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RESUMEN

Las células troncales mesenquiméticas (MSC) se caracterizan por ser indiferenciadas,
multipotentes, capaces de dar origen a linajes celulares de estirpe mesenquimatico como
adipocitos, condrocitos y osteoblastos; pero también de diferenciarse a céluias de origen
no mesenquimatico como neuronas, hepatocitos, neumocitos y células endoteliales entre
ofras, por lo que tendrian un rol importante en el mantenimiento de la homeostasis tisular
en los organismos adultos. Dada su multipotencialidad, plasticidad y propiedades
inmunomoduladoras, las MSC representan una potencial alternativa terapéutica para el
tratamiento de patologfas donde, dada la etiologia de la enfermedad, se requiera
regeneracién de tejido, como es el caso del infarto agudo al miocardio (IAM). Se ha
descrito que tanto la inyeccién directa como la infusién intravenosa de MSC, tienen
efectos positivos en la funcion cardiaca post 1AM, lo que indica que las MSC son
capaces de migrar y hacer "homing” en el corazén infatado para reemplazar
funcionalmente a los cardiomiocitos. En consecuencia las MSC administradas en forma
sistémica deberian circular por via hematdgena hasta alcanzar el corazén infartado.

Basado en estos antecedentes, la hipétesis de la presente tesis es que: después de un
IAM, MSC end6genas se movilizan al torrente sanguineo. Para demostrar dicha
hip6tesis, se obtuvieron muestras de sangre periférica de ratas sanas, operadas pero no
infartadas (sham) y de ratas infartadas quirtrgicamente, ligando la arteria coronaria
descendente. Las células nucleadas obtenidas de cada animal, fueron cultivadas bajo
condiciones preestablecidas para el aislamiento de MSC. Entre los dias 8 y 10 despues
de establecidos los cultivos fue posible identificar células adherentes. Sin embargo, sélo
aquellas obtenidas 3, 5 6 7 dias post IAM, presentaron morfologfa fibroblastoide,
proliferaron en presencia de suero fetal bovino (SFB), expresaron el gen alfa actina de

musculo liso (ASMA) y se diferenciaron a adipocitos y osteoblastos. Dado que estas




caracteristicas fenotipicas definen a una MSC, en la presente tesis se demuestra que
efectivamente las MSC end6genas se movilizan durante el IAM. Ademas, se sugiere que
las MSC se movilizan con una temporalidad definida, debido a que se observa una
dependencia entre los dias transcurridos después del infarto y la cantidad de animales
que moviliza MSC.

La induccion de la movilizacién de MSC endégenas, durante un IAM, podria proyectarse

como una hueva alternativa terapéutica para el tratamiento del IAM.




ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) are adult undifferentiated, multipotent cells, that give
rise to different mesenchymal cell lineage like adipocytes, chondrocytes and osteoblast.
They can also transdifferentiate into non-mesodermal celis like neurons, hepatocytes,
neumocytes and endothelial cells. Thus, during adult life, MSC seem to be a key factor
in the maintenance of tissue homeostasis.

Due to their multipotential, plasticity and immunomodulatory properties, MSC represent a
perfect tool for the treatment of pathologies that require tissue regeneration, such as
myocardial infarction (Ml). it has been described that direct infusion and intravenous
administration of MSC can improve cardiac function after a M, suggesting that MSC
might migrate into the site of the infarction contributing to the regeneration of cardiac
tissue. To reach the infarcted heart, it is expected that intravenously administered MSC,
circulate into de bloodstream. Based on this observation, the hypothesis of this thesis is
that, after an MI, MSC leave their niche and mobilize through the peripheral blood. To
test this hypothesis, peripheral blood samples were obtained from untreated, sham-
operated and surgically infarcted rats after descendent coronary ligation. Nucleated
biood cells from each animal were cultured under conditions routinely used to isolate
bone marrow-derived MSC. Between 8 to 10 days after cell seeding it was possible to
identify adherent cells. However, only those cells that originated from blood samples
obtained at day 3, 5 or 7 post-MI exhibited fibroblast-like morphology, proliferated under
the stimulus of fetal bovine serum (FBS), expressed alpha smooth muscle actin (ASMA)
and differentiated into adipocytes and osteoblasts. As these phenotypical characteristics
are considered indicative of MSC, the present thesis concludes that endogenous MSC do
mobilize in response to M. Besides, we suggest that MSC mobilization after Ml is
temporally regulated as there is a dependence between days after infarction and number

of animals that mobilize MSC.




Thus the induction of endogenous MSC mobilization might be envisioned as a new

a new therapeutic strategy for Ml treatment.




INTRODUCCION

Las MSC presentes tanto en la médula 6sea como en los tejidos mesenquimaticos
(hueso, musculo esquelético, grasa) de los individuos adultos, se caracterizan por ser
células indiferenciadas, que se autorrenuevan y tienen el potencial de diferenciarse
tanto in vitro como in vivo a adipocitos, osteoblastos, condrocitos, tenocitos, miocitos,
estroma hematopoiético (Caplan, 1994; Pittenger, y Col, 1999; Conget y Minguell,
1999; Minguell, y Col, 2001). Ademas poseen plasticidad, es decir capacidad de
diferenciarse a células de origen no mesenquimatico como neuronas, astrocitos,
oligodendrocitos, células endoteliales, neumocitos, hepatocitos entre otros (Hermann y

Col, 2004; Chen y Col, 2004; Silva, y Col, 2005; Rojas y Col, 2005) (Figura 1).

Py ¥ Plasticidad
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_V

No mesenquimatico

Figura 1. Esquematizacion del potencial de autorrenovacién, diferenciacion y
plasticidad de las MSC. La autorrenovacion corresponde al proceso mediante el cual
una célula es capaz de dar origen a otras células indiferenciadas idénticas a la original.
La diferenciacién, es el mecanismo mediante el cual una célula se compromete y da
origen a células maduras y funcionales de origen mesenquimatico como adipocitos,
osteocitos y condrocitos, mientras que la plasticidad se conoce como el fenomeno en
que una MSC genera células de origen no mesenquimatico como hepatocitos,
neumocitos y neuronas.



Fenotipicamente las MSC se caracterizan por ser células adherentes; con morfologia
fibroblastoide; que proliferan en presencia de SFB; expresan marcadores moleculares
como CD105, CD29, CD44, ASMA, entre ofros, pero no expresan marcadores de
células hematopoyéticas como CD45, CD34 6 CD14. Son capaces de sintetizar
elementos de matriz extracelular como fibronectina, versican y colageno 1, asi como
también citoquinas entre ellas G-CSF, GM-CSF, IL-1, IL-6, IL-7, IL-11, SDF-1 (Lamoury
y Col, 2007). Sin embargo, dada la ubicuidad de los marcadores recién nombrados, lo
que definitivamente identifica 2 una MSC es su capacidad de diferenciarse in vitro al
menos a los linajes de origen mesenquiméticos: adipogénico y osteogénico. {Conget y
Mingueli, 1999; Horwitz y Col, 2008; Piftenger y Col, 1999). Su fécil aislamiento y
expansion ex vivo, su multipotencialidad y su plasticidad, asf como su baja
inmunogenicidad y sus propiedades inmunomoduladoras (capacidad de inhibir la
proliferacion de los linfocitos T) (Le Blanc y Ringdén, 2005), hacen de ellas una
potencial alternativa terapéutica para el tratamiento de patologlas donde las células del
parénquima del tejido afectado no son funcionales o se pierden (Caplan y Bruder,
2001). Por ejemplo, se ha descrito que el trasplante alogénico de MSC en 3 nifios
diagnosticados con Osteogénesis Imperfecta provocd nuevas estructuras éseas y
redujo la tasa de fracturas en estos nifios (Horwitz y Col, 1998). Por otra parte, se han
realizado cotrasplantes de MSC con células troncales hematopoyéticas (HSC) para
regenerar el microambiente de la médula después de una quimioterapia, en pacientes
con cancer mamario avanzado, observandose una reconstitucion hematolégica mas
acelerada (Koc y Col, 2000).

