a los implantes de BMMSC restauré la
formacion de hueso que fue suprimida por IFN-y o TNF-a (Figuras 13F-13H). Ademas, investigamos si el
tratamiento con aspirina podria aplicarse para mejorar la reparacioén del defecto de la calota basada en
BMMSC. De hecho, la implantacién de BMMSC (4x108) con espuma de gel que contiene aspirina (100 ug)
dio como resultado una mejora notable en la reparacién de los defectos de las calotas en comparacién con
el grupo de control BMMSC/espuma de gel (Figuras 7J y 7K). Las estructuras de los tejidos regenerados
fueron analogas a los tejidos de las calotas normales (Figuras 7L-7N).

EXPERIMENTAL
Material y métodos

Animales. Se adquirieron ratones hembra C3H/Hed, C57BL/6J, B6.129S7-Ifng™Ts' J, C57BL/6-Tg (CAG-
EGFP) 10sb/J, B6.MRL-Fas® J en Jackson Lab (Bar Harbor, ME). Se compraron ratones
inmunocomprometidos hembra (Beige desnudo/desnudo XIDIIl) de Harlan (Indianapolis, IN). Todos los
experimentos con animales se realizaron bajo los protocolos institucionalmente aprobados para el uso de
investigacién con animales (protocolos de la Universidad del Sur de California # 10874 y 10941).

Anticuerpos e inhibidores. Los anticuerpos anti-TNF-a, anti-Fas, anti-Smad 6 y anti-Smad 7 no
conjugados se compraron en Santa Cruz Biosciences (Santa Cruz, CA). Los anticuerpos anti-GFP, anti-
OCN, anti-TRAIL, anti-TNFR1, anti-FasL, anti-FLIP y anti-XIAP no conjugados se adquirieron a Abcam Inc.
(San Francisco, CA). El Anti-Runx-2 no conjugado se compré a Calbiochem Inc. (La Jolla, CA). Los
anticuerpos anti-TNFR2, anti-caspasa 8, anti-caspasa 3, anti-caspasa 8 escindida y anti-caspasa 3
escindida se compraron de Cell Signaling Inc. (San Francisco, CA). El anticuerpo anti-IFN-y-FITC se
adquirio en eBioscience (San Diego, CA). El anticuerpo Ami B-actina se adquirié en Sigma (St Louis, MO).
El anticuerpo anti-IFN-y purificado LEAF™ vy el anticuerpo TNF anti-raton se compraron a Biolegend
(Danvers, MA). El recombinante murino IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17A, IL-4 se compraron en PeproTech (Rocky
Hill, NJ). Alexa Fluor® 488 phalloidin se adquirié en Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA). El inhibidor de
la caspasa | (Z-VAD (OMe) -FMK) se adquiri6 en EMD Chemicals, Inc (Gibbstown, NJ). Los inhibidores de
la caspasa 8 (2-IETD-FMK) y la caspasa 3 (Z-DEVD-FMK) se adquirieron en R & D System (Minneapolis,
MN). El inhibidor para la internalizacion (Latrunculina A) se adquirié en Sigma-Aldrich Corporate (St. Louis,
MO). HyStem ™y el hidrogel Extracel-HP se compraron en Glycosan (Salt Lake City, Utah).

Kits. El kit de aislamiento de células T Pan Il y el kit de aislamiento de células T reguladoras CD4+CD25+*
se adquirieron en Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Alemania). Los kits de ratén IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-
17A, IL-4 e IL-10 ELISA Ready-SET-GO se compraron en eBioscience (San Diego, CA). Se compraron kits
de siRNA para Fas, Smad 6, TNFR2, IKK, FLIP y XIAP en Santa Cruz Biosciences (Santa Cruz, CA).

