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RESUMEN

La capacidad de regeneracion del musculo esquelético de mamiferos adultos es
normalmente atribuida a las células satélite. Sin embargo, recientes investigaciones
revelan la contribucion de células troncales derivadas de la médula 6sea al proceso de
regeneracion muscular. Entre éstas, se encuentran las células troncales
mesenquimaticas, poseedoras de un potencial de diferenciacion hacia varios linajes.

La reparacion funcional del musculo requeriria de condiciones locales que
favorezcan el proceso de miogénesis. Se ha propuesto que factores liberados del tejido
muscular danado contribuirian a iniciar la regeneraciéon muscular, promoviendo la
diferenciacion miogénica de progenitores musculares, tales como las células satélite o
las células troncales de la médula osea. El objetivo central de esta tesis fue estudiar
el(los) factores(es) derivados del tejido muscular dafiado capaces de inducir la
diferenciacion miogénica de células troncales mesenquimaticas de la médula 6sea. Para
abordar este objetivo se obtuvo medio condicionado por musculo esquelético de rata,
danado previamente in vivo y se evalud su capacidad para inducir la diferenciacion
miogénica de las células troncales mesenquimaticas aisladas de la médula 6sea de rata.

Las células troncales mesenquimaticas cultivadas en presencia del medio
condicionado por musculo dafiado mostraron a las 48 h un aumento transitorio en la
expresion del factor de transcripcion MyoD, seguido por la formacion de células
multinucleadas con morfologia alargada a los 7 dias, que exhibian contraccion
espontanea y mostraban expresion de miogenina, o-actinina y miosina. El medio
condicionado por musculo danado también indujo la diferenciacion miogénica de la

linea celular de mioblastos C,Cy,, pero no de la linea de fibroblastos de embrion de
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raton 313, de epitelio mamario MCF-7 o cultivo de fibroblastos de piel. Por otra parte,
el medio condicionado por masculo danado, estimul6 la proliferacion tanto de células
troncales mesenquimaticas como de células miogénicas de distinto origen y también,
de células no miogénicas. Estos resultados senalan que el masculo de rata danado
libera factores difusibles que inducen especificamente la diferenciacion de células
progenitoras con potencial miogénico, incluyendo aquellas de la médula 6sea de rata.

Estos factores solubles miogénicos estaban contenidos en una fraccion de
proteinas con tamaio molecular aparente > a 50 kDa. De aquellas proteinas
tradicionalmente vinculadas con dafio y regeneracién muscular, se determino la
presencia de IL-6, IL-1p e IGF-1 en el medio condicionado por musculo dafiado. Las dos
primeras no fueron detectables en medio condicionado control, mientras que IGF-1
estaba presente en ambas condiciones, aunque su concentracion era 3 veces superior en
el medio condicionado por masculo dafiado. Los resultados indicaron que el IGF-1 del
medio condicionado contribuye a la induccion de la diferenciacion miogénica de las
células troncales mesenquimaticas. Sin embargo, la exposicion de éstas al IGF-1 fue
insuficiente para alcanzar el grado de diferenciacion terminal logrado al estimularlas
con el medio condicionado por musculo esquelético danado.

En su conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que factores
liberados desde el tejido muscular dafiado son capaces de inducir el complejo proceso
de diferenciacion miogénica en las células troncales mesenquimaticas de la médula
osea y de otras células con potencial miogénico. Uno de los factores presentes en el
medio condicionado, IGF-1, seria en parte responsable de los efectos descritos. Estos
hallazgos contribuyen a la compresién del complejo proceso de regeneracion del tejido
muscular. La profundizaciéon acerca de los distintos factores que controlan la

regeneracion muscular a partir de células progenitoras residentes, como de aquellas
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provenientes de otros tejidos, proporcionara apoyo a futuras intervenciones

terapéuticas en la regeneracion del tejido muscular.
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ABSTRACT

It has been suggested that regeneration of mammalian adult skeletal muscle
relies mainly on satellite cells. However, recent studies have revealed that bone
marrow derived stem cells, including mesenchymal stem cells, may also contribute to
muscle regeneration. Mesenchymal stems cells show the capacity to differentiate into
several lineages.

Muscle repair would require an appropriate environment for the initiation of
the myogenic differentiation process. It has been proposed that factors released from
injured muscle may contribute to creating the adequate conditions for muscle
regeneration, promoting the myogenic differentiation of progenitor cells, such as
resident satellite cells or bone marrow derived mesenchymal stem cells. The aim of this
thesis was to investigate factor(s) released from damaged muscle that are able to
induce myogenic differentiation of bone marrow derived mesenchymal stem cells. To
this purpose, conditioned medium was obtained from in vivo damaged rat skeletal
muscle and its ability to stimulate myogenic differentiation was assessed on rat bone
marrow mesenchymal stem cells.

