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1 RESUMEN

Las células madre mesenquimales (MSCs) son células estromales multipotentes que
poseen propiedades regenerativas e inmunoreguladoras lo que las ha propuesto como
terapia celular en el area de medicina regenerativa. Dentro de los mecanismos
asociados a su potencial regenerativo, se encuentra su capacidad de diferenciacion
hacia diferentes linajes celulares, asi como la produccién de factores paracrinos, que
promueven la sobrevida y la proliferacién de las células que forman parte de los tejidos
dafiados. Por otro lado, su capacidad de regular la respuesta inmunoldgica les permite
inhibir la inflamacion asociada al dafio de tejidos, promoviendo eficiente y
coordinadamente la regeneracion tisular. Interesantemente, en los ultimos afios se ha
observado que funciones biologicas de las MSCs, tales como su potencial de
diferenciacion, se encuentra estrechamente regulado por cambios metabdlicos,
pasando desde un estado glicolitico hacia uno de fosforilacién oxidativa, gobernado por
la mitocondria, lo que sugiere que cambios en su estado metabdlico también podria
estar regulando su potencial terapéutico. Por lo tanto, la hipétesis del presente
seminario de titulo es que la induccién de un estado glicolitico en las MSCs promovera
su potencial de diferenciacion condrogénica asi como sus propiedades
condroprotectoras. Estos resultados contribuiran aportando conocimientos sobre como
promover el efecto terapéutico de las MSC en enfermedades como la osteoartritis, en
donde la etiologia de la enfermedad se encuentra asociada a la inflamaciéon y

destruccion tisular de la articulacion.



2 ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent stromal cells with wide regenerative
and immunomodulatory properties whereby they have been proposed to be use in
regenerative medicine. Among the mechanisms associated with their therapeutic
potential are their abilities to differentiate into several cell lineages, as well as the
production of paracrine factors, which promote the survival and proliferation of cells
form damaged tissues. On the other hand, their capacity to regulate the immune
response, allows them to inhibit the inflammation associated with tissue damage,
promoting efficient and coordinated tissue regeneration. Interestingly, in recent years it
has been observed that biological functions of MSCs, such as their differentiation
potential, are closely regulated by metabolic changes, going from a glycolytic state to
one of oxidative phosphorylation, governed by the mitochondria, suggesting that
changes in their metabolic state could also be regulating their therapeutic potential.
Therefore, the hypothesis of the present study is that the enhancement of a glycolytic
state on MSCs will promote their chondrogenic differentiation, as well as their
chondroprotective properties. These results will contribute by providing knowledge on
how to increase the therapeutic effect of MSCs in diseases such as osteoarthritis,
where the etiology of the disease is associated with inflammation and tissue destruction

of the joint.



3 INTRODUCCION

3.1 Osteoartritis (OA).

La osteoartritis (OA) es una enfermedad cronica de alta prevalencia (10-15 % de
la poblacién sobre 60 afios), que se caracteriza por la degeneracion del cartilago, la
formacion reactiva de hueso en los margenes articulares e inflamaciéon de la
articulacion, produciendo rigidez articular y dolor (Rahmati y col., 2016). En la OA se
activan sefales inflamatorias innatas, las que incluyen citoquinas, quimioquinas y
alarminas. Por otro lado, existe lesiébn biomecanica y estrés oxidativo que
comprometen la viabilidad de los condrocitos residentes de la articulacion, llevandolos
a una diferenciacion hipertrofica y respuestas procatabdlicas que terminan en la
degradacion de la matriz extracelular (ECM) del cartilago hialino (Pers y col., 2015). La
capacidad de regeneracion del cartilago articular es inherentemente baja, debido a una
baja tasa de proliferacion de los condrocitos y a la ausencia de vascularizacién en el
cartilago, dejando en evidencia una falta de regulacién sistémica lo que produce una
ineficiente respuesta de reparacion (Freitag, 2016).

La OA afecta a las articulaciones sinoviales, principalmente a las caderas y
rodillas, lo que lleva a una pérdida de movilidad y discapacidad fisica, generando una
disminucién de la calidad de vida. Debido a que esta enfermedad afecta
principalmente a la poblacion de la tercera edad, es esperable que debido al continuo
aumento de la esperanza de vida, este porcentaje continie en ascenso (Kong y col.,
2017). Producto del envejecimiento, los condrocitos de la matriz del cartilago pierden

la habilidad de mantener la homeostasis entre las vias inflamatorias y metabdlicas



(catabdlicas y anabdlicas), impidiendo la capacidad de adaptarse al estrés mecanico
externo, generando un estado pro-catabdlico que favorece la degradacion de la matriz.
(Freitag, 2016).

Si bien, la edad es uno de los principales factores de riesgo de la OA, existen
otros factores de riesgo que contribuyen a esta patologia. Entre estos factores de
riesgo podemos mencionar el sexo, en el cual existe una mayor incidencia de la
patologia para el género femenino. Por otro lado, el grupo étnico, la densidad 6sea, la
terapia de reemplazo de estrogeno, la predisposicion genética y nutricion siguen
siendo importantes factores que influyen en la progresion de la enfermedad. Otros
factores asociados a la incidencia de la OA son dafios biomecanicos asociados a
obesidad, lesiones articulares, deformidad articular, participaciéon en deportes y
debilidad muscular (Chang y col., 2015).

Actualmente, los tratamientos farmacologicos apuntan a disminuir el dolor
causado por la destruccion e inflamacién del tejido, tales como el acetaminofén,
drogas antiinflamatorias opioides, analgésicos tépicos, corticosteroides y &acido
hialurénico, mientras que, en estadios avanzados de la enfermedad, el Unico
tratamiento es la cirugia. La cirugia consiste en reemplazar la articulaciéon completa
(artroplastia articular total), tratamiento que permite restaurar la funcion de la
articulacion casi a su normalidad (Chang y col., 2015), sin embargo, al menos el 20%
de los pacientes contintan sufriendo de dolor articular luego del reemplazo total de la
articulacion, la que ademas puede estar acompafiada de importantes complicaciones
como, embolia pulmonar, infecciones que requirieren nuevamente hospitalizacion lo

que puede conllevar, incluso a la muerte (Freitag, 2016).



En los dltimos afios se ha propuesto el uso de MSCs para el tratamiento de
enfermedades articulares, debido principalmente a sus propiedades de diferenciacion
hacia mdltiples linajes, entre ellos hacia condrocito, a la produccion de factores anti-
hipertréficos y de sobrevida, asi como sus funciones inmunomoduladoras, lo que se
podria traducir en la generacién de un ambiente anti-inflamatorio que promueva la

regeneracion de la articulacién (Pers, 2015).

3.2 Células Madre Mesenquimales.

Las células troncales o madre mesenquimales (del inglés Mesenchymal Stem
Cells, MSCs) son células estromales multipotentes capaces de autorrenovarse y de
diferenciarse tanto in vitro como in vivo hacia distintos linajes celulares de tejido adulto
(Le Blanc & Pittenger, 2005). Se caracterizan por su facil aislamiento desde su
principal nicho que es la medula 6sea, pero también se pueden aislar exitosamente de
tejido adiposo, corddén umbilical, placenta, tejido dental y sangre menstrual (Mitrano,
2010);(Alcayaga-Miranda., 2015). Ademas, se caracterizan por su facil expansion en
cultivo, presentando un fenotipo de células adherentes, las que proliferan en presencia
de suero bovino fetal (SBF). La sociedad internacional de terapia celular (ISCT por sus
siglas en inglés) ha establecido que el criterio minimo para identificar una célula como
MSCs es que presente morfologia fibroblastoide, que sea adherente al plastico en
condiciones estandar de cultivo, que exprese marcadores de superficie mesodermales
como CD90, CD105 y CD73 y no exprese marcadores hematopoyéticos como CD45,
CD34 y CD14; y que sea capaz de diferenciarse al menos a adipocitos, condrocitos y
osteoblastos (Dominici, 2006). Ademas, se ha observado que bajo condiciones

especificas de cultivo las MSCs también se pueden diferenciar en otros tipos celulares



tales como miocitos, fibroblastos y otras células del tipo mesodermal (Ma, 2014).
Ademas, las MSC no presentan inmunogenicidad debido a la baja expresion en su
superficie (<2%) del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I y II, y la
ausencia de moléculas co-estimuladoras como CD80 y CD86, por lo que pueden
hacerse trasplantes alégenos sin que se presente un rechazo por el receptor (Aggarwal
& Pittenger, 2005). Estas caracteristicas se ven complementadas en la capacidad de
las MSCs de hacer ‘homing”, es decir, ser atraidas al tejido dafiado, los que permite

poder realizar una administracion intra-arterial o intra-venosa (Barbash et al., 2003).
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Figura 1. Caracterizacion de Células Madre Mesenguimales. Las MSCs se
caracterizan por su morfologia fibroblastoide, capacidad de autorenovacién, expresion
de marcadores de superficie como CD105, CD73 y CD90, por su potencial de
diferenciacién hacia linaje adipogénico, osteogénico y condrogénico y por su capacidad

inmunosupresora (DC: célula dendritica. LT: linfocito T).



3.2.1 Mecanismos de regeneracién de MSCs.

A nivel fisiologico, el principal rol que cumplen las MSCs es mantener la
homeostasis de un tejido, funcion que realizan a través de la liberacion de factores
troficos que promueven el recambio y restitucion de las células que lo conforman
(Pekovic & Hutchison, 2008). Dentro de estos factores, se encuentran diversos factores
de crecimiento y citoquinas, tales como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), el factor de crecimiento insulinico (IGF), el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) y el factor de crecimiento transformante (TGF-B3), entre otros
(Wang y col., 2014). Estas moléculas promueven la angiogénesis, inhiben la apoptosis,
la remodelacién fibrética y promueven la proliferacion celular (Wang y col., 2014),
caracteristicas que han permitido proponer a las MSCs, dentro del campo de la terapia
celular, como la fuente celular ideal para su utilizacion en el area de medicina
regenerativa e ingenieria de tejidos.

El potencial de regeneraciéon de tejidos asociado a la utilizacién de MSCs, se
encuentra asociado principalmente a que las MSCs pueden ejercer un rol regulatorio
sobre la respuesta inmune o efecto inmunomodulador, a través de la inhibicion de
células pro-inflamatorias, asi como por su capacidad de inducir fenotipos anti-
inflamatorios (Uccelli & de Rosbo, 2015). El mecanismo mediante el cual las MSCs
ejercen su potencial inmunomodulador, es gatillado por la presencia de citoquinas
inflamatorias presentes en un tejido dafiado, particularmente IFN-y en combinacién con
TNF-a e IL-1B, las que inducen la liberacién de distintos factores inmunosupresores
gue orquestaran la respuesta de células del sistema inmune innato y adaptativo,

suprimiendo asi una respuesta inmune patolégica (Wang y col., 2014).