El IAM es una patologia degenerativa ya que los cardiomiocitos, que son las células
que componen el tejido miocardico, no se regeneran después de un infarto y son
reemplazados rapidamente por fibroblastos que proliferan y producen masivamente
elementos de la matriz extracelular que constituyen una escara fibrosa no miocitica la
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cual produce una disfuncién contréctil regional de la zona infartada (Mark y Col, 2004).
Los tratamientos actuales del IAM consisten en: reperfusién precoz, trombdlisis y/o
angioplastia coronaria percuténea, todas ellas tienen por objetivo el volver a irrigar el
tejido isquémico para evitar la muerte masiva de cardiomiocitos (Futterman .y Lemberg,
2000). ElI problema radica en que las células que murieron no se regeneran
naturalmente, ni existe una estrategia terapéutica capaz de regenerar las zonas
infartadas. Sin embargo, a nive! experimental, la cardiomioplastia o implante de
células en el miocardio infartado, parece ser una estrategia promisoria (Dimmeler y
Col, 20085).

Los resultados reportados de la cardiomioplastia varian dependiendo de la via de
administracién y de la fuente de células a trasplantar. Asi, dentro de las vias de
administracion de células que existen hoy en dia, se encuentran: la via epicardica
quirtirgica, que consiste en implantar células por multiples punciones realizadas
directamente en el miocardio infartado. La via intravenosa coronaria, que consiste en
introducir un catéter especial en el seno coronario para realizar microinfusiones de
células a través de multiples punciones en el espesor del miocardio infartado y la via
intracoronaria que consiste en la inyeccién de células en la arteria coronaria y se basa
en el potencial migratorio de las células, las que son retenidas a través de la

membrana basal (Bigalli y Col, 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Estrategias de cardiomioplastia en funcién de las rutas de
administracion de las células. Por las diferentes rutas mostradas en la figura se han
administrado HSC, EPC, precursores cardiomiogénicos o MSC en el corazén infartado:
Via epicéardica quirurgica o inyeccién directa intramiocardica; Via intravenosa a través
de un catete o via intracoronaria (Dimmeler y Col, 2005).

Con respecto a las células a implantar encontramos que en modelos animales, el
implante alogénico de células embrionarias o fetales diferenciadas a cardiomiocitos y
mioblastos esqueléticos han mostrado un mejoramiento en la funcién ventricular (Bigalli
y Col, 2005). Por otra parte la utilizacién de células troncales ya sean embrionarias
(ESC), HSC, células precursoras endoteliales (EPC) o MSC provenientes de médula
6sea o tejidos extramedulares han producido la regeneracion de cardiomiocitos y
estructuras vasculares incluyendo células endoteliales y musculares lisas, hecho
demostrado tanto en modelos animales (Shang y Col, 2006; Orlic y Col, 2001; Goette y
Col, 2006; Dimmeler y Col, 2005), como en humanos (Chen y Col, 2004).

La principal limitacién del trasplante de ESC y de cardiomiocitos en la practica clinica,
es que estas células se obtienen de embriones y fetos, respectivamente, lo que implica
un potencial rechazo inmunolégico y levanta serios cuestionamientos bioéticos (Bigalli

y Col, 2005).




Como alternativa a la utilizacién de cardiomiocitos se han usado HSC, pues hay
estudios que muestran su capacidad de transdiferenciar a cardiomiocitos (Orlic y Col,
2001). Sin embargo las evidencias in vivo son controversiales, pues hay estudios que
demuestran su capacidad de dar origen a cardiomiocitos y regenerar el tejido
miocardico (Orlic y Col, 2001), mientras que otros muestran que al inyectar HSC en el
lugar del infarto, dichas células sélo se diferencian a células de linajes sanguineos no
contribuyendo en la regeneracién del miocardio (Murry y Col, 2004). Las EPC,
derivadas de sangre periférica, también son una posible fuente de células para
cardiomioplastia dado que promueven la formacién de nuevos vasos sanguineo y
disminuyen el remodelamiento (Hattan y Col, 2004). Ademas, in vitro se ha
demostrado que son capaces de transdiferenciar a cardiomiocitos {(Ashara y Col,
1997). Sin embargo, hay estudios in vivo que muestran que las EPC no se diferencian
a cardiomiocitos y s6lo participarian en la neovascularizacién del miocardio infartado
(Ausoni y Col, 2005).

Por su parte, in vitro las MSC cocultivadas con cardiomiocitos o expuestas a 5-
azacitidina, bFGF y amfotericina, se diferencian al linaje cardiomiogénico (Hattan y Col,
2004; Hidemasa y Col, 2003). Ademas en modelos animales se ha mostrado que
implantes de MSC humanas en el miocardio de ratas infartadas quirdrgicamente e
inmunosuprimidas, son capaces de injertarse en el tejido infartado, diferenciandose a
cardiomiocitos funcionales (Grinnemo y Col, 2004). De igual forma se observé que el
trasplante alogénico de MSC en conejos infartados quirirgicamente, promueve la
recuperacién funcional y baja la mortalidad post IAM en comparacién con los animales
sin implante celular (Jian y Col, 2004). También se han descrito trasplantes de MSC
en el corazén infartado de humanos donde, al igual que en los modelos animales, se
ha demostrado recuperacion funcional del tejido miocardico infartado con respecto al
grupo control que s6lo recibié vehiculo de inyeccién (Chen y Col, 2004). En general,
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todos estos estudios muestran que las MSC se injertan en el tejido miocardico y
atenGian las disfunciones que produce la formacion de la escara en el corazon
infartado, mejorando la funcién contracti. Los mecanismos propuestos para los
efectos terapéuticos asociados a las MSC se deben a su diferenciacién en
cardiomiocitos, pero también a que generan células endoteliales (Nagaya y Col, 2004),
los que darian cuenta de la neovascularizaciéon observada. Ademés, hay estudios
donde se demuestra que MSC indiferenciadas presentes en el tejido infartado
producen factores tréficos que promoverian la sobrevida de los cardiomiocitos
endégenos (Tang y Col, 2005). Por lo tanto, las MSC son la poblacién celular ideal
para realizar cardiomioplastias, debido a que contribuirian a la regeneracion anatémica
y funcional del tejido cardiaco infartado en forma pleyotrépica.

Aungue promisoria, la cardiomioplastia con MSC presenta algunas complicaciones.
Entre ellas, la necesidad de aislar ex vivo las MSC, lo que conlleva un tiempo
considerable entre el infarto y ia cardiomioplastia, durante el cual se consolida la
remodelacién cardiaca, hay riesgo de contaminacién durante el cultivo, las células se
exponen a protelnas xenogénicas (SFB) e in vifro ocurra envejecimiento celular, que
implica una disminucién en el potencial de diferenciacién a los diferentes linajes (Bonab
y Col, 2008.). Por ofro lado, la cardiomioplastia es una técnica muy invasiva pues
requiere de 2 intervenciones quirlrgicas, una para aspirar la médula ésea y otra para
implantar las MSC. Ademas, hay complicaciones asociadas a ella, ya que hay estudios
que demuestran la produccion de microembolias durante la infusién intracoronaria con
la consecuente disminucion del aporte sanguineo al miocardio (Bigalli y Col, 2005).
Por lo tanto seria interesante lograr una cardiomioplastia in vivo para lo cual se

requeriria movilizar las células desde su nicho al tejido infartado (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica de la movilizacién celular.

La movilizacion es un proceso activo y dinamico en el que las células abandonan su
nicho y transitan a través de la circulacién sanguinea hacia un tejido blanco (Roufosee
y Col, 2004) (Figura 3). Tanto células diferenciadas como células troncales presentan
esta capacidad (Ratajczak y Col, 2004). El mecanismo por el cual ocurre este proceso
no esta esclarecido pero debiera implicar eventos migratorios, tal que la célula sea
capaz de atravesar distintos tejidos (Wu y Col, 2003). También se ha asociado a la
proliferacién masiva de una poblacién celular, lo que se ha descrito haria el factor
estimulador de colonias granulociticas macrofagicas (G-CSF) sobre las HSC,
resultando en |a salida de dichas células desde la médula 6sea y en consecuencia, su

aparicion en el torrente sanguinea (Uchida y Col, 1997).