Mesenchymal stem cells grown in the presence of conditioned medium from
damaged muscle, showed a transient increase of MyoD expression at 48 h, that was
followed by the formation of multinucleated, elongated cells that at 7 days exhibited
spontaneous twitching and the expression of myogenin, o-actinin and myosin.
Conditioned medium from damaged muscle was also able to elicit myogenic
differentiation of the myoblastic cell line C,C,, but not of cell lines from mouse

embryonic fibroblasts 3T3, from mammary epithelial MCF-7 or cultures of skin
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fibroblast. In addition, damaged-muscle conditioned medium stimulated proliferation
of bone-marrow mesenchymal stem cells, the myogenic cell line C,C; and non-
myogenic cells from different sources. These results demonstrate that rat damaged
muscle releases soluble factor(s) that specifically induce differentiation of myogenic
progenitor cells, such as rat bone marrow mesenchymal cells,

The soluble myogenic factors were present in a protein fraction with an
apparent molecular weight > 50 KDa. Among proteins traditionally involved in muscle
repair/regeneration, IL-6, IL-1p and IGE-1 were found in the conditioned medium from
damaged muscle. Both, IL-6 and IL-1p were absent from control conditioned medium,
whereas, IGF-1 was present in both damaged and control conditions, but its
concentration was 3 fold higher in damaged-muscle-conditioned medium. The results
showed that IGF-1 in the conditioned medium triggered myogenic differentiation of
mesenchymal stem cells. However, exposure to IGF-1 was unable to produce the full
mature phenotype observed when mesenchymal stem cells were stimulated with
media conditioned by damaged skeletal.

Taken together, the results reported in this thesis show that soluble factors
released from damaged skeletal muscle are able to induce the complex muscle
differentiation process in rat bone marrow derived mesenchymal stem cells and other
myogenic cells. IGF-1 is present in the conditioned medium from damaged muscle and
it is partially responsible for the effects mentioned above. The findings here reported
contribute to understanding the complex process of muscle regeneration. Further
investigations of the diverse factors that control muscle regeneration from resident
muscle progenitors, as well as from myogenic cells derived from different tissues, will

provide a support to future therapeutic interventions aimed to muscle tissue

regeneration.

XX



INTRODUCCION

El musculo esquelético de mamiferos adultos es un tejido que tiene la capacidad
de reparar y regenerar rapida y completamente en respuesta a un dano se{zero (Seale y
Rudnicki, 2000; Chargé y Rudnicki, 2004).

En la regeneracion muscular se distinguen dos etapas: una fase degenerativa y
una fase regenerativa, independientemente si el dano es infringido por un trauma fisico
directo o por un defecto genético. El primer evento es habitualmente gatillado por la
disrupcion del sarcolema de la miofibra, que se refleja en el aumento de los niveles
séricos de proteinas musculares, pérdida de la homeostasis del calcio y aumento de la
proteolisis dependiente de calcio que conduce a la degeneracion del tejido. Los eventos
tempranos se acompanan de la activacion de células mononucleadas, principalmente de
células del tipo inflamatorio (neutrofilos y macrofagos) y de células miogénicas

(conocidas como células satélite), que participan en la siguiente fase del proceso de

regeneracién muscular.

Celulas satelite en la reparacion muscular
A las células satélite se les atribuye la funcion de contribuir al crecimiento,
reparacion y mantencion del tejido muscular esquelético (Bischoff, 1994; Seale y

Rudnicki, 2000; Zammit y Beauchamp, 2001). Son una poblacion de células
mononucleares indiferenciadas, que se localizan en la periferia de las fibras musculares,

entre su membrana plasmatica y la lamina basal, lo que dio origen a su nombre (Mauro,



1961). Normalmente estas células se encuentran en estado de reposo proliferativo o
quiescente, pero pueden ser activadas e inducidas a la diferenciacion miogénica en
respuesta a estrés por trauma fisico, ejercicio o a consecuencia de diferentes miopatias
(Bischoff, 1994; Grounds, 1998).