En resumen, el mecanismo mediante el cual las MSCs inducen la reparacion de
un tejido, se basa en su potencial de diferenciacion, segun el cual luego de que las
MSCs son reclutadas al tejido dafiado, se diferencian en células funcionales
reemplazando las nos funcionales. Ademas, en respuesta a la presencia de citoquinas
inflamatorias en el tejido dafado, las MSCs activan su funcion inmunoreguladora,
liberando factores inmunosupresores que van a modular la progresiéon de la
inflamacioén lo que preparara al tejido para su posterior reparacién. Estos factores son
interleuquina 6 (IL-6), TGF-B1 y 3, prostaglandina E. (PGE.), HGF, factor de
crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), VEGF, IGF,
factor derivado de células estromales (SDF) 1, indolamina 2,3 diooxigenasa (IDO),
entre otros (Pers, 2015). Ademas, las MSCs tienen la capacidad de rescatar células de
la apoptosis inducida por trauma y proteger de un ambiente oxidativo, radiacién o dafio
guimico a través de la liberacion de IGF-1, IL-6, staniocalcina (STC) 1, VEGF, HGF y
TGF-B1 (Pers, 2015). Todos estos factores en conjunto pueden inhibir la respuesta
inflamatoria, promover la actividad de células endoteliales y fibroblastos, inducir la
angiogénesis, facilitar la proliferacién y diferenciacién de células progenitoras del tejido

in situ y proteger contra el stress oxidativo (Somoza y col., 2014).

3.2.2 MSCs en osteoartritis.

La reparacion y regeneracion de cartilago articular ha sido todo un desafio
dentro del campo de la medicina regenerativa, debido a la gran complejidad
morfolégica y mecanica que presenta de manera intrinseca el cartilago hialino.
Fisiopatol6gicamente, la inflamaciéon de la articulacion se produce debido a que los

productos catabdlicos de la matriz del cartilago producen la activacién de macréfagos y



otras células del sistema inmune innato, las que en respuesta liberan citoquinas pro-
inflamatorias (Van Lent PL y col.,, 2008). Esta sefalizacién, altera la funcion de los
condrocitos, promoviendo la progresion del dafio en el cartilago. Los productos
catabdlicos o fragmentos generados por la degradacion de la ECM se conocen como
patrones moleculares asociados al dafio (DAMPSs), los cuales corresponden a
proteoglicanos, proteinas o DNA (Liu-Bryan, 2013). Los DAMPs inducen la liberacion
de alarminas por parte de los monacitos, contribuyendo a la induccion de la cascada
inflamatoria (Pers, 2015). Por tanto, para lograr una reparacion de la articulacion, es
necesario contrarrestar las citoquinas inflamatorias al mismo tiempo que promover la
sobrevida de los condrocitos residentes y la formacion de neocartilago. En este
contexto, y dada sus propiedades inmunomoduladoras y regenerativas, se ha
propuesto como terapia celular promisoria el uso de MSCs.

La utilizacibn de MSCs en OA, ha sido reportada desde el afio 1998, en un
estudio en el cual se trasplantaron MSCs derivadas de medula 6sea (BM-MSCs)
autélogas (del mismo paciente) en la rodilla afectada. La utilizacion de MSCs
mejoraron significativamente la sintomatologia asociada al dolor, aumentando la
capacidad de caminar en los pacientes tratados (Wakitani, 2004). Posteriormente, un
estudio comparativo en pacientes con OA de rodilla, determin6 que el implante de BM-
MSCs en laminas de gel y colageno mejoraron significativamente los parametros de
recuperacion funcional y fuerza muscular, en comparacién al grupo control con
tratamiento placebo. Estos hallazgos, indican que la terapia celular utilizando BM-
MSCs es efectiva y segura, ya que luego de un periodo de seguimiento no se observo

formacion de tumor o infeccion (Wakitani, 2011). Sin embargo, no en todos los casos



de pacientes con OA se pudo revertir la progresién de la enfermedad (Kristjansson &
Honsawek, 2014).

Ensayos clinicos mas recientes destacan que la inyeccidn intraarticular de
MSCs derivadas de tejido graso (ADSCs), mejora significativa la funcionalidad de la
articulacién de la rodilla, en conjunto con una disminucion de los sintomas de dolor, sin
presentar efectos adversos (Nordberg & Loboa, 2015). Estudios que utilizan MSCs
derivadas de cordén umbilical (CU-MSCs), han reportado que el implante de CU-MSCs
induce la regeneracion del cartilago durante su proceso de diferenciacién (Detamore,
2013);(Marmotti, 2014). Al respecto, CU-MSCs diferenciadas, expresan elevados
niveles de acido hialurénico, glicosaminoglicanos sulftados (GAGSs) y colageno, cuya

composicion es similar a la del cartilago nativo (Valiyaveettil y col., 2004).

3.2.3 Corddn umbilical como fuente de MSCs para tratamiento de OA.

Diversos antecedentes sugieren que las BM-MSCs, se encuentran
predeterminadas intrinsecamente para la formacion de un cartilago transitorio, tipico de
procesos endocondrales, tales como la formacién de hueso y la curacion de fracturas
en lugar de cartilago articular hialino. El cartilago resultante de la diferenciacion
condrogénica de las BM-MSCs, difiere mucho del cartilago articular en términos de
estructura, composiciéon quimica, fenotipo celular y funcién (Hillel, 2009);(Scotti,
2010);(Somoza, 2014). Este riesgo de hipertréfia y osificacion al utilizar BM-MSCs,
podria reducirse al seleccionar otras fuentes de MSCs como las CU-MSCs, las que
han demostrado un mayor potencial de diferenciacion hacia cartilago hialino (Fong,
2012)(Chang, 2015). Ademas, las CU-MSCs son células de fécil aislamiento desde

distintas partes del cordén o el corddn completo, lo que representa una ventaja sobre
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las BM-MSCs, ya que extraer médula ésea de la cresta iliaca, la tibia o el fémur es un
procedimiento doloroso e invasivo que puede implicar complicaciones y morbilidad
(Chang, 2015). Finalmente, es importante tener en consideracion que la expansién in
vitro de las MSCs produce senescencia y reduccion de su capacidad proliferativa y
terapéutica a medida que aumenta el tiempo en cultivo. Al respecto, las CU-MSCs
poseen una mayor tasa de proliferacion in vitro comparado con las BM-MSCs lo que
reduce los tiempos de su expansion, facilitando de esta manera la mantencion de sus
propiedades terapéutica (Palomaki, 2013).

En su nicho las MSC permanecen en condiciones de hipoxia donde la baja
tensidon de oxigeno activa la transcripcion del factor inducido por hipoxia (HIF) 1, la
principal molécula inducida en respuesta a hipoxia de las células (Kaelin & Ratcliffe,
2008). En presencia de oxigeno HIF-1 es degradado, pero en hipoxia este escapa de la
degradacion y trasloca al nucleo iniciando la transcripcion de varios genes, entre ellos
genes glicoliticos como el transportador de glucosa 1 (Kaelin & Ratcliffe, 2008). De
esta forma, HIF-1 activa una sefial de hipoxia que permite mantener un estado
glicolitico de las MSCs, el cual se ha visto que juega un rol importante en mantener la
pluripotencia de estas células y un estado indiferenciado (Folmes y col. , 2012)

En este contexto, se ha determinado que las CU-MSCs tienen una mayor
capacidad de estabilizar HIF-1 in vitro en condiciones de normoxia, una vez extraidas
de su nicho, en comparacion a MSCs de tejido adulto (Palomaki, 2013). La
mantencion de un estado glicolitico a través de HIF-1, permite la obtenciéon de
elevados niveles de energia, biomasa y antioxidantes, permitiendo reducir el estrés
oxidativo, protegiendo y manteniendo las propiedades innatas de las MSCs antes de

su “homing” al tejido dafiado (Liu & Ma, 2015).
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Actualmente, existen resultados promisorios de seguridad y efectividad a nivel de
ensayos preclinicos y clinicos, demostrando el potencial de las MSCs para detener el
progreso de la enfermedad e incluso revertir el dafio articular (Freitag, 2016). Sin
embargo, se ha observado una baja tasa de sobrevida de las MSCs, producido por los
elevados niveles de especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS) del tejido dafiado,
disminuyendo la capacidad de regeneracion de la articulacion (Lepetsos &
Papavassiliou, 2016). Estos antecedentes, plantean la necesidad de mejorar los
efectos terapéuticos de las CU-MSCs, al potenciar las propiedades inmunosupresoras
y condroprotectoras, para asi promover la regeneracion tisular, permitiendo mantener

sus beneficios a largo plazo.

3.2.4 Metabolismo de las MSC.

Recientemente se ha demostrado que el estado metabdlico y la actividad
mitocondrial presente en las MSCs, es capaz de modular sus funciones fisiolégicas.
Debido a sus propiedades mitocondriales Unicas y su gran flexibilidad metabdlica, las
MSCs se adaptan rapidamente a condiciones de isquemia o falta de flujo sanguineo
(Mylotte, 2008). A nivel fisioldgico, las MSCs dependen fuertemente de la glicolisis
como soporte energético durante su proliferacion y mantencion de un estado no
diferenciado. Esto debido a que en un estado glicolitico, la célula utiliza su energia
para la sintesis de macromoléculas y en mantener los niveles de intermediarios
glicoliticos necesarios para la division celular, en desmedro de la generacion de ATP
(Lunt & Vander Heiden, 2011). Por otro lado, la glicélisis permite mantener el equilibrio
redox durante la proliferacion celular, siendo esto fundamental para mantener la

multipotencia de las MSCs (Ladurner, 2006). Sin embargo, el panorama cambia

12



rapidamente a un metabolismo oxidativo/fosforilativo (OXPHOS), el cual es capaz de
inducir su diferenciacion hacia osteoblastos y adipocitos, efecto contrario a lo que se
ha descrito en su diferenciacién a condrocito, la cual requiere de la mantencién de un
elevado flujo glicolitico (Pattappa y col., 2011). Durante el proceso de diferenciacion
hacia adipocitos y osteoblastos, la activacibn mitocondrial y la remodelacion del
sistema bioenergético son esenciales (Folmes, 2011) (Folmes y col., 2012). Cuando
existe un incremento de la demanda energética, la mitocondria sufre una serie de
cambios entre los que se encuentran, un aumento de su masa, aumento en la
expresion de las enzimas del ciclo de Krebs (TCA), aumento del consumo de oxigeno y
produccion de ROS, acompafiado de un aumento de la produccién de antioxidantes
(Armstrong, 2010). El conjunto de estos cambios, permiten a las MSCs cambiar desde
un estado metabdlico predominantemente glicolitico, a un estado metabdlico donde
predomina la fosforilacién oxidativa que acompafia los procesos de diferenciacion
celular. A diferencia de la diferenciacion osteogénica y adipogénica, la diferenciacion
condrogénica tiene una baja significativa en el consumo de oxigeno y OXPHOS,
indicando una gran dependencia de actividad glicolitica (Pattappa y col., 2011). Por lo
tanto, estos estudios demuestran que el estado metabdlico de las MSCs se puede
reconfigurar durante su diferenciacion, permitiendo de este modo satisfacer el
incremento de la demanda energética requerido en cada fenotipo diferenciado (Chen 'y
col., 2008). Se ha reportado que al cultivar MSCs en condiciones de hipoxia, se induce
la expresion del factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF-1), el cual induce la
transcripcion de diversos genes glicoliticos, como el transportador facilitativo de
hexosas 1 (GLUT 1), las enzimas hexoquinasa 2 (HK2), piruvato deshidrogenasa

quinasa (PDK21), fosfofructoquinasa 1 (PFK1) y lactato deshidrogenasa (LDH) (Tormos
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& Chandel, 2010). Bajo estas condiciones, se produce una inhibicion de la
senescencia, aumento de la tasa de proliferacion y un potenciamiento de la
diferenciacion hacia células condrogénicas (Malladi y col., 2006);(Ilto & Suda, 2014).
Ademas, HIF-1 también incrementa la estabilidad genética, reduce el estrés oxidativo y
preserva el potencial multipotente de las MSCs durante la expansion en cultivo,
preservando asi sus propiedades terapéuticas (Liu & Ma, 2015).