Aislamiento de células madre mesenquimales de médula dsea de raton (BMMSC). Las células de
médula 6sea se extrajeron de la cavidad 6sea de fémures y tibias con suero bovino fetal inactivado por calor
al 2% (FBS, Equitech-Bio, Kerrville, TX) en PBS. La suspensién monocelular de todas las células nucleares
(ANCs) se obtuvo pasando a través de un filtro celular de 70 um (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ). Se
separaron los CDN positivos para CD146 y se sembraron a 1x10* en placas de cultivo de 100 mm (Corning
Corporation, Corning, NY) y se incubaron inicialmente durante 48 horas a 37°C en condiciones de 5% de
CO:2. Para eliminar las células no adherentes, los cultivos se lavaron con PBS dos veces. Las células unidas
se cultivaron durante 16 dias. Las BMMSC se cultivaron con medio esencial minimo alfa (a-MEM, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA) complementado con 20% de SFB, 2 mM de L-glutamina (Invitrogen
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Corporation), 55 uM de 2-mercaptoetanol (Invitrogen Corporation), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina (Invitrogen Corporation).

Microscopia inmunofluorescente e inmunoquimica. Los trasplantes se recogieron, se fijaron en
paraformaldehido al 4% y luego a continuacién se descalcificaron con acido etilendiaminotetraacético al 5%
(EDTA, pH 7.4), seguido de parafina o compuesto de temperatura de corte éptima (OCT, Sakura Fineteck
Inc., Torrance, CA). Las secciones de parafina o congeladas se bloquearon con suero normal apareado con
anticuerpos secundarios, se incubaron con los anticuerpos de raton especificos o de isotipo coincidente (1:
200) durante la noche a 4°C. Para la tincién inmunofluorescente, las muestras se trataron con anticuerpos
secundarios conjugados con Rhodamin/FITC (1:200, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, Southern
Biotechnology, Birmingham, AL), y se montaron por medio de un medio de montaje vectashield que contenia
4'.6-diamidino- 2-fenilindol (DAPI) (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Para la tincion inmunoquimica,
las muestras se tifieron utilizando el kit Zymed SuperPicture™ (Invitrogen Corporation) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Formacioén 6sea mediada por BMMSC. Aproximadamente 4.0x108 BMMSC se mezclaron con particulas
de ceramica de hidroxiapatito/fosfato tricalcico (HA/TCP) (40 mg, Zimmer Inc., Warsaw, IN) como vehiculo
y se implantaron por via subcutanea en la superficie dorsal de ratones inmunocomprometidos o ratones
C57BL/6J de 8-10 semanas de edad. A las ocho semanas de la implantacion, los implantes se recogieron,
se fijaron en paraformaldehido al 4% y a continuacién se descalcificaron con EDTA al 5% (pH 7.4), seguido
de la inclusion de parafina. Las secciones de parafina de 6 um se tifieron con hematoxilina y eosina (H y E)
y se analizaron mediante NiH Image J. Se seleccionaron cinco campos y se calculd el area de tejido
mineralizado recién formado en cada campo y se mostré6 como un porcentaje del area total del tejido.

Citoquinas en la formacion 6sea mediada por BMMSC. Aproximadamente 4.0x106 BMMSC autélogas o
derivadas de camada se mezclaron con polvos ceramicos HA/TCP (40 mg, Zimmer Inc.) e hidrogel
(Glycosan Biosysterms, Salt Lake City, UT) con 200 ng de IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6 o IL-17A se cubrieron en
la superficie de los implantes como un sistema de liberacion lenta. A las ocho semanas de la implantacion,
los implantes se cosecharon y se analizaron las areas de tejido mineralizado recién formado.

Ensayo de diferenciacion osteogénica. Las BMMSC se cultivaron en medios de cultivo de cultivo
osteogénico que contenian 2 mM de B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich), 100 uM de L-acido ascérbico 2-fosfato
y 10 nM de dexametasona (Sigma-Aldrich). Se afadieron diferentes dosis de IFN-y (50, 200 ng/ml) al medio
de cultivo de cultivo osteogénico cada 3 dias. Después de la induccién osteogénica, los cultivos se tifieron
con rojo de alizarina. Las expresiones de Runx2, ALP y OCN se analizaron mediante andlisis de
transferencia Western.

Infusion celular in vivo. Aproximadamente 1.0x108 células se suspendieron en 200 ul de PBS y se
inyectaron en los ratones a través de la vena de la cola.