En el curso de la regeneracion muscular, las células satélite primero salen de su
estado de quiescencia, migran al sitio del dafio y comienzan a proliferar. Después de
varios ciclos de proliferacion, la mayoria de las células satélite inicia la diferenciacion
miogénica y se fusionan para formar nuevas fibras musculares o reparar la miofibra
danada (Schultz y col,, 1985). El proceso de activacion y diferenciacion de las células
satélite durante la regeneracion muscular se asemeja al desarrollo muscular
embrionario, particularmente en el programa de expresion de los factores reguladores
de la miogénesis (MRFs) (Parker y col., 2003). Entre los MRFs estan Myf-5, MyoD,
miogenina y MRF4, que pertenecen a la familia de factores de transcripcion
caracterizados por su dominio de unién al DNA denominado bdsico/hélice-vuelta-
hélice (bHLH).

A nivel molecular, la activacién de las células satélite se caracteriza por una
rdapida induccion de la expresion de MyoD o Myl-5, que se inicia antes de su entrada en
ciclo celular y que se mantiene curante la fase de proliferacion (Smith y col., 1994;
Cooper y col., 1999). Las evidencias apuntan a que Myf-5 promueve la proliferacion de
los mioblastos. Los estudios realizados en musculos deficientes en MyoD sugieren un
papel esencial de el factor de transcripcion MyoD en el proceso de regeneracién

muscular, cuyo papel predominante seria en cambio promover la progresion de las



células satélite hacia la diferenciacion terminal (Megeney y col., 1996; Sabourin y col,
1999; Montarras y col., 2000).

Al cesar la proliferacion de los progenitores miogénicos aumenta la expresion de
miogenina y MRF4 y las células comienzan su programa de diferenciacion terminal
(Smith y col,, 1994; Cornelison y Wold, 1997). Finalmente este programa se completa
con la expresion de proteinas musculares especificas, tales como la cadena pesada y
liviana de la miosina y la fusion de los progenitores para el reemplazo de las fibras

musculares.

Papel de los factores secretados en la regulacién de la regeneracion muscular

El proceso de regeneracion muscular estd regulado por mecanismos que
involucran interacciones célula-célula, interacciones de las células con la matriz
extracelular y por factores secretados al medio extracelular. En relacion a lo altimo, se
ha observado que extractos de musculo danado ex vivo contienen mitogenos que acttan
sobre las células satélite (Bischoff, 1986; Chen y Quinn, 1992). Para entender el papel de
las senales extracelulares en la regulacion del proceso de regeneracion, se han realizado
numerosos estudios in vitro con lineas celulares miobldsticas. Estos estudios han
involucrado a varios factores de crecimiento y citoquinas en funciones reguladoras de la
diferenciacion muscular, tanto positivas como negativas (Seale y Rudnicki, 2000;
Chargé y Rudnicki, 2004). Sin embargo, la funcién fisiologica en la regeneracion
muscular ha sido demostrada solo para algunos factores.

A continuacion se detallan algunos estudios acerca de estos factores de

crecimiento y citoquinas.



Fl factor de crecimiento de hepatocitos, HGF, se menciona como un regulador
clave de la actividad de las células satélite durante la regeneracion muscular. Los

estudios in vitro demuestran que HGF es capaz de sacar a las células satélite del estado

quiescente y aumentar la proliferacién de las células progenitoras musculares (Tatsumi
y col, 1998). Ademds se encontré que HGF esta presente en extractos de musculo
danado ex vivo y también en los misculos en fase temprana de la regeneracion muscular
cuyos niveles del transcrito y de la proteina aumentan transitoriamente (Tatsumi y col.,
1998; Hayashi y col., 2004). En etapas mas tardias de la regeneracion muscular, el HGF,
bloquea o inhibe el proceso de reparacién (Miller y col., 2000). Otros datos indican que
este factor también podria promover la migracion de las células satélite al sitio de dano
(Bischoff, 1997). En conjunto, estos datos indican que HGF tendria un papel en la fase
inicial de la regeneracion muscular como mitégeno y quimiotactico; sin embargo, no
serfa importante para la diferenciacion de los progenitores miogénicos.

Algunos factores de crecimiento de fibroblastos, FGFs, han sido descritos como
potentes activadores de la proliferacion de células progenitoras musculares y también,
como inhibidores de la diferenciacion de los mioblastos (Allen y Boxhorn, 1989;
Sheehan y col,, 2000). Sin embargo, el papel de FGFs en la regeneracion muscular
permanece poco claro, sugiriéendose una participacién indirecta en el proceso, a traves
de promover la re-vasculizacion durante la regeneracion del musculo (Lefaucheury col,
1996).