Ei hecho de que las MSC circulen en individuos adultos sanos atn es un tema
controversial (Zvaifler y Co!, 2000; Wexler. y Col, 2003). Pareciera ser que las MSC
circulan en el torrente sanguineo de individuos sanos pero a muy bajas
concentraciones (He y Col; 2007). Aparentemente, la movilizacién endégena de MSC
se inducirfia frente a algin tipo de dafio tisular, como el producido por las
guimioterapias en el tratamiento de céncer (Ferndndez y Col, 1997) o por un dafio

hipéxico severo (Rochefort y Col, 2006).

En el caso particular del [AM, no ha sido demostrado que promueva la movilizacién de

MSC, sin embargo las siguientes evidencias indirectas lo sugieren:

) Las MSC pueden integrarse en el corazén cuando se infunden por via
endovenosa (Nagaya y Col, 2004).

ii) Durante un rechazo crénico de un corazén trasplantado, las MSC son capaces
de migrar desde su tejido de residencia en el receptor hacia el corazén del
donante en respuesta al proceso inflamatorio asociado al rechazo del 6rgano
trasplantado (Wu y Col, 2003).

iii) Kawada y colaboradores demostraron que al inyectar una linea inmortalizada
de células mesenquimética en ratones irradiades antes de realizar un infarto
quirGrgico y después de la administracién del factor estimulador de colonias
granulociticas-macrofagicas (G-CSF), las células eran capaces de hacer
“engraftment’, es decir permanecer e incorporarse funcionalmente en el

miocardio dafiado (Kawada y Col, 2004).

En todos estos casos, las MSC primero debieron salir de su tejido de residencia,
movilizarse y finalmente establecerse en el tejido blanco.

Considerando los antecedentes expuestos, en la presente tesis se propone que
después de un IAM ocurre movilizacién por el torrente sanguineo de MSC endégenas.
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HIPOTESIS

MSC endégenas se movilizan por el totrente sanguineo en respuesta a un IAM.

OBJETIVOS

Objetivo general.

Determinar, en un modelo animal, si las MSC circulan por el torrente sanguineo

después de un IAM,

Objetivos especificos.

1. Implementar las técnicas de cultivo celular y biclogia molecular para aislar y

caracterizar MSC derivadas de médula 6sea de ratas Sprawley Dowley adultas sanas.

2. implementar la técnica de IAM quirtrgico en ratas Sprawiey Dowley adultas.

3. Evaluar la presencia de MSC en sangre periférica de ratas Sprawley Dowley

adultas sanas, sham e infartadas.

4, Comparar los resultados obtenidos para los distintos grupos experimentales y a

distintos tiempos post IAM para comprobar o refutar la hipétesis de trabajo.




CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

Tipo estudio
El presente trabajo corresponda a un estudio experimental, en modelo animal, de

controles y casos.

Modelo animal

Se usaron ratas Sprawley Dowley machos de aproximadamente 3 meses de edad, con
un peso de entre 350-450 grs. provenientes del bioterio de la Pontificia Universidad
Catélica de Chile. Durante todo el estudio, los animales se alimentaron y se
mantuvieron con agua potable a voluntad, dentro de jaulas especiales para rata en una
pieza a temperatura controlada, con fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de

oscuridad.

Disefio experimental

Quirargicamente, se generé un 1AM ligando la arteria coronaria descendente que irriga
parte del ventriculo izquierdo del corazén. Uno, 3, 5 y 7 dias después del infarto, se
extrajo sangre periférica de estos individuos, que se cultivd en condiciones estandares
para aislar MSC. Las células aisladas se caracterizaron de acuerdo a su morfologlia,
expresion génica y potencial de diferenciacion a los linajes mesenquimaticos

Como control positivo se utilizaron MSC aisladas de médula dsea de ratas sanas. Como
control negativo se usd sangre periférica de individuos sanos y sham (individuos

operados pero no infartados) (Figura 4).
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Figura 4. Disefio experimental. Se extrajo sangre periférica 1, 3, 5y 7 dias post IAM a
partir de la cual se establecieron cultivos de células adherentes y luego se
caracterizaron. Como control positivo se utilizaron MSC aisladas de médula 6sea de
ratas sanas y como control negativo, sangre periférica de ratas sanas y sham.




Grupos experimentales y tamafio muestral

El presente estudio es de controles y casos, siendo controles los animales de los
grupos sano y sham. Los casos corresponden a los animales infartados
quirirgicamente analizados a diferentes dias post IAM. Los tamafios muestrales
fueron determinados tomando en cuenta que para encontrar una diferencia
estadisticamente significativa p < 0,05, entre los grupos expermientales, se requieren
como minimo 3 animales por grupo experimental, esto en conjunto con las
consideraciones bioéticas y de acuerdo al criterio utilizado por Nagaya y colaboradores
(Nagaya y Col, 2004). Asi, los grupos experimentales quedaron constituidos por el

nimero de animales que se muestra en la Tabla 1.

dias post 1AM 0 1 3 5 7

Ndmero de individuos

sano 12 - - - -
sham - 4 - 6 -
infartado - 5 6 6 6

Tabla 1. Se sefiala el niUmero de ratas que entraron al estudio y los dias después del
infarto analizados.

Consideraciones bioéticas

Los procedimientos experimentales realizados en los animales utilizados en este
trabajo, fueron aprobados por el Comité de Bioética, Facultad de Medicina, Clinica
Alemana-Universidad del Desarrollo, y se realizaron de acuerdo a las normas bioeticas
internacionales establecidas por la UNESCO/OMS/CIOMS en 1949 sobre los principios

éticos internacionales para la investigacién biomédica con animales.
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EQUIPOS

Baiio termorregulador, Haake, Alemania.

Camara de Neubauer, Boeco. Alemania.

Camara de electroforesis horizontal. Horizon 58, Gibco. USA.

Camara fotogréfica, Olimpos, EEUU.

Centrifuga Mikro 20, Hettich, Alemania.

Centrifuga 15720. Eppendorf, EEUU.

Espectrofotometro. Biomate 3, Thermo Spectronic. USA.

Filtro de 0,2 ym, Orange scientific, Bélgica.

Gabinete. NU-425-400E, Labgard class Il, EEUU.

Microscopio de luz invertido, Eclipse TS100, Nikon, Japon.

Papel filtro. Macherey-Nagel. Alemania.

Placa de 20 cm? (p60). Easy grip tissue culture dish, Falcon. Inglaterra.
Placa de 56,7 cm? (p100). Tissue culture dish, Falcon. Inglaterra.
Placa de 24 pozos (p24). Orange Scientific, Bélgica.

Sutura 2-0. Vicryl, Ethicon. Brasil.

Sutura 6-0. seda, Ethicon, Brasil.

Termociclador LightCycler. Roche. Alemania.

Termociclador Mastercycler personal, Eppendorf. Alemania.

Tubo cénico 15 mL. Blue max, Falcon. USA.

Tubo cénico 50 mL. Blue max, Falcon. USA.

Transiluminador, M-20, Arquimed, USA.
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REACTIVOS

Acido acético glacial. Merck. Dammstadt, Alemania.

Agarosa. Bio-Rad. Hercules. CA, USA.

Agua bidestilada inyectable. Laboratorio Sanderson. Santiago, Chile.
Agua LIBRE DE NUCLEASAS, Sigma-Aldrich. Steinheim, Alemania.
Alfa-MEM. Gibco. Grand Island, NY, USA.

Alizarin red. Sigma-Aldrich. Steinheim, Alemania.
Ascorbato-2-fosfato. Sigma-Aldrich. Steinheim, Alemania.

Azul tripan. Gibco. Grand Island, NY, USA.

B-glicerol fosfato. Sigma-Aldrich. Steinheim, Alemania.

Cloruro de Amonio, Merck. Darmstadt, Alemania.

Cristal violeta. Merck. Darmstadt, Alemania.

Dexametasona. Sigma-Aldrich. Steinheim, Alemania.

DNase | Amplification Grade. Invitrogen. Carisbad, CA, USA.
dNTPs. Fermentas Life Sciences, Hanover, MD, USA.

Etanol absoluto. Merck. Darmstadt, Alemania.

Etanol 70 % .TCL. Santiago, Chile.