Consecuentemente, se ha observado que la condrogénesis es promovida por
hipoxia en MSCs de ratas a través de mecanismos mediados por HIF1a, donde se
produce un incremento de la fosforilacién tanto de AKT como de la p38 MAPK asi
como la sobreexpresion de colageno I, Sox-9, y un incremento en la deposicién de
proteoglicano (Kanichai y col., 2008). Finalmente, antecedentes aln no publicados de
nuestro laboratorio, demuestran que la induccion de un estado glicolitico, mediante la
utilizacion de drogas especificas que inhiben la cadena respiratoria, incrementa el
potencial inmunomodulador de las MSCs, promoviendo su capacidad de inhibir la
proliferacion y la generacion de linfocitos T proinflamatorios (Contreras, en
preparacion).

En conjunto, todos estos antecedentes nos sugieren que el estado metabdlico y
la actividad mitocondrial en MSCs, se encuentra regulando su funcién fisioldgica,
siendo, por ende, la regulacion del estado metabdlico celular, una interesante
aplicacion terapéutica para diversas enfermedades como la OA. Como ya se
menciond, las propiedades regenerativas y condroprotectoras de las MSCs en el
contexto de OA, se deben principalmente a la secrecion de factores tréficos bioactivos
gue tienen fuertes efectos pro-angiogénicos, anti-apoptoticos, anti-fibréticos y

antiinflamatorios (Gupta y col., 2012), por lo que, potenciar estas propiedades a través

14



de la regulacién del estado metabdlico de las MSCs, podrian promover la proteccion de
condrocitos residentes de una mayor destruccion en la articulacién dafiada y facilitar la
regeneracion condral, lo que se traduciria en una mejor terapia para el tratamiento de

OA.

3.2.4.1 Modulacion de metabolismo de MSCs como estrategia terapéutica.

Algunas de las estrategias que se han utilizado para maximizar las propiedades
terapéuticas de las MSCs, incluyen exponer las células a hipoxia (0,5% a 1% de O,) y
suplementaciéon de glucosa entre otros (Deschepper, 2013). Con esto se ha
conseguido avanzar en la mejorar de la supervivencia de las MSCs durante su
trasplante, su adaptacion in vivo y sus funciones regenerativas (Liu & Ma, 2015).

Resultados recientes de nuestro laboratorio, demuestran que el estado
metabdlico de las MSCs regula significativamente la funcion inmunosupresora de las
MSCs, promoviendo o disminuyendo su capacidad de inhibir la respuesta inflamatoria,
dependiendo si las MSCs se encuentran en estado glicolitico o de OXPHOS
respectivamente (Contreras et al en preparacion).

Con respecto a las drogas mas utilizadas, se ha reportado que oligomicina, el
cual es un inhibidor de la ATP sintasa mitocondrial, es capaz de promover la glicélisis
al inhibir la fosforilacion oxidativa, mientras que el uso de la droga 2-deoxi-glucosa (2-
DG), analogo no metabolizable de la glucosa, es capaz de inhibir la glicolisis y
promover la OXPHOS. En este contexto la infusion de oligomicina en forma directa en
ratas a altas dosis (1lmg/kg animal), es capaz de aumentar la cantidad de ROS a
niveles citotoxicos y por ende inducir muerte celular (Vaamonde-Garcia, 2017). Sin

embargo, ROS se induce como un subproducto normal del metabolismo del oxigeno
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por lo que también cumple un rol importante como molécula de sefalizacién, ademas
de ayudar a mantener la homeostasis a nivel celular. Las células poseen adecuados
mecanismos de proteccién contra los radicales libres y sus efectos perjudiciales
(Devasagayam, 2004). Cuando existe estrés oxidativo la célula activa o silencia genes
gque codifican enzimas defensoras, factores de transcripcion y proteinas estructurales.
El aumento de ROS activa NF-kB lo que resulta en la activacion de varios genes
relacionados con las defensas antioxidantes (Birben y col., 2012). Esto puede tener
efectos positivos en las células a utilizar en este trabajo ya que, en este caso,
buscamos aumentar propiedades terapéuticas en células que llegaran a un ambiente
hostil con altos niveles de ROS, por lo que estas adaptaciones previas al estrés
oxidativo pueden hacer a las células més resistentes a dicho ambiente. (Suganuma,
2010).

Ademads, resultados previos del laboratorio han demostrado que la inhibicion de
la fosforilacién oxidativa en MSCs aisladas de ratén utilizando oligomicina en dosis
adecuadas, promueve significativamente su potencial inmunosupresor. Dicho aumento
de las propiedasdes inmunosupresoras al pretratar MSCs murinas con una dosis de
lug/ml de oligomicina no induce muerte celular ni a corto ni a largo plazo en
comparacion a células control que no fueron pretratadas con ninguna droga
(Contreras, en preparacion).

Estos antecedentes nos permiten proponer que el metabolismo celular en
las MSCs, regulan su capacidad terapéutica, sin embargo, es necesario
profundizar en el efecto que tiene la modulacion del metabolismo en las MSCs
sobre sus funciones celulares. Para ello en el presente seminario de titulo,

estudiaremos el efecto del pretratamiento de CU-MSCs con oligomicina y 2-DG, sobre
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su potencial condrogénico y condroprotector, con el fin de proporcionar mas
informacién que permitan avanzar hacia el uso de MSC para el tratamiento de

enfermedades como la OA.
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4 HIPOTESIS.

La induccién farmacolégica de la glicélisis en MSCs derivadas de cordoén
umbilical, incrementa su rol condroprotector y promueve su diferenciacion hacia

cartilago.
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5 OBJETIVOS.

5.1 Objetivo General.

Evaluar si la induccién farmacolégica de glicélisis usando oligomicina y su
inhibicion utilizando 2DG, regula las propiedades condroprotectoras de las CU-MSCs

in vitro.

5.2 Objetivos Especificos.

5.2.1 Estudiar el efecto in vitro de la induccién o inhibicién de la glicélisis en las CU-

MSCs sobre su potencial de diferenciacién condrogénico.

5.2.2 Determinar el rol del metabolismo de CU-MSCs in vitro sobre su potencial

condroprotector.

5.2.3 Analizar el efecto de la induccion o inhibicién de la glicolisis en CU-MSCs sobre

la produccion de factores tréficos y condroprotectores.
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6 MATERIALES Y METODOS.

6.1 Disefio experimental

()

Cu-MscC
I
24h cTL/ 206 \ oligo
®. -
Cu-MsC - Cu-MsC
control CU-MSC glicolitica
OXPHOS

l

~ Expresién de marcadores de superficie

— Diferenciacién condrogénica

Procedimiento
experimental

- RT-gPCR

— Resistencia a Hz0:

— Co-cultivo con condrocitos (HC-a)

L cuantificacion de factores por ELISA

Figura 2. Disefio experimental. Se realiz6 un tratamiento con 2DG u oligomicina a

CU-MSCs 24 horas previ6 a cada experimento realizado.

6.2 Aislamiento de MSCs derivadas del cordén umbilical bajo buenas normas

de manufactura (GMP).

Las CU-MSCs fueron donadas por la empresa Cells for Cells, quienes obtuvieron

estas células siguiendo los criterios GMP (good manufacturing product). En total se

utilizaron 5 cédigos que pertenecian a 5 donantes diferentes.

Las células fueron

sembradas en T-Flasks (Falcon) de 75 cm? para permitir su adherencia y expansion
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clonal en DMEM high glucose, con piruvato de sodio, rojo fenol y sin glutamina
(Corning), suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF); (Gibco), L-glutamina
(Biological Industries), penicilina (100 U/ml); (Corning) y estreptomicina (100 pg/ml);
(Corning), suplementos necesarios para el crecimiento de las MSCs. Una vez
alcanzada la confluencia celular, las células fueron disgregadas mediante el uso de
50uL por cm? de tripsina (Corning). Posteriormente, mediante citometria de flujo, las
CU-MSCs fueron caracterizadas mediante la expresién de antigenos mesodérmicos
CD73, CD90, CD105, como la ausencia de los antigenos CD45 y CD34. Ademas, se

evalué su capacidad de diferenciacion a adipocitos, condrocitos y osteoblastos.

6.3 Caracterizacién fenotipica por citometria.

Mediante citometria de flujo, se evalud diferentes marcadores de superficie
para cada codigo de CU-MSCs tratadas con 1mM 2DG (Sigma) o con 1 pg/ml
oligomicina-CAS 1404-19-9 (Mezcla de isomeros A, B y C) (Calbiochem). Para ello
CU-MSCs fueron pre-tratadas por 24 horas con las diferentes drogas y se incubaron
con los diferentes anticuerpos, tales como CD73-BV421, CD90-APC, CD105-PE,
CD45-PerCP, CD44-FITC y CD34-PE-Cy7 (BD Pharmingen). Los analisis se

realizaron en un citémetro de flujo Facs Canto Il (BD Pharmingen).

6.4 Diferenciacion osteogénca y adipogénica.

Se evaluo la capacidad de diferenciacion hacia osteoblastos y adipocitos, para
lo cual se sembraron células a una densidad celular de 2x10* y 1x10* células/cm?
respectivamente en placas de 12 pozos (Corning) en medio normal. Se incubaron en

estufa a 37°C con 5% CO, atmosférico, por 24 horas, para luego agregar 600 pl de
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medio control o de diferenciacién. El medio de diferenciacidbn osteogénico contenia
DMEM (Corning) con 10 % SBF (Gibco), 100 U/mL penicilina (Corning), 100 ug
estreptomicina (Corning), 2mM L-glutamina (Biological Industries), 100 nM
dexametasona (Sigma), 40 ng/mL &cido ascorbico (Sigma) y 3mM NaH,PO, (Sigma).
El medio de diferenciacion adipogénica contenia DMEM (Corning) con 5% SBF
(Gibco), 100 U/mL penicilina, 100 ug estreptomicina, 2mM L-glutamina, 1 uM
dexametasona (Sigma), 250 yuM 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX); (Sigma), 5ug/mL
insulina (Gibco) y 60uM indometacina (Sigma). Se incubaron a 37°C con 5% CO;
atmosférico y se cambidé medio control y de diferenciacién respectivos cada dos dias.