Los factores de crecimiento tipo insulinico, IGFs, son capaces de alterar la
expresion de MRTs y de promover tanto la proliferacion como la diferenciacion/fusion

de los mioblastos in vitro (Florini y col., 1991). Se ha observado que en los musculos



esqueléticos que estdn en proceso de regeneracion, los niveles de IGFs estan
aumentados; IGF-1 mds que IGF-2 (Hayashi y col,, 2004). El aumento de los niveles de
IGF-1 en muasculo normal produce aumento de la masa muscular, efecto atribuido a la
activacion y proliferacion de las células satélite; mientras cque en masculo danado, este
aumento de IGF-1 incrementa su regeneraciéon (Adams y McCue, 1998; Musaro y col.,
2001; Musaro y col.,, 2004). Aunque es evidente que IGFs promueven la reparacion
muscular, el mecanismo exacto por el cual estos factores actGan no ha sido
determinado.

Factores de crecimiento de la tamilia de los TGF-B, como miostatina, tienen un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento muscular (McPherron y col., 1997). Estudios in
vitro demostraron que miostatina inhibe la proliferacion y afecta la diferenciacion de
células C,Cy, (Rios y col, 2002). Durante la regeneracién del musculo danado por
inyeccion de notoxina, la expresion de miostatina estd aumentada, tanto en las fibras
necréticas como en el tejido conectivo y su expresion va disminuyendo a medida que el
proceso de regeneracion avanza (Kirk y col, 2000). Las evidencias reportadas
indicarian que miostatina regula la regeneracién muscular, actuando como inhibidor de
la proliferacion de mioblastos y del crecimiento de la fibra.

Evidencias tanto in vitro como in vive sugieren la participacion de citoquinas de la
familia de la interleuquina 6, IL-6 y LIF, en la regencracion muscular. Los estudios
muestran que ambos estimulan la proliferacion de mioblastos en cultivo y la
administracion de LIF en el sitio del dano muscular incrementa su regeneracion (Austin
y col., 1992; Kurek y col,, 1996). Se ha detectado que después de un dano muscular la

expresion de LIF aumenta a las 3 h, mientras que el aumento de IL-6 es detectado entre



las 12 a 24 h posteriores al dano (Kurek y col, 1996). Si bien LIF e IL-6 pueden
representar a los putativos factores secretados por células del tipo inflamatorias
reclutadas al lugar de dano muscular, la expresion de ambos también ha sido detectada
en las células miogénicas (Kurek y col., 1996; Kami y Senba, 1998).

Un resumen de los eventos moleculares y el posible papel de factores de
crecimiento y citoquinas durante el proceso de regeneracién muscular esquelética se

esquematizan en la Figura 1.

Participacion de otras células troncales en el proceso de regeneracion muscular
Hasta hace poco, las células satélite eran consideradas como las tnicas
progenitoras capaces de reparar el masculo esquelético. Sin embargo, desde hace algtun
tiempo las investigaciones han identificado y caracterizado células troncales adultas
presentes en distintos tejidos que tienen la capacidad de diferenciar, tanto invitro como
in vivo, hacia varios linajes dependiendo de los inductores o senales a las que sean
expuestas (Blau y col, 2001; Young y col, 2001). En particular, células troncales
distintas de las células satélite, con la capacidad de diferenciar a células musculares in
vitro y de contribuir a la regeneracion in vivo, han sido purificadas desde la médula 6sea
(MO) (Wakitani y col, 1995; Ferrari y col,, 1998; Bittner y col, 1999; LaBarge y Blau,
2002; Abedi y col.,, 2004; Suva y col, 2004; Lee y col,, 2005), pero también, desde el
musculo esquelético adulto (Gussoni y col,, 1999; Asakura y col., 2002; Polesskaya y

col., 2003) y desde otros tejidos mesenquimales (Young y col.,, 2001; Zuk y col,, 2001 ;

De Bariy col., 2003).
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FIGURA Ne¢ 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS EVENTOS
MOLECULARES Y POSIBLE PAPEL DE FACTORES DE CRECIMIENTO Y
CITOQUINAS EN EL PROCESO DE REGENERACION MUSCULAR

Las células satélite de un masculo de adulto son activadas por trauma fisico o por
ejercicio, lo que se traduce en la entrada en ciclo y proliferacion de las células
miogénicas. Las células satélite activadas se caracterizan por la alta expresion de los
MRFs, MyoD y Myf-5. La proliferacion es seguida por la diferenciacion terminal y
fusion de los mioblastos a la fibra dahnada para su reparacion. La diferenciacion
terminal se caracteriza por el aumento en la expresion de los MRFs, miogenina y
MRF4. Estudios in vitro e in vivo han sugerido para varios factores de crecimiento y

citoquinas un posible papel como reguladores positivos y negativos del proceso de
regeneracion muscular.