Analisis de transferencia Western. La proteina total se extrajo utilizando reactivo de extraccién de
proteina de mamifero M-PER (Thermo, Rockford, IL). La proteina nuclear se obtuvo utilizando reactivo de
extraccién nuclear y citoplasmico NE-PER (Thermo). La proteina se aplicé y se separ6 en 4-12% de gel
NuPAGE (Invitrogen) y se transfiri6 a membranas Immobilon™-P (Millipore). Las membranas se bloquearon
con leche en polvo sin grasa al 5% y Tween-20 al 0.1% durante 1 hora, seguido de incubacién con los
anticuerpos primarios (dilucion 1: 200-1000) a 4°C durante la noche. Se us6 IgG conjugada con peroxidasa
de rabano picante (Santa Cruz Biosciences; 1: 10,000) para tratar las membranas durante 1 hora, y se
mejord con un Sustrato Quimioluminiscente West Pico SuperSignal® (Thermo). Las bandas se detectaron
en peliculas BIOMAX MR (Kodak, Rochester, NY). Cada membrana también se elimind usando un tampén
de separacion (Thermo) y se resond6 con anticuerpo anti-actina para cuantificar la cantidad de proteina
cargada.

Apoptosis celular y ensayo de supervivencia celular. Se sembraron 0.5x10® BMMSC en placas de
cultivo de 6 pocillos y se cultivaron conjuntamente con diferentes dosis de IL-4, IL-6, IL-17A, TGF—31, TNF-
a a e IFN-y recombinados (0, 10, 20, 50, 100, 200 ng/ml) durante 3 dias. Para medir la viabilidad celular,
se analizaron las células totales utilizando un kit de conteo de células 8 (Dojindo Molecular Technologies,
Gaithersburg, MD) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Y las placas de cultivo con células se
tineron con azul de toluidina O al 2% y paraformaldehido al 2% (Sigma-Aldrich Corporate, St. Louis, MO).

Para el analisis de apoptosis celular, las BMMSC se tifieron con el kit de deteccion de apoptosis | de Annexin
V-PE (BD Bioscience) siguiendo el protocolo del fabricante, y se analizaron mediante FACSCalibur (BD
Bioscience).
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Sinergismo de IFN-y y TNF-a para apoptosis. Para la tincion de apoptosis celular, se sembraron 1 x 10 4
BMMSC en placas de dos camaras, IFN —y (50 ng / ml) y se utilizaron TNF — a (20 ng / ml) para tratar las
BMMSC durante 24 horas por separado o combinado, se utiliz6 el kit de deteccion de apoptosis | de Anexina
V-PE (BD Bioscience) para tedir los BMMSC siguiendo el protocolo de fabricacion, y se analizaron en
microscopia y FACS C@ibur (BD Bioscience). La viabilidad celular se analizé utilizando el kit de recuento de
células, y las placas de cultivo se tifieron con azul de toluidina O al 2% y paraformaldehido al 2%.

SiRNA e inhibidores. Se sembraron 0.5x10¢ BMMSC en una placa de cultivo de 6 pocillos. Los siRNAs
para Fas, TNFR2, IKK, FLIP y XiAP se utilizaron para tratar las BMMSC de acuerdo con las instrucciones
del fabricante, y se afiadieron IFN-y y TNF-a durante 24 horas. Se utilizaron inhibidores para internalizacién
(Latrunculina A, 0.2 uM), pan caspasa (Z-VAD (OMe)-FMK, 50 uM), caspasa 8 (2-IETD-FMK, 20 uM) y
caspasa 3 (Z-DEVD-FMK, 20 uM) para tratar los BMMSC a las 4 h antes de afadir IFN-y y TNF-a. La
apoptosis celular fueron analisis por tincién de inmunofluorescencia y FACSCalbur (Anexina V-PE, kit de
deteccion de apoptosis |) y Western blot para caspasa 8, caspasa 8 escindida, caspasa 3 y caspasa 3
escindida.