Se tomaron fotos de las células diferenciadas con microscopio invertido.

6.5 Ensayo de diferenciacién condrogénica.

La evaluacion de la capacidad de diferenciacion hacia tejido condrogénico, se
realizé de la siguiente manera. Las células CU-MSC fueron pre-tratadas con 2DG y
oligomicina, para posteriormente ser sembradas a una densidad celular de 3x10*
células/10 pl en forma de microgota. Se incubaron en estufa a 37°C con 5% CO;
atmosférico, durante 90 min, para luego agregar lentamente 500 pul de medio control o
de diferenciacién, el cual contiene medio DMEM suplementado con 5% SBF, 100 U/mL
penicilina, 100 ug estreptomicina, 100 nM dexametasona Sigma), 1mM piruvato de
sodio (Gibco), 170 uM &cido ascorbico (Sigma) y 10 ng/mL TGF-f3 (R&D). Se
agregaron tratamientos segun correspondia de 1 pg/ml oligomicina o 1mM 2DG. Se
incubaron en estufa a 37°C con 5% CO, atmosférico y se cambié medio cada dos dias
agregando TGF-B3 (R&D) y tratamientos cada vez. Se termind la diferenciacion el dia

11 verificando la formaciéon de una estructura tridimensional conocida como
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micromasa. Se sacaron fotos de las células diferenciadas y luego se utilizaran algunas
como muestra para realizar tinciébn con Safranina O (Sigma) y otras para transcripcién
reversa cuantitativa de PCR (RT-gPCR) de genes condrogénicos, ambos para

comprobar la diferenciacién a condrocitos.

6.6 Tincién con Safranina O.

Se prepar6 una solucién de Safranina O (Sigma) al 0,1% p/v en agua (0,1 g
Safranina O mas 100 ml de agua bidestilada). Las células fueron lavadas con solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) (Calbiochem) 1X y luego fijadas con 0,15 mL/cm?
de etanol 70% v/v por 10 minutos. Posteriormente, se lavaron con PBS 1X y se tifieron
con 0,15 mL/cm? de solucién Safranina O al 0,1%. Se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron con 0,15 mL/cm? de agua destilada. Posteriomente
se lavaron con 0,15 mlL/cm? de 100% etanol absoluto (Merck), durante 5
oportunidades. Finalmente, se elimind el exceso de etanol con 15 mL/cm? de PBS 1X
y se tomaron fotografias de las células con un microscopio de luz invertido con

contraste de fase.

6.7 Evaluacién del potencial de diferenciacion hacia tejido condrogénico

El efecto de la activacién glicolitica de las CU-MSCs sobre la diferenciacion
hacia tejido condrogénico, fue determinado mediante la inhibicion del metabolismo
oxidativo/fosforilativo al incubar las células durante 24 h con 1 pg/ml de oligomicina o 1

mM de 2DG.
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6.8 RT-qPCR.

Para evaluar la expresion de genes condrogénicos: Agrecan (Agg) y Colagéno
Il (Col2) una vez terminada la diferenciacion, se retir6 el medio y se agregd 500 uL de
TRIzol™ (Invitrogen), luego de 5 min se disgregaron las micromasas para liberar y
colectar la muestra. Se evaluo la expresion de los genes: TGFB3, FGF, HGF, TIM1,
MMP1 y MMP9. Para ello se colectaron las distintas muestras luego de 24 horas de
incubacién de MSCs tratadas con 2DG u oligomicina. Para ello se aisl6 ARN total
utilizando Trizol (Invitrogen), para posteriormente realizar un tratamiento con DNasa |
(Thermo cientific), para eliminar ADN genémico contaminante. La transcripcidon reversa
fue realizada de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante de M-MULV
transcriptasa reversa (New England BioLab, USA). Un total de 2 pug de RNA por cada
muestra, fueron incubados en un volumen final de 20 pL, el cual contiene 10X del
buffer M-Mulv Transcriptasa Reversa (New England BioLab), 20 U Inhibidor de RNAsa
(New England BioLab), 1 mM dNTPs, 0,5 ug/uL de Random primers (Promega) y 200
U M-MulV de transcriptasa reversa (New England BiolLab) durante 5 min a 37°C,
seguido de una incubacion por 60 min a 42°C y 10 min a 70°C. Se realizaron
reacciones en paralelo en ausencia de transcriptasa reversa, como control para
evaluar la presencia de contaminantes de DNA. La reaccién de PCR se realiz6 a partir
de muestras de cDNA (diluido 1:1) usando 1 pL de cada primer (IDT) y 2 pL de Master
Mix 5x HOT FIREPol EvaGreen (Solis Biodyne) por muestra. Perfil de temperatura del
ciclo de gPCR: 25°C por 1 segundo, 95°C por 15 minutos, 95°C por 30 segundos, 55°C
por 20 segundos, 72°C por 20 segundos, 95°C por 1 minuto, 70°C por 15 segundos,
95°C por 15 segundos, 25°C por 1 segundo; que se realiz6 en termociclador

convencional (Axygen) y real time (Mx3000P QPCR System). Los resultados fueron
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normalizados al gen housekeeping 18s y se obtuvo la expresion relativa de los genes

utilizando el método de 27 22¢t (Rao y col., 2013).

Tabla I. Lista de genes medidos por RT-qPCR y secuencias de partidores utilizados. En la tabla se detalla la
secuencia de partidores Forward y Reverse usados para los analisis de expresion génica mediante RT-qPCR de los
distintos genes en estudio

Primer Sentido Antisentido
18s GCCCGAAGCGTTTACTTTGA TTGCGCCGGTCCAAGAATTT
Colageno Il GGCAATAGCAGGTTCACGTACA | CGATAACAGTCTTGCCCCACTT
Aggrecan TCGAGGACAGCGAGGCC TCGAGGGTGTAGCGTGTAGAGA
TIM1 GTGACAACAACTGTCTCTACCT | CTGGTGGGTTCTCTCCTTATTG
MMP1 GCCTTCCAACTCTGGAGTAATG | GAATGGGAGAGTCCAAGAGAATG
MMP9 CGGACCAAGGATACAGTTTGT GCCATTCACGTCGTCCTTAT
HGF TGGCCATGAATTTGACCTCTAT | AGCTGTGTTCGTGTGGTATC
FGF1 GAAGCCCAAACTCCTCTACTG GGTGTCTGTGAGCCGTATAAA
TGFb3 CCTTTCAGCCCAATGGAGATA GAGGATTAGATGAGGGTTGTGG

6.9 Ensayo de proliferacion.

Se sembraron condrocitos humanos articulares (HC-a) obtenidos del
laboratorio ScienCell Research, a baja densidad (4x10* células/pozo) en placas de 24
pocillos (Corning) y se co-cultivaron con CU-MSCs pre-tratadas con oligomicina o 2DG
(2x10* células/inserto), utilizando insertos de cultivos celulares (membrana
semipermeable de sistema Transwell (Falcon) con poros de 0,4 um). Luego de 24
horas de incubacion y luego de 3 dias se evalud el numero de condrocitos mediante
espectrofotometria, a través del analisis de absorbancia, de acuerdo con el ensayo de

WST1 (BioVision) siguiendo las indicaciones del fabricante.

6.10 Ensayo de apoptosis de CU-MSC y HC-a.

Se evalué la sobrevida de las mesenquimales y los condrocitos a 0, 100, 200 y

300 uM de H,O, (Merck). Para ello, se sembraron células a una densidad de 1x10*
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células /cm? y se incubaron con medio normal. Luego de 24 horas se cambi6 el medio
y se agregdé aMEM (Gibco) con penicilina y estreptomicina, en conjunto con las
distintas concentraciones de H;O, (observando que las células no tengan mas de un
60% de confluencia) y se incubaron por 24 horas. Las células fueron tripsinizadas y
juntadas con sus sobrenadantes respectivos para completar la muestra y se marcaron
con un anticuerpo conjugado a anexina-FITC y o ioduro de propidio (PI), para evaluar
apoptosis temprana y tardia, respectivamente, mediante citometria de flujo utilizando el
kit deteccibn de apoptosis Anexina V-FITC (BD Pharmingen) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Luego se evalud si el pre-tratamiento durante 24 horas con
2DG u oligomicina, altera la respuesta a apoptosis, inducida por 300 uM de H20O; en

MSCs.

6.11 Ensayo preventivo y de Condroproteccién.

Para la evaluacion de la capacidad de CU-MSCs en diferentes estados
metabdlicos, en la protecciébn de condrocitos inducidos a apoptosis, se realizaron
ensayos de co-cultivo entre ambos tipos celulares en presencia de una membrana
semipermeable de sistema  Transwell (Falcon) (poro: 0,4 um).
Para el ensayo preventivo, se co-cultivaron células HC-a a una densidad de 14x10*
células/pocillo en placas de 24 pocillos con 2x10* células/inserto de MSC pre-tratadas
durante 24 horas con 2DG u oligomicina. Luego de 24 horas, se removieron las MSCs,
y se realiz6 un cambio de medio a los condrocitos con aMEM, suplementado con 300
UM H20;, incubandolas durante 24 horas. Los condrocitos fueron disgregados (y
juntados con su respectivo sobrenadante para tomar las células muertas y completar la

muestra), y se realizé un marcaje con el anticuerpo conjugado a anexina-FITC y o
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ioduro de propidio (Pl), para evaluar apoptosis temprana y tardia, respectivamente,
mediante citometria de flujo utilizando el kit deteccién de apoptosis Anexina V-FITC
(BD Pharmingen) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Para el ensayo de condroproteccién se sembraron HC-a a una densidad de 12x10*
células/pocillo en placas de 24 pocillos y se incubaron por 24 horas. Luego se inici6 el
co-cultivo sembrando 2x10* células/inserto de MSCs al mismo tiempo que se cambié
el medio por aMEM, suplementado con 300 uM H2O, luego de 24 horas de incubacién

se evalu6 apoptosis por citometria siguiendo el mismo procedimiento.

6.12 Evaluacién de efecto apoptético de 2DG y oligomicina.

Las MSCs fueron tratadas con distintas concentraciones de 2DG (100 uM, 1
mM, 50 mM) y oligomicina (0.1, 1, 10 y 100 pg/ml). Luego de 24 horas de incubacién

se analizé la sobrevida por citometria de flujo.