La primera demostracion que otras células troncales pueden participar en la
regeneracién muscular fue presentada por Ferrari y col, en 1998. En este trabajo se
describio que las células troncales de la MO migraban hacia zonas del musculo que
habia sido danado quimicamente en ratones y se diferenciaban a linaje miogénico,
participando en la regeneracion de la fibra muscular. Observaciones similares fueron
presentadas en otros estudios (Bittner y col, 1999; Gussoni y col., 1999). Estos
apuntaban al reclutamiento y diferenciacion de células derivadas de la MO en el
musculo esquelético, como también en el masculo cardiaco de ratones mdx. Estos
trabajos pioneros que mostraban el potencial uso de las células troncales de la MO para
regenerar tejido muscular cardiaco (Tomita y col,, 1999; Orlic y col, 2001; Toma y col.,
2002) generaron bastante expectativa y hasta hoy en dia se investiga activamente en
ello (Dai y col, 2005). Mds recientemente, LaBarge y Blau, 2002 no solo demostraron
que las células derivadas de la MO pueden contribuir a la regeneracion d¢ la miofibra,
sino que también pueden repoblar el compartimiento de las células satélite en respuesta
al dano (Fukada y col., 2002; Dreyfus y col., 2004). Incluso, pueden incorporarse en la
fibra muscular en respuesta a estrés fisiologico como ocurre a consecuencia de una
aumentada actividad muscular o ejercicio fisico (Palermo y col., 2005).

La mayoria de los trabajos que estudian la participacion de las células de la MO
en la regeneracion o reparacion del musculo muestran que, independientemente del
mecanismo de generacion del dano (irradiacion, toxinas, miopatias, estrés muscular),
esta condicién incrementa significativamente la frecuencia de integracion de estas

células a la fibra muscular. Sin embargo, esta respuesta es bastante variable y los



estudios muestran que puede involucrar desde el 0,1% hasta casi el 20% del total de

nticleos de la fibra reparada (Wagers y Weissman, 2004).

Células troncales mesenquimaticas

La MO sirve como reservorio de diferentes clases de células troncales. Ademas
de las células troncales hematopoyéticas, la MO contiene a una poblacién de células
troncales mesenquimaticas (CTM), las cuales exhiben la capacidad de diferenciarse a
multiples linajes (Minguell y col., 2001).

Las CTM, también conocidas como células del estroma medular o unidades
formadoras de colonias de fibroblastos (CFU), fueron identificadas originalmente como
una poblacion celular presente en la MO que tiene la capacidad para diferenciar al linaje
osteogénico (Friedenstein y col, 1968; Castro-Malaspina y col., 1980). Posteriormente,
se logro determinar que éstas son células multipotentes que también pueden diferenciar
a otros linajes mesenquimadticos constituyentes de hueso, cartilago, tendon, musculo,
tejido adiposo y también, estroma hematopoyético (Pereira y col., 1995; Prockop, 1997;
Conget y Minguell, 1999; Pittenger y col.,, 1999; Liechty y col., 2000). Publicaciones mas
recientes sugieren que las CTM también pueden dar origen a células hepaticas,
neuronas y astrocitos (Woodbury y col., 2000; Muguruma y col., 2003).

El aislamiento y caracterizacion de las CTM se ha basado en la capacidad de
estas células de adherirse al plastico y en su potencial de expansion ex vivo. La
expansion de las CTM requiere el uso de medios de cultivo enriquecidos con suero,

principalmente suero fetal bovino (SFB) (Prockop, 1997).
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El potencial de diferenciacion de las CTM hacia los distintos linajes
mesenquimales (hueso, cartilago y tejido adiposo), ha sido usado comtnmente como el
criterio para la caracterizacion funcional de las CTM. Para promover la diferenciacion

in vitro a los distintos lingjes, las CTM son cultivadas en la presencia de inductores

quimicos como por ejemplo: dexametasona, isobutilmetilxantina, indometacina, B-
glicerolfosfato, dcido ascoérbico, ete. (Pittenger y col., 1999; Jones y col., 2002; Gregory y
col,, 2005a). En particular, la diferenciacion in vitro de las CT'M hacia el linaje miogénico
fue reportado por primera vez luego de exponer a las CTM a 5-azacitidina, un agente
desmetilante del DNA (Wakitani y col.,, 1995). Sin embargo, los estimulos fisiologicos
que inducen y modulan la diferenciacion a los distintos linajes, entre otros, al linaje
miogenico no se conocen.