FastStart DNA Master SYBR Green I. Roche. Penzberg, Alemania.
GeneRuler™ DNA Ladder 100 pb. Fermentas Life Sciences. Hanover, MD, USA.
Gentamicina 40 mg/mi.. Laboratorio Biosano. Santiago, Chile.
Heparina 5000 U/mL. Laboratorio Chile. Santiago, Chile.
Indometacina. Sigma-Aldrich. Steinheim, Alemania.

Inhibidor de RNasa 1x. Promega. Madison, W1, USA.

Insulina 100 U/mL. Humaleg. Indianapolis, IN, USA.

[sobutilmetilxantina. Calbiochem. San Diego, CA, USA.
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Isopropanol. Merck. Darmstadt, Alemania.

Ketamina 50 mg/mL. Laboratorio Biosano. Santiago, Chite.

MgCl,. Merck. Darmstadt, Alemania.

NaCl. Merck. Darmstadt, Alemania.

Qil Red O. Sigma-Aldrich. Steinheim, Alemania.

OligodT. Tib Molbiol. Berlin, Alemania.

Partidores. Genética y Tecnologia Ltda. Santiago, Chile.

PBS 10x. Gibco. Grand Island, NY, USA.

Povidona yodada 10 %. Volta pharmaceuticals. Santiago, Chile.

Suero fetal bovino. Gibco. Grand Island, NY, USA.

Suero fisiolégico isoténico (NaCl 0,9 %). Laboratorio Sanderson. Santiago, Chile.

Tampon de carga 6x. Fermentas Life Sciences. Hanover, MD, USA,
Tiopental. Laboratorios Richmond. Buenos Aires, Argentina.
Transcriptasa reversa M-MLV 200 U/ul. Promega. Madison, Wi, USA.
Tripsina 0,25 % p/v, EDTA 2,65 mM. Gibco. Burlington, ON, Canada.
Tris. Merck. Darmstadt, Alemania.

Trizol. Invitrogen. Carlsbad, CA, USA.

Xilazina 20 mg/mL. Alfasan. Woerden, Holanda.
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METODOLOGIAS

1. Obtencién y cultivo de MSC a partir de médula 6sea de rata

Las MSC fueron aisladas a partir de la médula 6sea de ratas machos Sprague-Dawley
adultas de 350-450 grs. Dichas ratas fueron sedadas con vapores de sebofluorano, y
luego se les inyecté intraperitoneaimente una mezcla del relajante muscular xilazina 10
mg/kg y del anestésico general clorhidrato de ketamina 100 mg/kg. Una vez que se
encontraban profundamente anestesiadas, fueron sacrificadas con una sobredosis de
tiopental 100 mg/kg inyectado directamente en el corazén, dado que produce a los
pocos segundos un paro cardiaco y respiratorio. Luego, se obtuvieron fémures y tibia,
de donde se extrajeron las células de la médula. Para ello, se cortaron las epifisis las
que se perfundieron con 2 mL de a-MEM, se centrifugé a 400 x g por 10 min. a
temperatura ambiente (TA). Las células mononucleadas se resuspendieron en a-MEM
+ SFB 20% {v/v) + gentamicina 80 mg/mL y se sembraron a una densidad de 1x10°
células/cm?®. Al dia siguiente, la placa se lavé 2 veces con PBS para eliminar las
células no adheridas y se cambié el medio por a-MEM + SFB 10% (v/v) + gentamicina
80 mg/mL (en adelante a-10). El medio de cultivo fue reemplazado cada 2-3 dias.
Cuando se observaron focos de células adherentes confluentes (entre los dias 5y 7),
se subcultivaron. Para ello, se lavd 1 vez con PBS y se incubd con tripsina 0,25% (p/v)

+ EDTA 2,65 mM en tampén fosfato salino (PBS) (50 pl/cm?) por 5 min. a 37°C. Luego,

la tripsina se inactivé agregando 1 volumen de a-10 y se eliminé centrifugando las
células a 400 x g por 5 min. a TA. Los subcultivos de MSC se establecieron a partir de
estas células, las cuales se resuspendieron en a-10 y se sembraron a una densidad de
7 x 10° células/cm?, lo que comespondia al subcultivo 1. Las MSC fueron subcultivadas
cada 4-6 dias evitando que alcanzaran confluencia. Las células que no se utilizaron

para los experimentos, se criopreservaron después del subcultivo 1 para evitar su
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envejecimiento in vitro. Todos los cultivos celulares se mantuvieron bajo atmésfera

aire/CO, 95% a 37°C.

2. Criopreservacion de MSC de rata

Las células se tripsinizaron, se centrifugaron a 400 x g por 5 min. y se resuspendieron
en SFB frio 90% (v/v) + dimetil sulfoxido 10% (v/v) a una densidad de 1 x 1 0
células/mL. Luego, se alicuotaron en criotubos y se enfriaron en vapores de nitrégeno

liquido por 20 min. en posicién 4 de ascensor Taylor-Wharton (velocidadl de

enfriamiento = - 3,5 °C/min.) y luego por 20 min. en posicion 1 (velocidad de

enfriamiento = - 8 °C/min). Finalmente, se almacenaron sumergidas en nitrégeno

liquido a - 196 °C.

3. Recuentos celulares

3.1 Namero de células nucleadas

El niumero de células nucleadas provenientes tanto de la médula como de sangre
periférica, se determiné en cédmara de Neubauer. Para ello una alicuota representativa
de la muestra fue diluida 10 veces con Cristal Violeta 0,05% (p/v) + &cido acético 5%
(viv) y se contaron al microscopio optico (x10) en 4 cuadrantes de la cdmara de

Neubauer. La densidad celular se calculé de acuerdo a la siguiente férmula:

Densidad celular [células/mL] = recuento promedio x 10* x 10
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3.2 Nimero de células totales

El nimero de células totales se determiné utilizando una camara de Neubauer y Azul
Tripan 0,4%. (p/v). Para ello una alicuota representativa de la muestra fue diluida 2
veces con Azul Tripan y se contaron las células al microscopio éptico (x10) en 4

cuadrantes de la camara de Neubauer. La densidad celular se calculd de acuerdo a la

siguiente formula:  Densidad celular [células/ml] = recuento promedio x 10 x 2.

4. Infarto agudo al miocardio quirargico

El IAM se indujo por ligacién de la rama descendente anterior de la arteria coronaria
izquierda (Piddo y Col, 1996; Hu y Col, 1996). Brevemente, ratas Sprague Dawiey
macho de 350-450 gramos de peso fueron anestesiadas con una mezcla de xilazina 10
ug/kg y clorhidrato de ketamina 50 pg/kg por inyeccioén intraperitoneal, luego fueron
intubadas con una branula de teflén 16G y posteriormente conectadas a ventilador
mecanico. Los animales fueron ventilados con una presién inspiratoria de 35 cmHO y
una frecuencia de 70 ciclos/minuto durante el procedimiento. Luego de cortar la piel
con bisturf se continud con diseccion roma divuisionando los musculos pectorales
hasta acceder a la parrilla costal. A continuacién, para acceder a la cara anterior del
corazén, se efectud una toracotomia izquierda por el 4° espacio intercostal izquierdo y
se realizé el reconocimiento y la ligacién de la rama descendente anterior de la arteria
coronaria izquierda con sutura de seda 6-0. El torax fue cerrado por planos mediante
sutura y luego las ratas fueron dejadas en recuperacién. Se consideraron infartados
los animales que, luego de ser sacrificados con una inyeccion cardiaca de tiopental
100 mg/Kg, se les extrajo el corazon y se observd la formacién de una escara blanca
fibrosa producto del infarto alrededor del ventriculo izquierdo. En el caso de las ratas
operadas pero no infartadas (sham), se procedidé de igual manera que en el caso

anterior pero sin realizar la ligacién de la coronaria luege de su reconocimiento.
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5. Obtencién y cultivo de células mononucleadas a partir de sangre periférica de

rata

Las ratas fueron sedadas con vapores de sebofluorano, y luego se les inyecto
intraperitonealmente una mezcla de xilazina 10 mg/kg y clorhidrato de ketamina 100
mg/kg. Cuando se encontraban profundamente anestesiadas, se extrajeron 3 mL de
sangre periférica realizando una puncién cardiaca con una aguja de 21G y jeringa de

6mL, utilizando como anticoagulante heparina 40 U/mL.