6.13 Cuantificacion de factores secretados.

El sobrenadante de MSCs pre-tratadas con 2DG u oligomicina y el del co-
cultivo de estas con HC-a fueron utilizados para cuantificar HGF y FGF (R&D) por

ELISA siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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6.14 Anédlisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media + desviacién estandar de la media
(SD). Los analisis estadisticos se realizaron con la prueba Wilcoxon para muestras
pareadas, considerando los pequefios grupos experimentales con distribuciones no

normales. Un valor de p<0.05 fue considerado como significativo.
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7 RESULTADOS

7.1 Caracterizacién fenotipica de CU-MSCs.

Las MSCs utilizadas en este estudio fueron derivadas de corddén umbilical.
Estas células para ser consideradas como MSC deben seguir los criterios de la ISCT
que incluye adherencia al plastico, morfologia fibroblastoide, expresion de marcadores
de superficie como CD90, CD105 y CD73 y potencial de diferenciacién hacia
adipocitos, osteoblastos y condrocitos (Dominici, 2006). Las CU-MSCs, luego de ser
sembradas, presentaron una elevada adherencia, morfologia fibroblastoide (Fig. 3A),
expresion positiva para marcadores mesodermales como CD90, CD105 y CD73,
ademas de carecer de la expresion de los marcadores hematopoyéticos CD45 y CD34,
lo que fue evaluado por citometria de flujo (Fig. 3B).

En paralelo, evaluamos la capacidad de diferenciacién hacia distintos linajes
como adipocitos, condrocitos y osteoblastos, propiedades caracteristicas y que definen
a una MSCs. Para ello, las CU-MSCs fueron inducidas, mediante el uso de medios de
diferenciacion especificos, hacia su diferenciacion a distintos linajes celulares (Fig. 3C-
E).

En particular, la diferenciacion a condrocitos requiere que los factores de
diferenciacion interaccionen con las células a partir de la formaciébn de un
microambiente celular. Esto se logra gracias al establecimiento de interconexiones
celulares de manera tridimensional, condiciones dificiles de emular debido a la
adherencia de estas células a las placas de cultivo. Por lo tanto, se sembré una

microgota, a una concentracion de 30.000 células por 10 pl, lo que permitié que, en las
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siguientes horas o dias de cultivo, el conjunto de células formara una micromasa (Fig.
30).

Por otro lado, la diferenciacién hacia adipocitos no requiere del establecimiento
de contactos celulares. De tal manera que, una vez inducida la diferenciacion a células
adiposas, utilizando el medio de diferenciacion respectivo, se observé la aparicion de
pequefias inclusiones lipidicas dentro de las células, las cuales, con el paso de los
dias, incrementan su tamafio hasta formar una gran gota lipidica que abarca toda la
célula (Fig. 3D).

Finalmente, evaluamos la diferenciacibn a osteoblastos. Para ello, el
crecimiento celular requiere de un crecimiento bidimensional. Una vez iniciado el
proceso de diferenciacién, luego de la incubacion con el medio de diferenciacion
especifico las células crecen una junto a la otra abarcando toda la placa. Estas células
en conjunto logran diferenciarse y comienzan a realizar mineralizacion a medida que el
tiempo de cultivo aumenta. A través del microscopio de luz invertida, esta
mineralizacion se observa de color marrén obscuro sobre el cultivo celular (Fig. 3E).
Este proceso de diferenciacion osteoblastica, requiere tiempos mas prolongados que
los cultivos condrogénicos, siendo un cultivo de aproximadamente 21 dias para las
distintas lineas de CU-MSCs. De esa forma, todas las lineas de CU-MSCs utilizadas,
mantienen su potencial de diferenciacion hacia condrocitos, adipocitos y osteoblastos,

lo que demuestra que nuestras células son MSCs.
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Figura 3. Caracterizacion fenotipica de CU-MSCs. A) Fotografia representativa de
CU-MSC obtenidas mediante microscopia en campo claro. Se observa morfologia
fibroblastoide de una CU-MSC adherida a la placa de cultivo. B) Histograma de
citometria de flujo representativo de un donante, de la expresion de los distintos
marcadores moleculares. Linea negra indica control isotipo y linea roja el marcaje con
el anticuerpo correspondiente. Se observa que CD73, CD105 y CD90 son positivos y
CD45 y CD34 son negativos. C) Fotografia representativa de un donante del ensayo
de diferenciacion a tejido cartilaginoso. Se observa como las CU-MSCs al diferenciarse
a condrocitos forman una micromasa. D) Fotografia representativa de un donante del
ensayo de diferenciacion a tejido adipogénico. Se observan las gotas lipidicas (flecha
blanca) que se van acumulando a medida que las CU-MSCs se diferencian hacia
adipocitos. E) Fotografia representativa de un donante del ensayo de diferenciacion a

tejido osteogénico. Se observa de color marrén oscuro la mineralizacion que producen
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las CU-MSCs cuando se han diferenciado a osteoblastos. N=5 experimentos

independientes utilizando 5 donantes diferentes.

7.2 Efecto de los tratamientos con 2DG y oligomicina sobre la sobrevida y el
fenotipo de las CU-MSCs.

Para determinar el efecto sobre la sobrevida de las CU-MSCs de los
tratamientos con diferentes concentraciones de 2DG y oligomicina se utilizé un ensayo
de Anexina V y loduro de Propidio (PI). Para ellos se utilizaron las siguientes
concentraciones: 100 pM, 1 mM y 50 mM para 2DG y 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml y
100 pg/ml para oligomicina.

Evaluamos la expresion de Anexina V y Pl mediante citometria de flujo 24
horas post tratamiento (Fig. 4A). Los resultados muestran que, respecto al control sin
tratamiento, no existen cambios asociados a la viabilidad celular a las distintas
concentraciones, tanto de 2DG como de oligomicina (Fig. 4B). Posteriormente,
evaluamos si la viabilidad celular era afectada luego de la incubacién con las drogas a
largo plazo. Para ello, se utilizd6 concentraciones de 1mM para 2DG y 1ug/ml para
oligomicina, dado que resultaros preliminares en el laboratorio demostraron que 1mM
de 2DG y 1pg/m de oligomicina demostraron modular el potencial inmunosupresor de
MSCs murinas (Contreras RA 2018, publicacién en preparacion), se decidié probar la
viabilidad de dichas concentraciones a largo plazo. Para ello, las CU-MSCs se
mantuvieron durante 8 dias con estas drogas, tiempo después del cual se analiz6 la
sobrevida celular mediante citometria de flujo. Nuestros resultados muestran que ni

1mM de 2DG ni 1pg/ml de oligomicina cambia la viabilidad celular a largo plazo. (Fig.
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4C). Por lo tanto, se eligieron dichas concentraciones para realizar los distintos

experimentos del presente trabajo.
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sobrevida de las CU-MSCs. Se utilizaron distintas concentraciones de 2DG u
oligomicina por 24 horas u 8 dias y se graficé el porcentaje de células vivas obtenido
por citometria de flujo. A) Dot plot representativo de las células cultivadas en las
distintas condiciones, el porcentaje de viabilidad de estas corresponden a los puntos
enmarcados en rojo. B) Cuantificacion de los porcentajes de viabilidad obtenidos
mediante citometria. Se estudid efecto de viabilidad a diferentes concentraciones de
2DG y oligomicina 24 horas post tratamiento. Se observé que no hay un efecto
citotoxico de las dogas sobre las células. C) Cuantificacion de los porcentajes de
viabilidad obtenidos mediante citometria. Se analiz6 el efecto de 1mM y lug/ml de

2DG y oligomicina respectivamente, 8 dias post tratamiento. N=1.

Debido a que estas drogas son utilizadas para generar cambios en el
metabolismo celular, decidimos determinar si su utilizacion modificaba el fenotipo de
expresion molecular de los marcadores clasicos de superficie celular expresados por
las CU-MSCs. Nuestros resultados mostraron que el pre-tratamiento por 24 horas
tanto con 1mM de 2DG (Fig. 5 linea roja) como con 1ug/ml de oligomicina (Fig. 5 linea
azul), no cambia el perfil de expresion de las CU-MSCs. Es méas, no se observaron

diferencias en la expresion de CD90, CD73 y CD105 (este ultimo de forma menos
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evidente ya que su expresion depende fuertemente del estado proliferativo de las
células), y se mantuvo la expresion negativa para los marcadores hematdpoyeticos
CD45 y CD34, no mostrando diferencias significativas en comparacion a la condicién

control (Fig. 5 linea negra).
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Figura 5. Expresion de marcadores de superficie candnicos en MSC control y
tratadas con 2DG u oligomicina. Las CU-MSCs fueron cultivadas en medio DMEM
completo y tratadas por 24 horas con 2DG 1mM y oligomicina 1pg/ml. Histogramas
representativos de 1 donante de la expresion de marcadores de superficie
caracteristicos analizados por citometria de flujo. Linea punteada indica el control
isotipo, linea roja el tratamiento con 2DG, linea azul el tratamiento con oligomicina y

linea negra sin tratamiento (ctl). N=5 experimentos independientes.

34



7.3 Efecto de los tratamientos con 2DG y oligomicina sobre la diferenciacion
hacia linaje condrogénico

Una vez estandarizado el proceso de diferenciacion de CU-MSCs hacia
condrocitos, evaluamos si la reprogramacion metabdlica mediada por 2DG u
oligomicina, modifica la capacidad de diferenciacion hacia condrocitos. Para ello, las
CU-MSCs fueron pre-incubadas durante 24 horas con 1mM de 2DG o 1pg/ml de
oligomicina. Una vez realizado el pre-tratamiento, se establecid la diferenciacion de
estas células hacia condrocitos, a través de la formacion de la microgota en presencia
de su respectivo medio de diferenciacién. Luego de la formaciéon de la microgota, el
tratamiento con las distintas drogas se mantuvo en cada cambio de medio por una
semana con el fin de mantener el metabolismo de las MSCs asociado a cada droga.
Luego del primer dia de incubacién se observo el recogimiento de las células para
formar la micromasa lo que les otorga la conformacidon y ambiente propicio para
continuar su diferenciacién a condrocitos. Interesantemente, en varias de las lineas de
CU-MSCs utilizadas, se observé formacion de micromasa en la condicion control de
oligomicina, sugiriendo que la sola presencia de oligomicina en el medio induce la
diferenciacion a condrocitos (Fig. 6A). Posteriormente, luego de 11 dias, evaluamos
mediante la tincion de Safranina O, la presencia de glicosaminoglicanos tipicos en el
proceso de diferenciacion hacia condrocitos, la cual pudo ser observada tanto en
condiciones controles como diferenciadas (Fig. 6B).