Los potenciales de autorenovacion y de diferenciacion que exhiben las CTM
ofrecen interesantes perspectivas para su uso en terapias biologicas dirigidas a
reemplazar o reparar tejidos (Kan y col, 2005), como también en terapias génicas
(Conget y Minguell, 2000). En particular, en lo que se refiere a la regeneracion
muscular, se vislumbra la posibilidad de desarrollar intervenciones para el tratamiento
de enfermedades que afectan a este tejido tales como distrofia muscular, sarcopenia,
caquexia y diabetes.

Para avanzar en esa direccién se hace necesario profundizar en el conocimiento
de las senales y los mecanismos que regulan la regeneracion muscular. De esta manera
se establecerian las mejores condiciones celulares y ambientales para promover una
significativa conversion miogénica de células troncales. Sin duda, el micro-ambiente en

un tejido, que incluye contactos célula-célula, la matriz extracelular y los factores
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solubles, es fundamental y determinante de la funcién de una célula troncal; ya sea para
Ja mantencién de su troncalidad como para la induccion de su diferenciacion hacia un
determinado linaje.

En la presente tesis nos enfocamos a estudiar senales solubles provenientes
del tejido muscular danado que inducen la diferenciacion hacia linaje miogénico, ya
que estas senales serian las primeras en dar cuenta del requerimiento de células

troncales para iniciar el proceso de reparacion de la fibra muscular esqueleética.

HIPOTESIS

El dano en el tejido muscular, un denominador comiin en los estudios que
muestran que células troncales adultas se diferencian hacia el linaje miogénico, lleva a
postular que, “el micro-ambiente del musculo danado contiene sefales difusibles
capaces de inducir el proceso de diferenciacion miogénico de las células troncales

mesenquimaticas derivadas de la MO.”

OBJETIVO GENERAL
Estudiar el(los) factores(es) solubles derivados del tejido muscular danado

capaces de inducir diferenciacion miogénica de las células troncales

mesenquimaticas aisladas de la médula 6sea.
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Objetivos especificos

I Estudiar in vitro la capacidad de factores solubles provenientes del tejido

muscular danado para inducir diferenciacion de las CTM hacia linaje miogénico

11 Comprobar el potencial de diferenciacion de las células obtenidas de
médula 6sea de rata.
12 Obtener los factores solubles provenientes del masculo danado mediante
el condicionamiento de medio por musculo esquelético danado.
1.3 Determinar el efecto del medio condicionado sobre la morfologia,
proliferacion y diferenciacion miogénica de las CTM de rata (CTMr).
4 Caracterizar el(los) factores del medio condicionado por muasculo danado que

inducen diferenciacion miogénica de las CTMr.

21

2.2

23

24

Estudiar el efecto del medio condicionado sobre otras lineas y cultivos
celulares.

Determinar la estabilidad térmica de el(los) factores presente en el medio
condicionado que estimulan la proliferacion e inducen diferenciacion
miogénica de las CTMr.

Analizar las proteinas componentes del medio condicionado.
Caracterizar las proteinas presentes en el medio condicionado mediante

filtracién en a través de tamices moleculares.
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Estudiar in vitro la capacidad de proteinas candidato vinculadas al dano y

regeneracion del tejido muscular, para inducir diferenciacién hacia linaje

miogénico de CTMr.

31 Detectar y cuantificar 1L-6, L1, TNF-a e IGF-1 en el medio
condicionado.

32  Analizar el efecto de 1L-6 e IGF-1 contenidos en el medio condicionado
sobre la diferenciacion miogénica de progenitores musculares.

33 Estudiar el efecto de IGF-1 exégeno sobre la diferenciacion miogénica de

las CTMr



L1

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

CELULAS

Se utilizaron cultivos de:

a)

b)

Células Troncales Mesenquimadticas de rata (CTMr): CTMr fueron
aisladas de la MO de ratas Wistar adultas (3-5 meses) segtn protocolo
aprobado por el Comité de Ftica del INTA, Universidad de Chile.
Celulas Troncales Mesenquimaticas humanas (CMTh): CMTh fueron
aisladas a partir del material sobrante de cosechas de MO obtenidas de
individuos sanos, que participaban como donantes en transplantes
alogeneicos, segin protocolos aprobados por el Comité de Frica de
Clinica Las Condes, Santiago.