A partir de la sangre se obtuvieron las células nucleadas, para ello, las muestras fueron
colocadas en un tubo falcon de 50 mL y diluidas 5 veces en PBS, para luego
centrifugar a 400 x g por 15 min. a TA. Para eliminar los glébulos rojos, las muestras
fueron tratadas 2 veces con una solucién de NH,Cl 75 mM, incubando cada vez por 10
minutos e invirtiendo el tubo cada 2 min. Finalizado este tiempo, las muestras fueron
centrifugadas a 400 x g por 10 min. a TA, Las células nucleadas se sembraron a una
densidad de 4 — 7,5 x 10° células/cm?® en a-10 y cultivadas bajo atmésfera aire/CO,

95% a 37°C.

Las células no adherentes fueron eliminadas durante los cambios de medios realizados
cada 2 6 3 dias y las células adherentes fueron caracterizadas de acuerdo a su
morfologia, expresién génica y potencial de diferenciacion a los linajes mesenquimaticos:

adipogénico y osteogénico.

6. Diferenciacion in vitro de MSC de rata
El potencial de diferenciacién adipégenico y osteogénico de las MSC se determiné de
acuerdo a su capacidad para generar in vifro adipocitos u osteoblastos (Conget y

Minguell, 1999),
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6.1.Diferenciacion adipogénica

6.1.1 Induccién de diferenciacién adipogénica

Las MSC se sembraron a una densidad celular de 2,5 x 10* células/cm® en a-MEM +
SFB 10% (viv). Al dia siguiente, el medic fue reemplazado por el medio de

estimulaciéon adipogénico que contenia o-10 suplementado con dexametasona 1 pM +

3-isobutil-1-metilxantina 100 pg/mL + indometacina 100 pM + insulina 0,2 U/mL,
reemplazando dicho medio cada 4 dias.

La aparicién de adipocitos fue monitoreada con un microscopio de luz invertido y las
gotas de grasa, propias de los adipocitos, fueron teflidas a los 10 dias después de

iniciada la diferenciacién mediante tincién con Qil Red O.

6.1.2 Tincién con Qil Red O

Para confirmar la diferenciacién adipogénica, se utilizé el colorante Qil Red O, que se
une especificamente a los frigliceridos. Para ello, se preparé una solucién de
isopropanol 60% v/v a la que se agregd Oil Red O hasta generar una solucién
saturada. Luego se entibié por 20 min. a 37 °C y se filird por filtro de poros de 0,2 um
para eliminar el exceso de cristales de Oil Red O. Las células en las placas fueron
lavadas 2 veces con 0,25 mL/cm? de PBS. Luego se agregé 0,25 mL/cm® de Oil Red
Oy se incubd por 1 hora a TA. A continuacion, se lavé 2 veces con 0,25 mL/em? de
PBS y se observaron y fotografiaron las células que presentaban gotas de grasa

tefiidas color rojo en el microscopio de luz invertido con contraste de fase.
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6.2 Diferenciacién osteogénica

6.2.1 Induccién diferenciacién osteogénica
Las MSC se sembraron a una densidad de 2,5 x 10* células/cm® en a-10. Al dia
siguiente, el medio de cultivo fue reemplazado por el medio de estimulacion

osteogénico que contenfa dexametasona 0,1 uM + B-glicerofosfato 10 mM + ascorbato-
2-fosfato 50 uM. El medio de diferenciacién se cambi6é cada 4 dfas, mientras que el

ascorbato-2-fosfato era agregado dia por medio.
La aparicién de cristales de hidroxipatita fue monitoreado con un microscopio de iuz
invertido a los 21 dias después de iniciada la diferenciacion y fue confirmada con la

tincion Alizarin Red.

6.2.2 Tinci6n Alizarin Red

Cuando se observaron acumulaciones de minerales y cristales birrefringentes al
microscopio de {uz invertido con contraste de fase (21 dias), se realizd la tincion
Alizarin Red. Para ello, se preparé una solucion de Alizarin Red 40 mM en NaH;PO,
0,1 M pH 4,3. Las células en las placas fueron lavadas 2 veces con 0,25 mL/cm?® de
PBS y fijadas con 0,25 mL/cm? de etanol 70% (v/v) por 30 min a TA. Luego, se lavaron
2 veces con 0,15 mL/em? de PBS, se agreg6 0,25 mLfcm? de Alizarin Red 40 mM y se
incubé por 10 min a TA. Las células en las placas fueron lavadas 2 veces con 0,25
mL/cm?® de PBS luego se fijaron con etanol 70% durante 30 min a TA, después se
lavaron nuevamente con 0,25 mL/cm? de PBS, se agregé 0,25 mL/cm? de una solucién
de Alizarin Red 40 mM y se incubé 10 min, a TA. Después se lavé 5 veces con agua
bidestilada (0,5 mL/cm®) y se incubaron las células en PBS durante 15 min. a TA.
Finalmente, se observaron y fotografiaron en microscopio éptico de luz invertido con

contraste de fase.
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7. Anélisis Molecular de MSC de rata

La expresion del gen ASMA, caracteristico de las MSC y no de otras poblaciones
celulares que se encuentran normalmente en la sangre periférica de los individuos
adultos (Qiling y Col, 2007), se evalué mediante transcripcién reversa y por PCR en
tiempo real. Como control de ia integridad y amplificabilidad de los cDNA analizados,

se amplificé el mRNA del gen constitutivo GAPDH.

7.1 Extraccion de RNA

El RNA total fue extraido a partir de MSC o de células adherentes confluentes
proveniente de sangre periférica de ratas adultas. Para ello, a cada placa se le retird el

medio de cultivo y se lavé una vez con PBS. Luego, se agregé 100 pl/cm? del reactivo

Trizol y se dejé incubando 5 min. a TA. Posteriormente se traspasé a un tubo
eppendotrf libre de RNAsa de 1,5 mL y se agregaron 30 plicm? de cloroformo, se agité
enérgicamente durante 15 s y se incubé durante 3 min. a TA. Pasados los 3 min,, la
muestra se centrifugé a 13.500 x g durante 15 min a 4°C. La fase acuosa se fraspas6 a
un tubo eppendorf nuevo libre de RNAsa, al que se agregé 50 plicm? de isopropanol. El
RNA se dej6 precipitando en isopropanol durante 72 h a -20°C. Una vez precipitado el
RNA, la muestra se centrifugé a 13.500 x g durante 10 min a 4°C. El precipitado de

RNA se lavd con 100 plfem? de etanol 75% (v/v) preparado en agua libre de nucleasa

{(dimefilpirocarbonato 0,1% (p/v)) y se centrifugé a 13.500 x g durante 10 min a 4°C.
Finalmente, se eliminé el scbrenadante, dejando evaporar los restos de etanol, para
resuspender el pellet de RNA en 20 ul de agua libre de nucleasas. El RNA aislado se

almacent a - 80 °C para su posterior analisis.
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7.2 Cuantificacion de RNA
La cuantificacion de RNA se realizé midiendo la absorbancia a 260 nm en el
espectrofotdmetro BioMath. Para ello, una alicuota de cada muestra se diluyé 100

veces en agua libre de nucleasas y i{a concentracién de RNA total se calculd de

acuerdo a la siguiente férmula: ssRNA [ng/ul] = Ageo X 40 X 100

7.3 Eliminacion de DNA contaminante

Con el propésito de eliminar el posible DNA genémico remanenie en la muestra de
RNA, ésta se traté con DNasa 1. Para ello, a un volumen de muestra que contenia 1 ug
de RNA total se le agregé 1 pl de tampdn de reaccién DNasa | (Tris-HCI 200 mM pH
8,4, MgCl, 20 mM, KCl 500 mM), 1 pl de DNasa | 1 U/ul y agua libre de nucleasas
hasta completar un volumen final de 10 pi. La reaccién se realizé incubando 15 min a
TA. Pasado este tiempo, la enzima se inactivé agregandole 1 pl de EDTA 25 mM para
finalmente incubar durante 10 min a 65°C. Finalizado el tratamiento, el RNA tratado

con DNAsa fue nuevamente cuantificado espectrofotométricamente.

