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RESUMEN

Introduccion: Las células madre mesenquimales (MSCs) son células progenitoras que ejercen efecto inmunosupresor. Su empleo se ha asociado a la mejoria de la
enfermedad de Injerto contra Huésped en el hombre y también en algunos modelos de enfermedad autoinmune en animales. Se ha propuesto que sus efectos son
dependientes de la induccién de linfocitos T reguladores (Treg).

Objetivos: Evaluar la seguridad y eficacia clinica de un protocolo de infusién de MSCs aut6logas en pacientes con LES. Se estudic el efecto inmunosupresor de las MSCs
in-vitro y su efecto sobre las células Treg circulantes.

Metodologia: Tratamos a dos mujeres, (JQ y SA) de 19 y 25 afios, que cumplian criterios ACR para LES. JQ present6 obstruccion intestinal con ascitis recurrente. SA
present6 neutropenia marcada, sin respuesta a micofenolato mofetil y prednisona. Se infundié por via i.v. 1x108 MSCs/kg cultivadas de médula 6sea autdloga, evaluando
indices Sledai y Bilag de actividad de la enfermedad y Treg circulantes en condiciones basales y a la semana 1, 2, 7 y 14 de la infusion. Las Treg (CD4+CD25+FoxP3+) se
cuantificaron por citometria de flujo y la inmunosupresién por inhibicién de la proliferacion y activacion de mononucleares de sangre periférica normales in-vitro.
Resultados: Los linfocitos Treg aumentaron progresivamente en ambas pacientes: 5.9%, 13.1%, 3.3 %, 22.9%, y 37.9% para JQ y de 0% a 9.5%, 7.5%, 39.6%, 52.9% para
SA. Pese a ello no detectamos un cambio importante en las manifestaciones de enfermedad ni en los indices Sledai o Bilag.

Conclusiones: Este es el primer reporte de terapia celular con MSCs en pacientes con LES. Aunque el tratamiento increment6 el nivel de Tregs circulantes, no observamos
efectos clinicos ni adversos de la infusién de MSCs en estas dos pacientes. Nuestros resultados sugieren que la terapia con MSCs autélogas debe evaluarse en LES.

INTRODUCCION

Las células madre mesenquimales (MSC) son progenitores no hematopoyéticos conocidos por su capacidad de originar diversos linajes celulares y
contribuir a la restauracion del dafio tisular. Sin embargo, los estudios recientes que demuestran efectos inmunosupresores y anti inflamatorios de
las MSC en distintos sistemas experimentales, han aumentado el interés en su uso como una forma de terapia celular en enfermedades mediadas
por el sistema inmune. En este sentido, las MSC ejercen un profundo efecto supresor de la funcién de casi todos los componentes celulares del
sistema inmune?345. En humanos, la administracion de MSC derivadas de la médula 6sea se ha empleado para tratar la Enfermedad de Injerto
contra Huésped y también en el transplante hematopoiético alogénico, promoviendo la reconstitucién celular®’. En modelos animales las MSC han
demostrado efecto en la Artritis inducida por Colagenc®, en Encefalomielitis Alérgica Experimental® y en ratones Ipicos MRL/Ipr'. Sin embargo, esta
es la primera comunicacion respecto de terapia con MSC en el Lupus Eritematoso Sistémico humano (LES). En la presente investigacion evaluamos
la seguridad y la eficacia clinica de la infusién de MSC autélogas derivadas de médula ésea, en dos portadoras de LES con manifestaciones de la
enfermedad de dificil tratamiento. Adicionalmente examinamos el efecto inmunosupresor in-vitro de las MSC de ambas pacientes y el cambio del

nivel de Treg circulantes (CD4+CD25+FoxP3+) en respuesta a la infusién de MSC.

PACIENTES y METODOS

Se incluyo6 en este estudio a dos mujeres (JQ y SA) de 19 y 25 afios de edad respectivamente, provenientes del Hospital Parroquial de San Bernardo, que cumplian los
criterios de clasificacion de 1997 para LES, del American College of Rheumatology (ACR). Se obtuvieron los consentimientos informados escritos en los que se
describia la naturaleza experimental de este protocolo. Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad
de los Andes y del Hospital Parroquial de San Bernardo.

La actividad de la enfermedad de LES se evalu6 de acuerdo a los indices:

*British Isles Lupus Assessment Group (Bilag) y

*Selena Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (Selena Sledai)

Los parametros inmunoldgicos fueron determinados a tiempo basal y la semana 1, 2, 7'y 14 post infusion.

Aislamiento y cultivo de MSC derivadas de médula 6sea.

*Se aspiraron 20 ml de médula dsea de la cresta iliaca posterior bajo anestesia
local y sedacion, supervisadas por un anestesiélogo.

* Las muestras se diluyeron 1:2 con PBS-EDTA

*La fraccion mononuclear se separd por Gradiente de Densidad Histopaque-Ficoll
*Las células (0,2x105) fueron resuspendidas en medio MSC humano (aMEM,
10% SBF mas antibiéticos).

*Los cultivos fueron expandidos por 3 semanas a 37°C al 5% de CO,.

*Al dia 21, los cultivos se examinaron en cuanto a esterilidad microbioldgica y las
células adherentes se tripsinizaron, lavaron y resuspendieron en 10 ml de suero
autélogo. Las MSC (1x106/kg) se infundieron por via intravenosa en el plazo de
una hora de su preparacion, tomando alicuotas de cada preparado para su
inmunofenotipificadas por citometria de flujo.

Determinz del efecto i esor de las MSC in-vitro

El efecto de las MSCs de las pacientes con LES fue determinado mediante
citometria de flujo midiendo la proliferacién y activacion de células mononucleares
de sangre periférica en respuesta a mitégeno segun la técnica de Carayon y Bord*t,

Cuantificacién de células T FoxP3+

Los linfocitos Treg se cuantificaron mediante citometria de flujo con el Kit Human
Regulatory T Cell Staining (Bioscience). La adquisicion y analisis se efectud en un
citémetro Coulter Epics-XL.

El porcentaje de células T CD4+CD25+ que expresan FoxP3 fue calculado para
cada paciente a tiempo basal y a las semana 1, 2, 7 y 14 post-infusién de MSC.

Todas los reactivos usados fueron calidad “good manufacturing practice” (GMP) y los procedimientos fueron realizados bajo técniva de Buenas Condiciones de Précticas de Laboratorio.
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