La formacion de la micromasa o el tamafio de esta, no necesariamente se
encuentra directamente relacionado al éxito de la diferenciaciéon. Por lo tanto, es
necesario establecer molecularmente el grado de diferenciacion hacia cartilago. Para

ello, evaluamos mediante RT-qPCR la expresion de Colageno 1l (Fig. 6C) y Agrecan
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(Fig. 6D), genes asociados al linaje condrogénico. Al respecto, se observé que en
algunos donantes de CU-MSCs, el control con medio de diferenciacion no formé6 una
micromasa definida (Fig. 6B), pero en el analisis de expresion de los genes
condrogénicos, observamos aumento de expresion de Colageno Il (Fig. 6C barra
verde-DIF-) y Agrecan (Fig. 6D barra verde-DIF-), comparado con el control sin medio
de diferenciacién (barra verde-CTL-), por lo que no necesariamente la formacion de
micromasa indica que hubo diferenciacién hacia condrocitos.

Interesantemente, luego de 11 dias de iniciada la diferenciacion, es posible
observar que el solo tratamiento con oligomicina en CU-MSCs, incrementa su
expresion de Colageno Il (Fig. 6C, barra azul-CTL-) y Agrecan (Fig. 6D, barra azul-
CTL-) respecto al control (barra verde-CTL-). Por otro lado, observamos que las CU-
MSCs pre-tratadas con oligomicina que si fueron cultivadas con medio de
diferenciacion, al dia 11 no logran aumentar de manera significativa la expresion de los
genes condrogénicos (Fig. 6 C y D barra azul-DIF-) respecto al control pre-tratado con
oligomicina (barra verde-CTL-.).

Estos resultados sugieren que el uso de oligomicina promueve la diferenciacion
de CU-MSCs hacia condrocitos sin necesidad de medio de diferenciacion. Ademas, el
pretratamiento junto con el medio de diferenciacion, no presentan un efecto sinérgico
dado que no hay diferencias significativas entre las CU-MSCs pre-tratadas con

oligomicina e inducidas con el medio de diferenciacién en comparacion con el control.
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Figura 6. Diferenciacion condrogénica de CU-MSC pre-tratadas con 2DG u

oligomicina luego de 11 dias de diferenciacion. A) Fotografias representativa de
CU-MSCs diferenciadas a condrocitos obtenidas por microscopia de campo claro. B)
Fotografias representativas de CU-MSCs diferenciadas a condrocito y tefiidas con
Safranina O obtenidas por microscopia de campo claro. C-D) Expresion relativa a 18s
de genes condrogénicos Colageno Il y Agrecan obtenida por RT-qPCR de MSCs pre-
tratadas con 2DG u oligomicina (Oligo) y diferenciadas a condrocitos. Se tomo como
control las MSCs sin medio de diferenciacion ni pretratamiento farmacoldgico, y se
normalizé segun el método de 2™ 22¢t, *p<0,05. * representa andlisis con respecto al
control sin pretratamiento ni medio de diferenciacion. N=3 experimentos
independientes.

7.4 Resistencia de las CU-MSCs y HC-a a distintas concentraciones de
peroxido de hidrogeno.

En una articulacion dafiada, el elevado estrés oxidativo existente asociado
principalmente a la liberacién de ROS, produce una disminucién de la sobrevida de los

condrocitos residentes y de las MSCs infundidas durante un tratamiento. Por este
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motivo, decidimos evaluar el efecto del H,O, sobre la sobrevida de condrocitos (HC-a)
que estén en ausencia o presencia de CU-MSC pre-tratadas o no con 2DG u
oligomicina. Esto con el objetivo de simular las condiciones patolédgicas de liberacion
de radicales libres de oxigeno presentes en la articulaciéon dafada.

En una primera aproximacién, determinamos la dosis letal de H.O, a usar de
forma de encontrar la dosis necesaria que nos permitiera comparar sobrevida con las
células que no reciben el tratamiento con H»0,. Para ello se sembraron,
separadamente, CU-MSCs y HC-a, a las cuales se les adicion6 diferentes
concentraciones de H,0,. Luego de 24 horas de incubacion, se colect6 el
sobrenadante y se evalud la sobrevida celular por citometria de flujo (Fig. 7A).

Nuestros resultados indican que tanto para las CU-MSCs (Fig. 7B) como para
los condrocitos (Fig. 7C), las concentraciones de 100 puM, 200 pM y 300 puM de H.0O,
disminuyen la viabilidad respecto al control, pero solo la concentracion de 300 uM de
H.0, fue capaz de reducir la sobrevida celular de manera significativa en comparacion
con la condicion control. Por lo tanto, se selecciond esta dosis que generd una muerte
celular significativa y que al mismo tiempo mantuvo un porcentaje de células (entre 30

y 40%) para trabajar pensando en los experimentos posteriores.
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Figura 7. Resistencia de CU-MSCs y HC-a a distintas concentraciones de
peroxido de hidrégeno por 24 horas. A) Dot plot representativo del porcentaje de
viabilidad de condrocitos, el cuadro rojo muestra los puntos seleccionados en el
porcentaje de viabilidad. B) Dot plot representativo del porcentaje de viabilidad de CU-
MSCs, el cuadro rojo muestra los puntos seleccionados en el porcentaje de viabilidad
C) Viabilidad de CU-MSCs tratadas a diferentes concentraciones de H.O» Observamos
gue viabilidad a 300 uM de H2O: disminuye. D) Viabilidad de condrocitos tratadas a
diferentes concentraciones de H,O, Observamos que viabilidad a 300 uM de H:0O-

disminuye, *p<0,05. N=1 donante experimental. Experimento realizado en triplicado.

7.5 Resistencia de CU-MSC pre-tratadas con 2DG u oligomicina a estrés

oxidativo.

Para evaluar si el pretratamiento con 1mM de 2DG o 1pg/ml oligomicina,
modifica la resistencia celular al estrés oxidativo, comparamos la sobrevida celular de

CU-MSCs pre-tratadas o no con 2DG u oligomicina en presencia de 300 pM de H»>O,.
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Luego de 24 horas de incubacidén se colect6 el sobrenadante celular, asi como las
células adheridas, con la finalidad de evaluar la sobrevida celular mediante citometria
de flujo. Nuestros resultados muestran que al estimular con 300 uM de H;0; las CU-
MSCs que recibieron el pre-tratamiento con oligomicina, poseen un porcentaje de
viabilidad significativamente mayor en comparacion con las células sin tratar en esta
misma condicién (Fig. 8B). Ademas, al estimularlas con 300 uM de H;0O., las CU-
MSCs sin tratar y las pre-tratadas con 2GD muestran una baja significativa de su
viabilidad respecto sus controles sin H>O», mientras que las CU-MSCs pre-tratadas
con oligomicina no muestran una disminucién significativa de la sobrevida entre las
distintas condiciones. Estos resultados sugieren que la induccion de un metabolismo

glicolitico en CU-MSCs promueve su resistencia a H20..
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Figura 8. Resistencia de CU-MSCs pre-tratadas con 2DG u oligomicina a 300 uM
de peréxido de hidrogeno por 24 horas. A) Dot plot representativo del porcentaje de
viabilidad de CU-MSCs, el cuadro rojo muestra los puntos seleccionados en el
porcentaje de viabilidad. B) Viabilidad de CU-MSCs pre-tratadas con 2DG u
oligomicina (Oligo), a 0 uM y 300 pM de H»O, Observamos que viabilidad de CU-
MSCs pre-tratadas con oligomicina tiende a aumentar. *p<0,05; **p<0,01 andlisis

dentro de cada condicion (0 o 300 uM de H20O) respecto a su control (verde);(simbolo
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sobre columna) y analisis de distinos grupos de MSCs (-,2DG,0Oligo) en 300uM de
H.O, respecto a su control sin H>O, (simbolo sobre barras horizontales). N=3

experimento independientes, con triplicado.

7.6 Ensayo de condroproteccion de HC-a en co-cultivo con CU-MSCs pre-
tratadas con 2DG u oligomicina.

En la OA, los condrocitos comienzan a sufrir apoptosis debido a la gran
cantidad de radicales libres presentes en la articulacion dafiada. Al mismo tiempo, este
ambiente dificulta la regeneracién del tejido condrogénico. Es por eso, que decidimos
evaluar si los factores solubles de las CU-MSCs son capaces de proteger a los
condrocitos de la apoptosis en presencia del estimulo de estrés oxidativo.

Para evaluar la capacidad de las MSCs de prevenir la apoptosis de condrocitos
se establecié un co-cultivo celular entre HC-a y CU-MSCs pre-tratadas con 2DG u
oligomicina, en una relacién 7:1. Para esto, Las CU-MSCs fueron depositadas en
insertos (membrana semipermeable de 0,4 um) ubicados sobre los pocillos de la placa
gue contienen a las células HC-a, siendo estos permeables a los factores solubles e
impidiendo el contacto entre los distintos tipos de células. Luego de 24 horas de
incubacién se retiraron los insertos con las MSCs y se les cambio6 el medio a los HC-a
por medio aMEM con H;O; a 300 uM. Finalmente, 24 horas después se evaluo la
sobrevida celular de los condrocitos mediante citometria de flujo (Fig. 9A).

Luego de analizar la sobrevida celular utilizando diferentes donantes de CU-
MSCs, no se observaron diferencias en la sobrevida celular para los diferentes grupos

celulares en comparacion con el grupo control (Fig. 9B-C).
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Figura 9. Efecto preventivo de CU-MSCs pre-tratadas con 2DG u oligomicina
sobre muerte celular de HC-a. A) Condrocitos y CU-MSCs pre-tratadas con 2DG u
oligomicina fueron co-cultivadas en razén 7:1 en una membrana semipermeable de
0,4 um (sistema transwell) por 24 horas, luego se agregd una estimulo de H»,O; de 300
UM por 24 horas. B) Dot plot representativo del porcentaje de viabilidad de condrocitos,
el cuadro rojo muestra los puntos seleccionados en el porcentaje de viabilidad. C)
Viabilidad de condrocitos co-cultivados con CU-MSCs pre-tratadas con 2DG u
oligomicina (Oligo) a 0 uM y 300 uM de H2O.. No observamos cambios en la viabilidad
de condrocitos en las distintas condiciones. Ns=no significativo para todas las

comparaciones. N=4 experimentos independientes.