Ensayo de supervivencia celular. 4x108 BMMSC aisladas de ratones C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) 10sb/J
se combinaron con diferentes concentraciones de IFN-y (0, 20, 50, 100, 200 ng/ml) y TNF-a (0, 20, 50, 100,
200 ng/ml) y se trasplantaron por via subcutanea en ratones inmunocomprometidos, se utilizé hidrogel como
un portador de liberacién lenta. Treinta dias después de la traduccion, los implantes se recogieron y se
digirieron en una soluciéon de 3 mg/ml de colagenasa tipo | (Worthington Biochem) y 4 mg/ml de dispasa
(Roche) durante 1 hora a 37°C. Se obtuvieron suspensiones monocelulares pasando las células a través
de un filtro de 70 um (BD Bioscience). Se sembraron 1.0-1.5x10® BMMSC en placas de cultivo de 100 mm
(Corning) y se incubaron durante 48 horas a 37°C en condiciones de 5% de CO2. Para eliminar las células
no adherentes, los cultivos se lavaron con PBS dos veces. Las células unidas se cultivaron durante 10 dias
con medio esencial minimo alfa, MEM, (Invitrogen) suplementado con 20% de SFB, 2 mM de L-glutamina
(Invitrogen), 55 uM de 2-mercaptoetanol (Invitrogen), 100 U/ml de penicilina, y 100 pg/ml de estreptomicina
(Invitrogen). Los numeros de células positivas para GFP se contaron bajo microscopia de fluorescencia.

Aislamiento de linfocitos T. Se aislaron linfocitos T T Pan, CD4+*, CD4*CD25" a partir de células de bazo
totales de ratdn utilizando un clasificador magnético, kit Il de aislamiento de células T Pan de raton y kit de
aislamiento regulador de células T CD4+CD25* (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) siguiendo
las instrucciones del fabricante. La pureza de T Pan, CD4+, CD4+*CD25 fue>95%.

Induccion de Tregs CD4+*CD25*Foxp3+*. Para inducir Tregs CD4+*CD25*Foxp3* in vitro, los linfocitos
CD4+CD25  (1x108/pocillo) se recogieron mediante un kit de aislamiento de células reguladoras T
CD4+CD25* (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) y se cultivaron linfocitos T CD4*CD25  en
1x10%pocillo en 12 pocillos multiples en presencia de anticuerpo anti CD3e unido a la placa (5 pg/ml)
anticuerpo anti CD28 soluble (2 ug/ml), TGF-B1 de raton recombinante (2 pg/ml) (R & D Systems) e L2
recombinante de ratén (2 pg/ml) (R & D Systems) durante tres dias. Todos los pocillos se llenaron con un
medio completo que contenia medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Lonza, Walkersville, MD) con
10% de FBS inactivado por calor, 50 yM 2-mercaptoetanol, 10 mM HEPES (Sigma), 1 mM de piruvato
sodico (Sigma), 1% de aminodacidos no esenciales (Cambrex, Charles City, 1A), 2 mM de L-glutamina, 100
U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina. A continuacién, se aislaron los linfocitos T CD4+*CD25+
utilizando un clasificador magnético y un kit de aislamiento de células T reguladoras CD4+CD25* de ratdn
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. La pureza de los
linfocitos T CD4+*CD25*Foxp3* fue>95%, y se utilizaron para infusion sistémica.

Internalizacion de Fas. Las BMMSC P1 se sembraron en portaobjetos de camara de 2 pocillos. Se afiadié
IFN-y (50 ng/ml) para tratar previamente BMMSC durante 24 horas, y a continuacién se afiadié TNF-a (20
ng/ml). Alas 0.5, 1, 2, 4 horas después de que se anadié TNF-q, las células se lavaron con PBS dos veces
y se fijaron con PFA al 4% durante 15 minutos. Después de tratarse con Triton-X 15 min, las células se
bloquearon con suero normal apareado con anticuerpos secundarios, se incubaron con 1 pg/ml de
anticuerpo anti-Fas (Santa Cruz) a temperatura ambiente durante 2 horas, se trataron con anticuerpos
secundarios conjugados con Rhodamina (1: 200, Jackson ImmunoResearch). A continuacion, las células
se incubaron con -actina (1: 40; Invitrogen) a temperatura ambiente durante 20 min, y se montaron con
medio de montaje Vectashield DAPI (Vector Laboratories).