Fibroblastos de piel: Fibroblastos de piel fueron aislados a partir de
biopsias de piel humana normal de adultos sanos sometidos a cirugia
plastica convencional, previo consentimiento del paciente. Subcultivo
terciario de fibroblastos de piel humano fue donado por la Dra. Mireya

Fernandez, Universidad de Chile.

También se utilizaron las siguientes lineas celulares:

a)

C,Ci» (ATCC CRL-1772): subclon derivado de Blau y col., 1985 utilizando

la linea celular establecida por Yaffe y Saxel en 1977 a partir

14



de la pierna de raton C3H normal. Un subcultivo de esta linea celular fue
donado por el Dr. Enrique Jaimovich, Universidad de Chile. Esta linea
celular fue usada como control de progenitores musculares.

b)  MCF-7 (ATCC HTB-22): células epiteliales derivadas de
adenocarcinoma de glandula mamaria.

c) 3T3 (ATCC CRL-1568): células derivadas de la linea establecida por G.

Todazo y Green en 1962 a partir de embriones de ratén.

L2  ANTICUERPOS

De Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA se obtuvieron los siguientes
anticuerpos: anticuerpos policlonales de conejo anti-Myf5, anti-MyoD y anti-
miogenina, asi también anticuerpos secundarios: IgG anti-conejo conjugado con FITC y
con rodamina e IgG anti-ratén conjugado con FITC.

De Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA se obtuvieron los siguientes
anticuerpos: monoclonal de raton anti-miosina esquelética (clon MY-32), anticuerpo
secundario IgG anti-ratén conjugado con TRITC, policlonal de conejo anti-desmina y
monoclonal de raton anti-a-actinina (clon EA-53), estos dos tltimos fueron donados
por el Dr. Enrique Jaimovich, Universidad de Chile.

De Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa, lowa, IA fue
obtenido el anticuerpo monoclonal de ratén anti-miosina (MHC, clon MF-20).

De USBiological, Massachussets, USA se obtuvieron los anticuerpos policlonales

de cabra anti-IGF1 de ratén y de cabra anti-1L6 de rata.
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7 REACTIVOS
21 REACTIVOS DE CULTIVO

De Gibco, Invitrogen Corporation (USA) se obtuvo el medio de cultivo minimo
a-MEM, DMEM-high glucose, D-PBS, suero fetal bovino para el cultivo de las CTMr,
suero de caballo y la mezcla de antibiéticos (penicilina y estreptomicina).

De Hyclone (UT, USA) se obtuvo el suero fetal bovino para el cultivo de CMTh.

De Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA se obtuvo 5-azacitidina, Ficoll-
Hypaque, tripsina, DMSO, isobutilmetilxantina (IBMX), indometacina, dexametasona,
ascorbato-2-fosfato y B-glicerolfostfato.

De USBiological, Massachussets, USA se obtuvo IGF-1 recombinante de raton.

2.2 REACTIVOS GENERALES

De Sigma Chemicals Co., MO, USA se obtuvo bis-benzamida (Hoechst 33258),
RNAsa A, loduro de propidio, TEMED, Tritén X-100, los colorantes azul de
bromofenol, azul brillante de Coomasie R-250, cristal violeta, oil red O, alizarin red S,
persulfato de amonio y acetato de amonio.

De Merck, Darmstadt, Alemania se obtuvo B-mercaptoetanol, EDTA, cloruro de
bario, hidréxido de sodio, cloruro de sodio, cloruro de calcio, urea, glicerol,
paraformaldehido, formaldehido, dcido clorhidrico, 4cido sulfarico, 4cido acético
glacial, isopropanol, metanol y etanol absoluto.

De Gibco, Invitrogen Corporation, USA se obtuvo Tagq DNA polimerasa,

nucleotidos dATP, dCTP, dGTP y dTTP, estandar de peso molecular DNA ladder 1Kb,

agarosay TTis.
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De Bio Rad Laboratorios, Hércules, CA, USA se obtuvo acrilamida, bis-
acrilamida y marcadores de peso molecular para proteinas.

De Promega, W1, USA se obtuvo el kit para purificaciéon de RNA total “SV total
RNA Isolated System” y para RT-PCR “Reverse Transcription System”.

De R&D system, Inc., Minneapolis, USA se obtuvieron los kit ELISA Quantikine
para medir las citoquinas TNF-a, IL-6 e IL-1B de rata. Estos fueron donados por
Marcelo Lopez, Universidad de Chile.

De W & Z, Santiago, Chile se obtuvo el kit de Tincién con plata para proteinas,
los reactivos para determinar proteinas por el método de Bradford, solucion de tincién
de proteinas para geles de poliacrilamida, bromuro de etidio, poliacrilamida y marcador
de peso molecular de proteinas amplio rango.