7.4 Transcripcion reversa

El cDNA se obtuvo por una refrotranscripcién partiendo de 1 pug de RNA total, que se
incubd 10 min a 70 °C con 0,5 ug de oligodT en un volumen final de 12 pl en agua
libre de nucleasas. A continuacién, se agregaron 8 pl de una mezcla que contenia 1
pl de dNTPs 10 mM, tampén enzima Transcriptasa Reversa (RT) M-MLV (Tris-HCI 50
mM pH 8,3, KCI 7 mM, MgCi; 3 mM, DTT 10 mM), 1 pl de enzima RT-(M-MLV) 200
U/l inhibidor de RNasa y agua libre de nucleasas, de tal manera que la reaccion de
retrotranscripcién ocurriera en un volumen final de 20 pl. El ¢DNA se sintetizd
incubando 50 min a 42 °C. Finalmente, la enzima se inactivé 15 min a 70 °C. El cDNA

se almacendé a -20 °C para su posterior amplificacién.
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7.4 PCR en tiempo real

Las reacciones de amplificacibn se realizaron en un termociclador LightCycler
utilizando el kit LigthCycler FastStart DNA Master SYBR Green |. Para ello se preparé
una mezcla que contenia PCR LightCycler-DNA Master SYBR Green (Tag DNA
polimerasa + tampén de reaccion + dATP + dUTP + dCTP + dGTP + SYBR Green |) +

MgCl, 3 mM + partidores sentido 0,5 uM y antisentido 0,5 uM + 0,2 pg de cDNA . Las

secuencias de los partidores utilizados, las temperaturas de denaturacion (Tm) y el
tamafio esperado de los amplicones generados, al igual que las condiciones de
amplificaciéon de los genes anaizados se muestran en las Tablas 2 y 3. En todos los
caso, las concentraciones de enzima, tampén de reaccién y dNTPs corresponden a las

recomendadas para el kit LightCycler-DNA Master SYBR Green | de Roche.

Secuencia partidores Amplicon

N° acceso
Marcador sense Tm Tamaiio Referencia
gene-bank
antisense (°C) (pb)

5’-gatcaccatcggaaatgaacg-3° Park y Col, 2004.
4501882 88+0.3 407

5’-cttagaagcatttgcggtgga-3

5’attgctctcaatgacaacit 3° Chuy Col, 2005.
31377487 89+0.3 295

5°gaactttattgatggtattcg 3°

Tabla 2. Partidores y caracteristicas de los amplicones de ASMA y GAPDH. En la 12
columna se muestra el gen analizado. En la 2°, su nimero de acceso en la base de
datos genebank. En la 3° la secuencia de los partidores utilizados. En la 4% y 5° la Tm
y el tamafio del amplicon que se genera utilizando controles positivos, que coinciden
con los valores teéricos esperados. En la 62, la referencia de donde fueron obtenidos
los partidores.
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Marcador Denaturacion Apareamiento Extension Ciclos
(Namero)

T(°C) t(s) T(°C) t(s) T(°C)  t(s)
5

ASMA
GAPDH 5

Tabla 3. Condiciones de amplificacién de los genes ASMA y GAPDH. En la 1% columna
se muestran los genes. En la 2% y 32, la temperatura y el tiempo de denaturacion. En la 4*
y 5% la temperatura y el tiempo de apareamiento. En la 6% y 7a, la temperatura y el
tiempo de extensién. En la 8%, el nimero de ciclos de PCR realizados.

7.5 Analisis de amplicones

Las Tm y tamafios tedricos de los amplicones, se calcularon con el programa BioMath
Calculators (Promega,http://www.promega.com/biomath/calc11.htm) y Nucleotide-
Nucleotide Blast (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST), respectivamente. Las Tm
teéricas fueron comparadas con las Tm experimentales obtenidas por el analisis de Tm
en el termociclador LightCycler, mientras que el tamafo teérico fue comparado con el

tamafio experimental obtenido por electroforesis en gel de agarosa 1,5% (p/v).

7.5.1 Analisis de Tm

Se determiné la Tm empirica de los amplicones utilizando el programa Roche
Molecular Biochemicals LightCycler Software version 3.5 en el termociclador
LightCycler programado con un ciclo que consta de:

= Denaturacion total, elevando la temperatura a 95 °C a una velocidad de 20 °C/s.

Renaturacién total, bajando la temperatura a 65 °C a una velocidad de 20 °C/s.
. Denaturacién gradual, elevando la temperatura hasta 95 °C a una velocidad de

0,1 °C/s, registrando la fluorescencia de la muestra cada 0,1 °C.

25



7.5.2 Electroforesis en gel de agarosa

El tamafio teérico de los amplicones fue calculado en el programa Nucieotide-
Nucleotide Blast (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). EIl tamafio experimental del
amplicén se obtuvo por electroforesis en geles de agarosa 1,5% (pfv). Para ello, se
mezclaron 15 pl de amplicon con 3 pl de tampén de carga 6x (Tris-HCI 10 mM pH 7,6,
azul de bromofenol 0,03% (pfv), xilencianol 0,03% (pfv), glicerol 60% (p/v), EDTA 60
mM). Las muestras se cargaron en un gel al 1,5% (p/v), que se preparé mezclando 30
mL de Tris-acetato 40 mM, pH 7,6, EDTA 2 mM (TAE) con 0,45 grs. de agarosa. En
todos los geles realizados, se incluyo en un carril 6 pl de estandar 100 pb GeneRuler™
DNA Ladder 0,5 pg/ul. A continuacién, se realizé una electroforesis a 95 Vy 65 mA en
una camara horizontal de electroforesis, utilizando tampén TAE. Finalizada la electroforesis,
el gel se incubd por 10 min. en una solucidn de bromuro de etidio 10pg/mL y luego, se
retiré de dicha solucién y se incub6 por 10 minutos en TAE para eliminar el exceso de

bromuro de etidio. Finalmente, se observé y fotografié bajo un transiluminador de luz

ultravioleta.

8. Analisis estadistico

Dado que en ninguno de los animales provenientes de los grupos controles (sham y
sanos) se detectaron MSC en la sangre periférica, no fue necesario aplicar un analisis
estadistico para comparar los resultados obtenidos. Para determinar si la temporalidad
de la movilizacién era significativa, los datos se analizaron con el programa estadistico

Statistica versién 6.0, utilizando el test x%. El nivel de significancia se asigné en p =

0,05.
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RESULTADOS

1. Implementacién de las técnicas de cultivo celular y biologia molecular para
aislar y caracterizar MSC, derivadas de médula 6sea de ratas Sprawley Dowley

adultas sanas.

A partir de la médula ésea de 3 individuos sanos adultos, se aislaron MSC las que
fueron caracterizadas de acuerdo a su capacidad de adhesion al plastico, morfologia,
expresion del gen ASMA y potencial de diferenciacion a los linajes mesenquimaticos:
adipogénico y osteogénico. Como se observa en la Figura 5, las MSC presentan

morfologia fibroblastoide y cuando estan confluentes se organizan en monocapas.

~ 200um

Figura 5. Morfologia de MSC en cultivo confluente. Fotografia tomada en
microscopio de luz invertido con contraste de fase.

Como era de esperar, estas células efectivamente expresan ASMA y GAPDH, dado que
tanto la Tm experimental como el tamafio obtenido en el analisis electroforético de los
amplicones generados a partir de RNA aislado de estas células, coinciden con los

valores tetricos esperados para éstos genes (Figura 6).
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Figura 6. MSC expresan ASMA y GAPDH A: Anadlisis de Tm de los amplicones
obtenidos para ASMA y GAPDH. La Tm empirica del amplicon de ASMA corresponde
a 8810,3 °C mientras que la Tm del amplicén de GAPDH corresponde a 89+ 0,3. B:
Analisis electroforético de tamafio de los amplicones obtenidos para ASMA y GAPDH.
Se observa que el tamafio empirico para gen GAPDH corresponde aproximadamente a
300pb, mientras que el tamafio empirico para ASMA corresponde aproximadamente a
400pb.
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No se realizaron analisis cuantitativos, dado que la caracterizacion molecular se realizdé
en funcién de la expresion del gen ASMA y no de la cantidad de templado existente.
Se utilizé PCR de tiempo real y andlisis por Tm ya que ésta técnica es mas sensible
que el PCR convencional.