Modelo de defecto de hueso de calota en ratones C57BL/6J. Se corto6 la piel de los ratones C57BL/6J y
se elevo el periostio. Se expuso la superficie del hueso de calota de ratén y se establecieron defectos 6seos
de gran tamafio de 7 mm x 8 mm. El defecto 6seo era mas grande que el tamafo critico habitual con un
diametro de 4 mm.
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Implantacion de BMMSC en defectos 0seos de la calota en ratones C57BL/6J. Se sembraron 4x10°
BMMSC en un tamafio de espuma de gel de 7 mm x 8 mm (Pharmaca, Boulder, CO) y se cultivaron durante
3 dias in vitro. La espuma de gel con BMMSC se colocé en los defectos dseos de la calota y se cubrieron
completamente con pieles. Para el grupo tratado con aspirina, las BMMSC sembradas en espuma de gel
se pretrataron con 50 pg/ml de aspirina durante 3 dias, y a continuacién se colocaron en el defecto 6seo de
la calota. Otra espuma de gel con 100 pg de aspirina como sistema de liberacién se cubrié en la superficie
de la espuma de gel con BMMSC (Fig. 14).

Estadistica. Se utiliz6 SPSS 13.0 para hacer andlisis estadisticos. La importancia se evalué mediante la
prueba t de Student independiente de dos colas o el andlisis de varianza (ANOVA). Los valores p menores
de 0.05 se consideraron significativos.

Aislamiento de células madre mesenquimales de médula dsea de raton (BMMSC). Las células de
médula 6sea se extrajeron de la cavidad 6sea de fémures y tibias con suero bovino fetal inactivado por calor
al 2% (FBS, Equitech-Bio, Kerrviile, TX) en PBS. La suspensién monocelular de todas las células nucleares
(ANCs) se obtuvo pasando a través de un filtro celular de 70 ym (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ). Se
separaron los CDN positivos para CD146 y se sembraron en 1x10* en placas de cultivo de 100 mm (Corning
Corporation, Corning, NY) y se incubaron inicialmente durante 48 horas a 37 °C en condiciones de CO:2 al
5%. Para eliminar las células no adherentes, los cultivos se lavaron con PBS dos veces al segundo dia. Las
células unidas se cultivaron durante 16 dias. Las BMMSC se cultivaron con medio esencial minimo alfa (a-
MEM, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) suplementado con 20% de SFB, 2 mM de Lglutamina
(Invitrogen Corporation), 55 uM de 2-mercaptoetanol (Invitrogen Corporation), 100 U/ml de penicilina y 100
pg/ml de estreptomicina (Invitrogen Corporation).

Formacion 6sea mediada por BMMSC. Aproximadamente 4.0x10% de BMMSC derivadas de camada o
autdlogas se mezclaron con particulas ceramicas de hidroxiapatita/fosfato tricalcico (HA/TCP) (40 mg,
Zimmer Inc., Warsaw, IN) como vehiculo y se implantaron subcutdneamente en la superficie dorsal de
ratones inmunocomprometidos de 8-10 semanas de edad o ratones C57BL6. Cuando se utilizé aspirina,
las BMMSC se trataron con 50 pyg/ml de aspirina durante 2 dias y se mezclaron con particulas de HA/TCP
para implantarlas por via subcutanea en ratones inmunocomprometidos. Cuando se utilizé IFN-y y TNF-a
en los implantes subcutaneos, 200 ng de IFN-y, TNF-a y/o 100 pg de aspirina se mezclaron con 250 pl de
hidrogel como un sistema de liberacion lenta y se co-implantaron subcutaneamente en la superficie dorsal
de ratones inmunocomprometidos de 8-10 semanas de edad.

A las ocho semanas de la implantacién, los implantes se recogieron, se fijaron en paraformaldehido al 4%
y a continuacion se descalcificaron con EDTA al 5% (pH 7.4), seguido de la inclusién de parafina. Las
secciones de parafina de 6 um se tifleron con hematoxilina y eosina (H y E) y se analizaron mediante una
Imagen NIH J. Se seleccionaron cinco campos y se calculd el area de tejido mineralizado recién formado
en cada campo y se mostr6 como un porcentaje del area de tejido total.

Aislamiento e infusion de células T Pan. Los linfocitos T Pan se aislaron a partir de células de bazo
totales de ratén usando un clasificador magnético, kit Il de aislamiento de células T Pan de ratén.
Aproximadamente 1.0x10° de las células se suspendieron en 200 pl de PBS y se inyectaron en los ratones
a través de la vena de la cola.