Por lo tanto, decidimos realizar una segunda aproximacion experimental, en la
cual incorporamos las CU-MSCs al mismo tiempo que se agregaba el estimulo de
H20- a los condrocitos. De esta manera evaluamos la capacidad de las CU-MSCs de
proteger y revertir el proceso de apoptosis que comienzan a experimentar los HC-a
debido a las condiciones de estrés que genera la presencia del H.O, en el medio.
Nuestros resultados apuntan a que las CU-MSCs (pre-tratadas con 2DG, con

oligomicina o sin pre-tratar), inducen condroproteccion ya que aumentan la sobrevida
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de los HC-a en presencia de 300de uM H2O; respecto a los HC-a sin co-cultivo, siendo
mas significativo este aumento cuando las CU-MSCs son previamente tratadas con
oligomicina (Fig. 10C). Ademas, al estimular con 300 puM de H:0., los HC-a co-
cultivados con CU-MSCs pre-tratadas con oligomicina, no disminuyen su viabilidad en
comparacion al contro sin H2O2, contrario a lo que ocurre con los otros grupos de HC-a
donde la baja de la viabilidad respecto a sus controles es significativa. Estos
resultados sugieren que la oligomicina promueve las propiedades condroprotectoras
de las CU-MSCs, mecanismo que podria estar mediado por la liberacién de factores
solubles, liberados por las CU-MSCs, asociados a condroproteccion, ya que el co-

cultivo no permite el contacto directo entre los distintos tipos celulares.
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Figura 10. Ensayo de condroproteccién co-cultivando HC-a con CU-MSCs pre-

tratadas con 2DG u oligomicina. A) Condrocitos y CU-MSCs pre-tratadas con 2DG u
oligomicina fueron co-cultivadas en razén 6:1 en una sistema transwell. Se cultivan
HC-a por 24 horas y luego MSCs son agregadas junto con un estimulo de H.O, de 300

MM y se mantiene por 24 horas. B) Dot plot representativo del porcentaje de viabilidad
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de condrocitos, el cuadro rojo muestra los puntos seleccionados en el porcentaje de
viabilidad. C) Viabilidad de condrocitos co-cultivados con CU-MSCs pre-tratadas con
2DG u oligomicina (Oligo) a 0 uM y 300 pM de H.O. N=6 experimentos
independientes. *p<0,05; **p<0,01 analisis dentro de cada condicion (0 o 300 uM de
H.0,) respecto a su control (verde)(simbolo sobre columna) y analisis de distinos
grupos de MSCs (-,2DG,0Oligo) en 300uM de H:O, respecto a su control sin H»O,

(Simbolo sobre barra horizontal). N=6 experimento independientes.

7.7 Ensayo de proliferacion de HC-a en co-cultivo con CU-MSCs pre-tratadas
con 2DG u oligomicina.

Para evaluar si los pre-tratamientos de CU-MSCs con 2DG u oligomicina
afectan la proliferacion de condrocitos mediante un mecanismo asociado a factores
solubles se establecié un co-cultivo de CU-MSCs (previamente tratadas por 24 horas
con 2DG u oligomicina) y HC-a, en una relacién 2:1. Luego de las primeras 24 horas
de co-cultivo, utilizando el WST1 se midi6 la actividad mitocondrial de condrocitos el
que indirectamente es proporcional al numero de células en cultivo mediante
absorbancia (Fig. 11A). Luego de 72 horas de co-cultivo nuevamente se midié la
absorbancia de HC-a que habian permanecido en co-cultivo, con CU-MSCs pre-
tratadas con 2DG u oligomicina (Fig. 11B).

Nuestros resultados indican que los condrocitos co-cultivados con las CU-
MSCs pre-tratadas con oligomicina obtuvieron la mayor proliferacion celular, siendo
significativamente mayor que los condrocitos co-cultivados con CU-MSCs pre-tratadas
con 2DG y sin pre-tratar (Fig. 11C), sugiriendo que el metabolismo glicolitico inducido

por oligomicina en CU-MSCs, podria estar incrementando la liberacién de factores
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troficos que favorecen la proliferacion de los condrocitos, en contraste con un
metabolismos de OXPHOS inducido o un metabolismo sin alteracion farmacologica.
Aunque el aumento de la proliferacion de HC-a en co-cultivo con CU-MSCs pre-
tratadas con oligomicina no logra ser significativo respecto a la proliferacion propia de
los condrocitos en el tiempo estudiado (barra negra), lo importante es que nho

disminuye la proliferacion.
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Figura 11. Ensayo de proliferacion de HC-a co-cultivados con CU-MSCs pre-

tratadas con 2DG u oligomicina. A) Fotografias representativas de los HC-a al dia 1
(D1) y al dia 3 (D3) en condiciones control (ctl) o pre-tratadas con 2DG u oligomicina
(OA). B) Curva de calibraciobn que representa la equivalencia entre absorbancia y
namero de células. C) Numero de condrocitos presentes luego de ser cultivados en
presencia o ausencia de CU-MSCs pre-tratadas con 2DG u oligomicina. Observamos
gue la proliferacién de HC-a co-cultivados con CU-MSCs pre-tratadas con oligomicina
(azul), tiende a ser mayor en relacion a la proliferacion de HC-a co-cultivados con CU-
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MSCs pre-tratadas con 2DG (rojo) o sin pre-tratamiento (verde). *p<0,05; **p<0,01;

***n<(0,001. N=4 experimentos independientes, con triplicado.

7.8 Expresion y liberacion de factores tréficos de CU-MSC pre-tratadas con

2DG u oligomicina.

Para evaluar si el incremento en la proliferaciébn celular de condrocitos se
encontraba mediada por la expresion de factores tréficos producidos por CU-MSCs,
evaluamos mediante RT-qPCR la expresion de diversos genes asociados a la
induccién de sobrevida de condrocitos. Evaluamos los niveles de expresion de TGF3,
FGF, HGF, TIM1, MMP1 y MMP9 en las CU-MSCs pre-tratadas durante 24 horas con
2DG u oligomicina, utilizando como gen de referencia la expresion de la subunidad 18s
ribosomal (Fig. 12).

Nuestros resultados mostraron que la expresion del RNA mensajero para
TGFB3, disminuye significativamente en CU-MSCs que fueron pre-tratadas con
oligomicina (Fig. 12A, barra azul) en comparacién con la condicién control (Fig. 12A,
barra verde), sugiriendo que su expresion es modulada por cambio en el estado
metabdlico celular. Para FGF, HGF, TIM1, MMP1 y MMP9, se observa la misma
tendencia, pero la disminucion no es estadisticamente significativa. Estos resultados
sugieren que el estado metabdlico de la célula modifica la expresion de algunos genes
asociados a condroremodelacién, sin embargo, es necesario aumentar el numero de

repeticiones y donantes para saber la significancia de estos resultados.
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Figura 12. Determinacion mediante RT-gPCR de la expresion de factores tréficos
de CU-MSCs tratadas con 2DG u oligomicina. A-F) Andlisis de la expresion relativa
de TGFB3 (A), FGF (B), HGF (C),TIM1 (D), MMP1 (E), MMP9 (F) de acuerdo a la
expresion del gen de referencia 18s en muestras de CU-MSCs control (barra verde), y
que recibieron pre-tratamiento con 2DG (barra roja) u oligomicina (barra azul). El
control se normaliz6 segin el método de 2 245 *p<0,05. N=2 experimentos

independientes, con excepcion de TGFB3 con N=4.

Posteriormente evaluamos a través de ELISA si el incremento de la
proliferaciéon de HC-a estaba dada por la liberacion de factores tréficos por parte de las
CU-MSCs que promueven la proliferacion de condrocitos. Para ello, evaluamos la
modulacion de FGF y HGF por ELISA en las CU-MSCs pre-tratadas durante 24 horas
con 2DG u oligomicina. Nuestros resultados muestran que la mayor cantidad de FGF
(Fig. 13A, barra azul) y HGF (Fig. 13B, barra azul) se encontrd en el sobrenadante de

CU-MSCs pre-tratadas con oligomicina, sin embargo no es significativamente mayor a
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las otras condicién. Solo en HGF observamos un aumento significativo respecto a CU-
MSCs pretratadas con 2DG (Fig. 13B, barra roja). Esto sugiere que la alteracion

metabolica en CU-MSCs no varia su liberacién de estos factores troficos.
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Figura 13. Cuantificacion de la expresion de FGF y HGF humanos en CU-MSCs

tratadas con 2DG u oligomicina. Cuantificacién a través de ensayo de ELISA A) FGF
y B) HGF en el sobrenadante de las MSCs tratadas con 2DG u oligomicina. N=5

experimentos independientes.

Finalmente, realizamos la cuantificacion de FGF y HGF en los sobrenadantes
obtenidos desde el co-cultivo de CU-MSCs y HC-a buscando si las CU-MSCs
requerian de un contacto celular con HC-a para aumentar la produccion de factores
asociados a condroproteccion. Estos resultados nos permitieron mostrar que los
cultivos de HC-a por si solos liberan FGF y HGF de forma similar a los co-cultivados
con CU-MSCs (Fig. 14A-B, barras negras). Nuevamente, el pre-tratamiento con
oligomicina, fue el que obtuvo mayor concentracion tanto de FGF (Fig. 14A, barra azul)
como HGF (Fig. 14B, barra azul), sin embargo, este aumento no es significativo
respecto a las otra condiciones. Estos resultados sugieren que no existen cambios en

la liberacion de estos factores por HC-a ni CU-MSCs, aun cuando estan en co-cultivo,
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por lo que la variacién de la proliferacion de HC-a observada no se debe a un aumento

de la liberacion de FGF o HGF.
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Figura 14. ELISA de factores tréficos de co-cultivo de HC-a y MSCs pre-tratadas

con 2DG u oligomicina. Se tomaron los sobrenadantes de los co-cultivos de HC-a
junto a las MSCs en sus distintas condiciones y se realizé la cuantificacion de A) FGF y
B) HGF a través de un ensayo de ELISA. Ns: no significativo para ninguna condicion.

N=2 experimentos independientes.
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8 DISCUSION

En los Ultimos afios, el estudio de MSCs se ha focalizado en encontrar
estrategias que permitan potenciar el efecto terapéutico de las MSCs para la
regeneracion de tejidos. En el contexto de la osteoartritis el mecanismo de accién ha
sido principalmente a través del implante directo de las células en la articulacién o
utilizando una estructura de material biolégico que contenga a las MSCs (Freitag, 2016),
presentandose algunos resultados prometedores en cuanto a la regeneracién articular,
especificamente de cartilago hialino. Resultados similares se han obtenido al implantar
células previamente diferenciadas a condrocitos, pero se han presentado dificultades al
tratar de generar condrocitos que presenten el fenotipo de cartilago hialino. La
recreacion de la estructura del cartilago articular nativo y su microambiente han
mostrado ser claves para lograr dicha diferenciacién (Somoza, 2014).

La implantacion de MSCs para explorar sus funciones también se ha realizado
utilizando “carriers” bioactivos que contienen factores de crecimiento con la habilidad de
mantener bioactivas a las células, al mismo tiempo que ayudan a su transporte al sitio
dafiado. (Qureshi, 2009). Uno de estos factores es TGFB3 que aumenta la expresion en
MSCs de los genes condrogénicos Colageno Il y Agrecan, y asiste la migracion celular
en conjunto con el factor FGF2 (Ng & col., 2008)(Song & col., 2002).

Se ha observado que el metabolismo de las MSCs tiene un rol fundamental en
sus funciones fisiolégicas principalmente en su potencial de diferenciacion hacia linaje
adipogénico, osteogénico y condrogénico (Pattappa, 2011)(Forni & col., 2016) . Es por
esto que resulta interesante estudiar el efecto del metabolismo sobre las MSCs y

explorar el efecto de la modulacion metabdlica sobre estas células previo al implante
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pensando en una posible terapia celular utilizando MSCs cuya diferenciacion
condrogénica y funcion terapéutica se encuentre potenciada y asegurada.