Cuando las células aisladas por la metodologia aqui descrita se expusieron por 10 dias al
medio de diferenciacién adipégenico, se observé la aparicion de células en cuyo
citoplasma se encuentran gotas de triglicéridos, los que se tefilan especificamente
con el colorante QOil Red O (Figura 7). En cambio las células sin estimulo de
diferenciacion no presentan gotas de trigliceridos, conservando su morfologia

fibroblastoide.

a-10 Medio diferenciacion adipogénico
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Figura 7. Diferenciacion adipogénica de MSC. A: MSC cultivadas por 10 dias sin
estimulo de diferenciacion y tefiidas con el colorante Oil Red O (n=3). B: MSC
cultivadas por 10 dias con estimulo de diferenciacién adipogénico y tefidas con el
colorante Qil Red O (n=3). Fotografia tomada en microscopio de luz invertido con
contraste de fase.

Estos resultados indican gque células aisladas de médula ésea efectivamente tienen

potencial de diferenciacién adipégenico ya que in vitro, bajo las condiciones de

diferenciacion utilizadas, generan adipocitos.
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Para evaluar el potencial de diferenciacion al linaje osteogénico, las células se
expusieron por 21 dias al medio osteogénico y se evalué la mineralizacion de la matriz
extracelular. Efectivamente, bajo estas condiciones de cultivo fue posible generar
osteoblastos que producen cristales de hidroxipatita observables al microscopio de luz
invertido, los que se tifien especificamente por el colorante Alizarin Red (Figura 8). Por

su parte, las células mantenidas en a-10 no se tifieron o lo hicieron discretamente, ya

sea porque largo tiempo en cultivo a alta confluencia induce diferenciacion

espontanea o bien, muerte de algunas células (Figura 8).

a-10 Medio diferenciacién osteogénico
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Figura 8. Diferenciacion osteogénica de MSC.

A: MSC cultivadas durante 21 dias sin estimulo de diferenciacién tefiidas con el
colorante Alizarin Red (n=3). B: MSC cultivadas durante 21 dias con estimulo de
diferenciacion osteogénico tefiidas con el colorante Alizarin Red (n=3) Fotografias
tomadas con el microscopio de luz invertido con contraste de fase.

Por lo tanto, las condiciones de cultivo implementadas en esta tesis permiten aislar

MSC a partir de médula ésea de rata Sprawley Dowley adultas sanas.
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2. Implementacion de la técnica de IAM quirirgico en ratas Sprawley Dowley

adultas

En la presente tesis, el IAM se produjo mediante el ligamiento de la arteria coronaria
izquierda descendente que irriga el ventriculo izquierdo siguiendo la técnica descrita
por Piddo y colaboradores (Pidde y Col, 1996) (Figura 9), ya que esta reportada como
una técnica de baja mortalidad en ratas y tal que la mantenciéon de los animales
infartados no requiere sopories adicionales, lo que permite realizar estudios a
diferentes tiempos post IAM. Ademads, es proclamada como altamente reproducible
(Piddo y Col,1996; Hu y Col, 1996).

En esta tesis, la sobrevida post-cirugia de las ratas infartadas fue de un 80% mientras
que la sobrevida de ratas sham fue de un 85%. La muerte de las ratas se produjo
principalmente durante la operacién, siendo la principal causa insuficiencia respiratoria
peri-operatoria. Al realizar [a necropsia, se observd que 5/6 animales fallecidos
mostraban evidencias de infeccién pulmonar por Mycoplasma Pulmoni.

En nuestras manos, la ligacion de la arteria coronaria descendente resulté en un IAM
en 87% de los animales operados, encontrandose en todos ellos una zona isquémica
en el corazén (Figura 10.A y C). Ademas al realizar un corte transversal del ventriculo
izquierdo, era posible observar un adelgazamiento de la pared ventricular producto del
infarto (Figura 10.B y D). Ambas observaciones muestran que la intervencion quirirgica

realizada efectivamente produjo un IAM en los animales de experimentacion.
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Figura 9. Intervencion quirdargica para producir un IAM. A: Rata anestesiada e
intubada antes de ser intervenida. B: Pared intercostal antes de la ligacién. C:
Identificacién y ligamiento de la arteria coronaria descendente, la flecha indica la rama
coronaria izquierda descendente que se liga para producir el infarto quirtrgico en el
ventriculo izquierdo. D: Rata 5 dias después del procedimiento quirirgico.

A B

Figura 10. Macroscopia del corazén de una rata sham y de una infartada.

A: Corazén de una rata sham. B: Corte transversal de ventriculo izquierdo de una rata
sham. C: Coraz6n de una rata infartada. La flecha indica la escara blanca fibrosa
producto del infarto. D: Corte transversal de ventriculo izquierdo de una rata infartada.
Fotos obtenidas de corazones extraidos 7 dias después del procedimiento
quirargico.
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3. Evaluacion de la presencia de MSC en sangre periférica de ratas Sprawley

Dowley adultas sanas, sham e infartadas.

Se obtuvo sangre periférica de ratas sanas, sham (1 y 5 dias post operacién) e

infartadas (1, 3, 5 y 7 dias post IAM). A partir de ella se separaron las células

mononucleadas y se cultivaren en o-10. Entre los dias 8-10 después de establecidos

los cultivos, fue posible observar focos de células adherentes con diferentes grados de
confluencia (Figura 11, 2da columna). Dado que, en la sangre periférica de individuos
adultos se ha reporiado la existencia de otras poblaciones celulares cultivables en
particular HSC (Orlic y Col, 2001), osteoclastos (Yuasa y Col, 2007) y EPC (Asahara y
Col, 1997), empiricamente se descarté su presencia en los cultivos analizados. Las
HSC son células no adherentes, por lo tanto se eliminaron durante los cambios de
medio. Los osteoclastos presentan una morfologia caracteristica observable al
microscopio de luz invertido como células adherentes con forma “aplanada”, por lo que
las placas que presentaban dicho tipo de células fueron descartadas. Las EPC para
poder sobrevivir y proliferar in vitro requieren de factores de crecimiento adicionales al
SFB, por ejemplo VEGF (Quirici y Col, 2001), que no se incluyeron en los medios de
cultivo utilizados.

La Figura 11 muestra que las células adherentes derivadas de la sangre periférica de
individuos sanos, sham o 1 dia post IAM no expresan ASMA, ni se diferencian a los
linajes adipogénico y osteogénico. Por lo tanto, en estas situaciones no es posible
detectar MSC en el torrente sanguineo. En cambio, las células aisladas 5 dias post
IAM proliferan significativamente en presencia de SFB, expresan ASMA y se
diferencian tanto a adipocitos como a osteoblastos, caracteristicas necesarias y

suficientes para fenotipificar a una célula como MSC (Horwitz y Col, 2006). En
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consecuencia, en la presente tesis se muestra que las MSC end6genas efectivamente

se movilizan después de un IAM.
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Figura 11. Movilizacion de MSC post |IAM. Células adherentes provenientes de
sangre periférica de ratas sanas (n=12), sham (n=10), 1 dia post IAM (n=5) o 5 dias
(n=5) y MSC derivadas de médula 6sea (n=3) de ratas las que fueron cultivadas sobre
plastico en medio a-10 (2a columna), aislado su RNA y evaluada la expresion de los
genes GAPDH y ASMA (3a y 4a columna, respectivamente), expuestas al medio de

diferenciacién adipégenico (5a columna) u osteogénico (6a columna) y tefiidas con los “
colorantes Oil Red O o Alizarin Red, respectivamente. La barra corresponde a 100 um.
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4. Comparacién de la movilizacion de MSC a diferentes tiempos post IAM

Para evaluar la temporalidad de la movilizacién de MSC, se compar6 el porcentaje de
animales que efectivamente movilizaron MSC al dia 1, 3, 5y 7 post IAM. Como se
observa en la Figura 12, los resultados muestran que la deteccién de MSC en la
sangre de los animales infartados se hace significativa a partir del dia 3 post IAM,
aumenta al dia 5, donde todos los animales excepto 1 (87%) movilizaron MSC y luego,

disminuye al dia 7. Existiendo una asociacién entre el tiempo post IAM y la movilizacién

de MSC (X%-= 8,6; p=0,03).
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Figura 12. Temporalidad de la movilizacién de MSC. EI grafico muestra la
frecuencia de animales infartados que movilizan MSC a diferentes dias post IAM. Se
observa una asociacion entre el tiempo post IAM y la deteccién de MSC en la sangre

periférica de los individuos (X%= 8,6; p=0,03).
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DISCUSION

En la presente tesis se evalué la movilizacién de MSC en ratas sanas, sham e
infartadas. Para poder realizar este estudio, fue necesario implementar la técnica de
1AM quirdrgico, la que se llevé a cabo mediante el ligamiento de la arteria coronaria
descendente siguiendo el protocolo descrito por Piddo y colaboradores (Piddo y Col,
1996). Ademas se incluyé como grupo control de la operacién, animales operados
pero no infartados (sham), para poder descartar los posibles efectos de dafo tisular en
la movilizacién de MSC producto del procedimiento quirirgico.