Analisis de Transferencia Western. La proteina total se extrajo utilizando reactivo de extraccion de
proteina de mamifero M-PER (Thermo, Rockford, IL). La proteina nuclear se obtuvo usando reactivo de
extraccion nuclear y citoplasmatico NE-PER (Thermo). La proteina se aplico y se separd en 4-12% de gel
NuPAGE (Invitrogen) y se transfiri6 a las membranas Immobilon™-P (Millipore). Las membranas se
bloguearon con leche en polvo sin grasa al 5% y Tween-20 al 0.1% durante 1 hora, seguido de incubacion
con los anticuerpos primarios (dilucion 1: 200-1000) a 4°C durante la noche. Se utiliz6 1gG conjugada con
peroxidasa de rabano picante (Santa Cruz Biosciences; 1:10.000) para tratar las membranas durante 1
hora, y se mejoré con un Sustrato Quimioluminiscente West Pico SuperSignal® (Thermo). Las bandas se
detectaron en peliculas BIOMAX MR (Kodak, Rochester, NY). Cada membrana también se elimin6
utilizando un tampén de separaciéon (Thermo) y se reprobd con anticuerpo anti-p-actina para cuantificar la
cantidad de proteina cargada.

Sinergismo de IFN-y y TNF-a para apoptosis. Se sembraron 0.5x108 BMMSC en una placa de cultivo de
6 pocillos y cocultivada con diferentes dosis de TNF-a (0, 5, 50, 100 ng/ml) con o sin IFN-y (50 ng/ml)
durante 1 dia. A continuacién, las BMMSC se tifieron con el kit de deteccién de apoptosis | de Annexin V-
PE (BD Bioscience) siguiendo el protocolo del fabricante, y se analizaron mediante FACSCaitur (BD
Bioscience).
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Microscopia inmunoquimica. Los trasplantes se recogieron, se fijaron en paraformaldehido al 4% y luego
se descalcificaron con acido etilendiaminotetraacético al 5% (EDTA, pH 7,4), seguido de inclusién en
parafina o compuesto de temperatura de corte éptima (OCT, Sakura Fineteck Inc., Torrance, CA). Las
secciones de parafina o congeladas se bloquearon con suero normal apareado con anticuerpos
secundarios, se incubaron con los anticuerpos de ratén especificos o de isotipo coincidente (1:200) durante
la noche a 4°C. Las muestras se tifieron con el kit Zymed SuperPicture™ (Invitrogen Corporation) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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REIVINDICACIONES

1.

Una composicion compleja para ingenieria de tejidos o un dispositivo de regeneracién de tejidos,
que comprende:

al menos una célula madre mesenquimal de médula ésea;
una cantidad efectiva de aspirina;

un sustrato; y

al menos una célula T reguladora CD4+*CD25*Foxp3+.

La composiciéon o el dispositivo de la reivindicacion 1, en que dicha cantidad efectiva es de
aproximadamente 50 pg/ml o mas.

La composicion o el dispositivo de la reivindicacién 1, en que dicho sustrato es un material insoluble
en agua, no elastico, poroso y plegable, capaz de absorber o adsorber la BMMSC y la aspirina.

La composicion del complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su
utilizacién en un método para promover la regeneracion de tejido localizado, que comprende:
aplicar dicha composicion de complejo de ingenieria de tejidos en un sitio que necesita
regeneracion de tejido.

La composicién del complejo para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacién 4, que comprende
ademas la fase de pre-tratar una pluralidad de células madre mesenquimales de médula espinal
con aspirina antes de aplicar el complejo en el sitio.

Un método para forma la composicién del complejo o el dispositivo de regeneracién de tejido de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende: afadir una cantidad
predeterminada de células madre mesenquimales de médula espinal, células T reguladoras
CD4+CD25*Foxp3* y aspirina en un sustrato o un soporte.

Una combinacion de células T reguladoras CD4+CD25*Foxp3* y aspirina para su utilizacion en un
método para promover la regeneracién de tejido en el sitio de implantaciéon de una célula madre
mesenquimal de médula espinal (BMMSC) de un sujeto, que comprende: administrar las células
T reguladoras CD4+CD25*Foxp3+ al sujeto de forma sistémica; y aplicar aspirina en el sitio.
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