Para el primer objetivo de este trabajo, realizamos la diferenciacion condrogénica
de las CU-MSCs pre-tratadas con 2DG u oligomicina. Observamos que las MSCs
inducidas hacia un metabolismo glicolitico (MSCs (glicoliticas), sin medio de
diferenciacion, tienen un aumento de la expresion de los genes condrogénicos colageno
2 y agrecan respecto al control, siendo superior incluso a las MSCs cultivadas con
medio de diferenciacién en el caso de agrecan. Este resultado nos indica que las CU-
MSCs moduladas hacia un metabolismo glicolitico son capaces de diferenciarse hacia
condrocitos solo por el uso de la droga oligomicina, sin otro requerimiento que el
contacto tridimensional entre ellas, algo que no se habia reportado antes en la literatura.
Mas aun, para lograr diferenciar MSCs hacia linaje condrogénico se ha reportado la
necesidad de usar TGFB3 para inducir la diferenciacion (Tracy Ballock, 1993). Esto
resulta importante ya que la diferenciacion de las CU-MSCs hacia linaje condrogénico se
ve potenciada, o que nos encamina hacia el objetivo de generar una poblacion de
células con la capacidad de regenerar cartilago articular y mejorar la sintomatologia de
la osteoartritis.

Ademas, estos resultados muestran correlacién con lo visto en la literatura donde
se indicaba que las MSCs al diferenciarse hacia linaje condrogénico necesitan mantener
un metabolismo glicolitico (Pattappa, 2011). Del mismo modo la induccion de un
metabolismo de OXPHOS con 2DG se tradujo en la ausencia de diferenciacion de las
CU-MSCs, ya que no hay aumento de expresion de genes condrogénicos.

Para el segundo objetivo evaluamos la sobrevida a ROS de las CU-MSCs

inducidas hacia diferentes estados metabdlicos. Observamos que las MSCs glicoliticas
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aumentan su sobrevida frente a ROS. Este resultado sugiere que la inducciéon de la via
glicolitica en MSCs puede hacerlas mas resistentes al estrés oxidativo generado por el
H202en el medio.

Este efecto también puede deberse al uso de oligomicina para la obtencién de
CU-MSCs glicoliticas, la cual podria estar aumentando los niveles de ROS en la célula 'y
por consiguiente aumentando la expresion de genes asociados a la respuesta
antioxidantes, otorgando esta mayor resistencia a H.O; por parte de las CU-MSCs, lo
gue es muy favorable para su sobrevida, dado que son implantadas en una articulaciéon
dafnada y deben sobrevivir a este microambiente, el cual, al presentar altos niveles de
ROS, produce una elevada apoptosis y por ende una disminucion de su efecto
terapéutico.

Por lo tanto, la induccion de un metabolismo glicolitico a través de oligomicina en
CU-MSCs promueve su resistencia al estrés oxidativo, lo que les permitiria sobrevivir y
permanecer en la articulacibn por mas tiempo, logrando ejercer sus funciones
condroprotectoras y facilitar la reparacion del tejido dafiado por un tiempo mas
prolongado.

Siguiendo con el segundo objetivo, evaluamos las propiedades
condroprotectoras de las CU-MSCs moduladas metabdlicamente sobre condrocitos
humanos. Nuestros resultados mostraron que MSCs glicoliticas aumentan la sobrevida
a ROS de los HC-a, indicando que estariamos promoviendo sus propiedades
condroprotectoras, ya que protege a los condrocitos de la apoptosis generada por
ROS. Ademas, las MSCs glicoliticas mantienen la proliferacién natural de los
condrocitos. Esto tiene gran relevancia si pensamos que estas células podrian ser

utilizadas como terapia para estadios iniciales de osteoartritis donde comienza a
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aumentar la presencia de estrés oxidativo y con ello la apoptosis, facilitando la
regeneracion por los mismos condrocitos residentes (Lepetsos & Papavassiliou, 2016).

Para el tercer objetivo medimos la cantidad de algunas moléculas liberadas por
las CU-MSCs conocidos como factores de crecimiento y sobrevida que podrian estar
involucradas en la funcién terapéutica de las MSCs sobre la osteoartritis.

Al estudiar el sobrenadante del co-cultivo de HC-a y CU-MSCs con distintos
estatus metabdlicos, observamos que la induccion de la glicolisis en las CU-MSCs
muestra una tendencia al aumento en la produccién de FGF y HGF en el co-cultivo, lo
cual se habia observado también, en el sobrenadande de estas MSCs cultivadas en
ausencia de condrocitos. En el presente trabajo no obtuvimos un aumento significativo
de los factores estudiados en el co-cultivo, sin embargo, al aumentar el nimero de
repeticiones y de donantes de CU-MSC podrian observarse diferencias significativas.
Sin embargo, trabajos previos han estudiado el “cross-talk” entre MSCs y condrocitos,
reportando el rol de estos ultimos sobre la diferenciaciéon de las MSCs donde el
aumento de genes asociados a condrogénesis como agregan y colageno 2 ocurre
gracias a la produccién de TGFB3 por parte de los condrocitos. (Fischer & col., 2010);
(Liu, 2010); (Aung & col., 2011); (Acharya, 2012). Por otro lado, un estudio con MSCs
derivadas de tejido adiposo (ADSCs) demostrd su rol protector sobre condrocitos, al
disminuir la expresion de marcadores fibréticos e hipertroficos, ambos marcadores de
condrocitos derivados de pacientes con OA. El mecanismo mediante el cual las
ADSCs ejercen su efecto condroprotector estd asociado a la disminucion de expresion
de TGFB1 (conocido como pro-fibrotico) por parte de los condrocitos junto con un
aumento de HGF secretado por parte de las ADSCs (Maumus, 2013). HGF es

mayormente secretado por células estromales y es conocido por participar en la
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proteccion de tejidos y regeneracion al promover la sobrevida celular, proliferacién y
estimulando la degradacién de la matriz extracelular (Nakamura y col., 2011). En otro
trabajo donde se utilizaron BM-MSCs, se observé un aumento de la proliferacién de
condrocitos extraidos de un paciente con OA (hPCs) y de condrocito bovinos (bPC) al
ser co-cultivados con las MSCs y que este efecto se debia a factores solubles
liberados por ellas. Posteriormente demostraron que las MSCs aumentan la secrecion
de FGF especificamente cuando estan en co-cultivo con los hPCs los cuales en
respuesta incrementan su proliferacion, indicando nuevamente la necesidad de un
“cross-talk” entre ambas tipos celulares (Wu & col., 2013). El rol que FGF cumpliria en
este “crosstalk” pareciera estar asociado a su capacidad de promover la proliferacion
de condrocitos y formacién de la matriz de cartilago (Bolander, 1992).

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente tesis son consistentes con
la hipétesis planteada y son de gran relevancia para el contexto del uso de las CU-
MSCs como terapia celular para la osteoartritis. Como se mencioné inicialmente se
cree que las MSCs podrian ser ideales para la reparacion de cartilago debido a su
potencial de diferenciacibn condrogénico, ademas de sus propiedades
inmunosupresoras y su capacidad de liberar factores tréficos, lo que contribuye a
generar el ambiente propicio para la regeneraciéon (Chang, 2015). Sin embargo, las
CU-MSCs deben ser capaces de sobrevivir al microambiente de la articulacion
dafada, lugar donde existen diversos tipos de moléculas inflamatorias, asi como
elevados niveles de ROS, los que disminuyen su efecto terapéutico.

En este trabajo se observo que la regulacion metabdlica de MSC derivadas de
corddn umbilical hacia un estado glicolitico aumenta sus propiedades terapéuticas en

varias direcciones. Primero, potencia su diferenciacion hacia condrocitos, aumenta su
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resistencia a estrés oxidativo e incrementa su rol condroprotector que favorecen la
proliferacién y sobrevida de condrocitos. Con la modulacién hacia un estado glicolitico
de las CU-MSCs estamos potenciando varias de sus funciones terapéuticas que en su
conjunto pueden lograr una disminucion importante de la inflamacién de la articulaciéon
dafiada propiciando asi el ambiente adecuado para permitir la regeneracion del
cartilago hialino tanto por los condrocitos residentes como por las MSCs infundidas en
la articulacion de los pacientes con OA.

Las proyecciones de este trabajo residen en evaluar la presencia de
marcadores hipertroficos de condrocitos como MMP-13 y colageno X (Dreier, 2010),
en las distintas etapas experimentales con el objetivo de determinar si la diferenciacion
de CU-MSCs con oligomicina produce condrocitos con el fenotipo hialino deseado y no
un fenotipo hipertrofico semejante a los de pacientes con OA. También para saber si
las MSCs glicoliticas al aumentar la proliferacién de condrocitos y sobrevida frente a
ROS, esta al mismo tiempo protegiendo de la degeneracién de los condrocitos hacia
un fenotipo hipertréfico. En cuanto a la expresibn de genes asociados a
condroremodelacion y liberacion de factores troficos (factores tréficos), se observaron
cambios al inducir diferentes metabolismos en las CU-MSCs pero es necesario
aumentar el nUmero de repeticiones y cantidad de donantes para saber la significancia
de estos resultados. Finalmente, para la cuantificacion de factores tréficos se pueden
medir otros factores como IGF y Activina quienes también podrian estar asociadas a
condroproteccion y sobrevida con el objetivo de seguir indagando en el mecanismo
mediante el cual la induccién de la glicolisis en las CU-MSCs es capaz de promover su
potencial de diferenciacion hacia cartilago, aumentar su resistencia a ROS y promover

su efecto condroprotector (Sobacchi & col., 2017).
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9 CONCLUSIONES

9.1 El tratamiento de CU-MSCs con oligomicina genera un estado glicolitico el cual no
altera la expresion de marcadores clasicos de MSCs (CD90, CD105, CD73) ni
induce la expresion de marcadores hematopoyéticos (CD45, CD34).

9.2 La induccion hacia un metabolismo glicolitico en las CU-MSCs con oligomicina
aumenta su potencial de diferenciacién condrogénico, aumentando el nivel de
expresion de genes condrogénicos como colageno 2 y agrecan sin la necesidad de
utilizar un medio de diferenciacion especifico.

9.3 La induccion de un estado glicolitico en las CU-MSCs con oligomicina aumenta su
resistencia al estrés generado por peréxido de hidrégeno.

9.4 Los HC-a co-cultivados con CU-MSCs glicoliticas aumentan su resistencia al
estrés oxidativo y mantienen su tasa de proliferacion natural (sin cocultivo).

9.5 La modulacién de un estado glicolitico de las CU-MSCs con oligomicina favorece
sus funciones paracrinas entre ellas sus propiedades condroprotectoras y

proliferativas.
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