La ligacién de [a arteria coronaria fue exitosa en un 87% de los animales infartados,
donde era observable la escara blanca fibrosa en el corazén infartado. Con respecto a
la viabilidad de los animales post-cirugia, en el caso de las ratas infartadas fue de un
80% mientras que la sobrevida de las ratas sham fue de un 85%. La muerte de las
ratas que eran sometidas a procedimientos quirlirgicos se produjo principalmente
durante la operacion, debido a un insuficiencia respiratoria producida por Mycoplasma
Pulmoni'y no por el infarto o de la operacién en si.

El hecho de que las ratas infartadas no mueran producto del IAM, se explica por el
hecho de que las ratas adultas sanas, presentan una mayor anastomosis (mayor
irrigacion sanguinea) en el corazén que el ser humano, por lo que son capaces de
sobrellevar mucho mejor un JAM (Anversa y Col, 1985).

Para determinar la presencia de MSC en el torrente sanguineo, se realizaron cultivos
primarios de sangre periférica de ratas infartadas, sham y sanas y las células
adherentes obtenidas se caracterizaron de acuerdo a su capacidad de adhesion al
plastico, proliferacién en presencia de SFB, expresion del gen ASMA y diferenciacion a

adipocitos y osteblastos (Minguell y Col, 2001; Stute y Col, 2004; Horwitz y Col, 2006).
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Las condiciones de cultivo utilizadas permitieron eliminar HSC, osteoblastos y EPC. Ya
que todas ellas requieren factores de crecimiento adicionales al SFB para poder
sobrevivir y proliferar in vitro (Yuasa y Col, 2007; Quirici y Col, 2001). Descartar la
contaminacién de los cultivos por estas células era necesario debido a que se ha
demostrado que las HSC se movilizan al torrente sanguineo en respuesta a un IAM
(Orlic y Col, 2001; Massa y Col, 2005). Ademads, los precursores de osteoblastos estan
presentes normaimente en el torrente sanguineo de los individuos adultos (Yuasa y
Col, 2007) y las EPC se movilizan en respuesta a situaciones de isquemia
(Rosenzweig y Col, 2003; Massa y Col, 2005; Murasawa y Col, 2005).

A pesar que en todos los cultivos de sangre periférica se encontraron células
adherentes con morfologia fibroblastoide, s6lo en aquellos provenientes de individuos
infartados fue posible fenotipificar dichas células como MSC. En consecuencia, es
posible afirmar que fas MSC no circulan significativamente en individuos sanos y
tampoco en individuos operados pero no infartados {sham) pero si, infartados. Dado
que la deteccién de MSC en esta tesis, depende del establecimiento de un cultive
celular a partir de un volumen finitc de sangre, no se puede descartar que algunas
MSC circulen antes del dia 3 o en individuos sanos o sham. De ocurrir seria en muy
baja concentracién, tal vez detectable con técnicas invasivas como la elutricién descrita
por Zvaifler y Colaboradores {Zvaifler y Col, 2000). Asi, en la presente tesis se muestra
que sblo después de 3 post IAM se movilizan las MSC endégenas. Por lo tanto, sélo
algunas sefiales de dafio son capaces de inducir la movilizacién de MSC. En particular,
aquellas producidas por el corazén isquémico y no por la piel mecanicamente dafiada.
En consecuencia, las sefiales que inducen la movilizacién de MSC hacia la sangre son
especificas y el corazén es fuente de ellas (Vanderveive y Col, 2005). Aunque la
identidad de estas sefiales es desconocida, es esperable que correspondan a

moléculas de naturaleza profeica como: citoquinas, quimioquinas, proteasas o
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moléculas de adhesién, involucradas en la movilizacién de las HSC dado que ambas
células comparten el mismo nicho: la médula 6sea (Papayannopulou, 2004), siendo el
principal candidato G-CSF (Kawada y Col, 2004). Sin embargo, durante el desarrollo
de esta tesis se evalub la presencia de MSC en la sangre de ratas sanas que
recibieron G-CSF en un régimen que efectivamente moviliza HSC y no fue posible
detectar MSC en ningln animal (datos no mostrados). Por lo tanto, se requieren de
factores adicionales al G-CSF para promover la movilizacién de MSC. Los mecanismos
propuestos que darian cuenta de la movilizacién celular incluyen la induccién de un
proliferacién masiva que resulta en el rebalse de las células o bien, la modificacién de
la matriz extracelular que permite la salida simuitdnea de distintos tipos celulares: HSC,
EPC y MSC (Uchida y Col, 1997; Papayannopoulou, 2004; Kawada y Col, 2004;
Vandervelve y Col, 2005; Vandervelve y Col, 2005).

Los estudios de temporalidad de la movilizacién de MSC post 1AM, muestran un
aumento en el porcentaje de individuos que movilizan MSC del dia 1 al 5, que
disminuyen al dia 7; sugiriendo que existe una asociacién entre el tiempo transcurrido
después del dafio isquémico y la aparicion de MSC en la circulacién periférica.
Explicaria esta observacion el hecho que los eventos involucrados en la movilizacion
de MSC necesiten un tiempo relativamente fargo para inducir la salida de un nimero
significativo de MSC al torrente sanguineo. La temporalidad mostrada en la presente
tesis concuerda con lo documentado por Cancelas y colaboradores para ia
movilizacion de HSC, quienes observan que la administracién de G-CSF produce un
aumento en la cantidad de HSC en el torrente sangulneo entre los dias 4-6 después de

suministrada la citoquina (Cancelas y Col, 20086).
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Asl, en la presente tesis, y por primera vez, se demuestra que las MSC endégenas son
capaces de salir de su nicho y circular por via hematdégena. A ia fecha, no se sabe si
estas células contribuyen a la regeneracion del miocardio infartado pero ha sido
descrito que, incluso en humanos, que MSC exdgenas si lo hacen (Chen y Col, 2004).
Por lo tanto, puede vislumbrarse la movilizacién de MSC endégenas mediante la
administracion de los factores involucrados en dicho proceso, inmediatamente después
del infarto, como una estrategia terapéutica que evitaria el remodelamiento y

contribuiria a [a regeneracién de!l corazén infartado.
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CONCLUSIONES

1. Enindividuos adulios, después de un IAM se movilizan MSC endégenas.

2. La movilizacién de MSC endégenas es inducida por el dafio isquémico y no

mecanico.

3. Existe una asociacién entre el tiempo post IAM y el porcentaje de animales que

movilizan MSC endogenas, sugiriendo que la movilizacion de MSC ocurre en una

ventana temporal discreta.
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PROYECCIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis, en conjunto con aquellos obtenidos en 1a tesis
de pregrado de Carolina Cortés, donde se realizd protedmica diferencial de muestras
de corazén y plasma obtenidos de ratas sanas, sham e infartadas, permitir4 identificar
los putativos factores que produce fa movilizacién de las MSC después de un IAM. Si
alguno de estos faciores efectivamente promueve la movilizacién de MSC, podria
utilizarse en una estrategia terapéutica para el |AM que consistiria en administrarlos
inmediatamente después de producide el IAM, promoviendo asi una cardiomioplastia in

vivo.
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