De Millipore Corporation, Bedford, MA, USA se obtuvieron las unidades de

filtracion Amicon® Ultra-4 de 50,000 MWCO.

3. METODOS
31  CULTIVOS CELULARES
311  OBTENCION Y CULTIVODE CTMr

Las CTM fueron cosechadas desde la MO del témur y tibia de ratas Wistar
adultas (3-5 meses). Para aquello, animales fueron sacrificados mediante dislocacion
cervical y en condiciones asépticas se disectaron los fémures y tibias. Luego de cortar
las epifisis de estos huesos se hizo pasar medio esencial minimo (c-MEM) a presion
utilizando una aguja de 21G. Las células colectadas fueron disgregadas, centrifugadas

(700 x g por 10 min) y suspendidas en a-MEM conteniendo 10% de SFB y antibiéticos
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(penicilina 100 U/ml y estreptomicina 0,1 mg/ml) (medio completo). En medio
completo 5 x 107 células fueron sembradas en placas de 55 cm® e incubadas en una
estufa de cultivo a 372 C con 5% de CO, y 95% de humedad. A los 3 dias, células no
adherentes a la placa de cultivo fueron descartadas y a la monocapa de células se les
restituyé su medio cultivo por medio completo y se cultivaron hasta alcanzar la
condicion de semiconfluencia. Las células fueron tripsinizadas (0,25% p/v de tripsina
en PBS), resuspendidas en medio completo y sembradas a una densidad de 8000
células/cm’ para su expansion. En el subcultivo secundario las células fueron utilizadas
en experimentos o fueron criopreservadas. Para la criopreservacion las células fueron
suspendidas en medio a-MEM conteniendo 109% de DMSO y 80% de SFB y congeladas

en nitrogeno liquido.

312  OBTENCION Y CULTIVODE CMTh

Las CMT fueron cosechadas desde la MO de individuos adultos usando heparina
100 U/ml como anticoagulante y diluidas 3 veces con a-MEM. Tres volamenes de esta
suspension celular se cargaron sobre dos volamenes de Ficoll-Hypaque. Luego de
centrifugar por 30 min a 400 x g y temperatura ambiente (Ta), las células
mononucleadas (CMN) fueron extraidas desde la interfase de la gradiente, lavadas con
a-MEM vy centrifugadas a 700 x g por 10 min a Ta. Las CMN fueron resuspendidas en
a-MEM conteniendo 20% de SFB y sembradas a una densidad 1 x 10° células/cm? . Al
cabo de una semana, las células no adherentes fueron descartadas y se repuso el medio

con medio de cultivo a-MEM conteniendo 20% de SFB hasta que las células alcanzaron
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confluencia. La monocapa de células fue tripsinizada (0,25% p/v de tripsina en PBS),
centrifugada (600 x g por 10 min), resuspendida en medio completo (o-MEM, 109% de
SFB) y sembradas a una densidad de 10000 células/cm®. Los cultivos expandidos fueron

subcultivados cada 5 dias aproximadamente, evitando alcanzar confluencia.

313  CULTIVO DE FIBROBLASTOS DE PIEL HUMANA
Un criotubo conteniendo un subcultivo terciario de fibroblastos de piel (1 x10°
células) fue descongelado a 372 C por 10 min, resuspendido en medio de cultivo a-MEM

conteniendo 109% de SFB (medio completo) y centrifugado por 10 min a 600 x g, Las

células fueron resuspendidas y cultivadas en medio completo.

32 CULTIVO DE LINEAS CELULARES

321 CRILHIASCGLC,

Estas células fueron crecidas en medio D-MEM suplementado con 10% de SFB,
penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (0,1 mg/ml) e incubadas en estufa de cultivo a
37°C, 5% de CO, y 95% de humedad. En el crecimiento de los cultivos se evité que las
células alcanzaran confluencia. Para los experimentos, éstas células fueron sembradas a
baja densidad (1500-3000 células/cm®) en D-MEM con 10% de SFB y antibioticos por 16
horas y luego de lavarlas 2 veces con D-PBS su medio de cultivo fue reemplazado por el
medio de cultivo usado en los ensayos. Para inducir la diferenciacion de las C,Cy, se las

incub6 en medio D-MEM suplementado con 4% de suero de caballo (SC), que

corresponde a su medio de diferenciacién convencional.



20

322 CELULASMCF-7

Las células MCF-7 fueron crecidas en medio minimo a-MEM suplementado con
10% de SFB, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (0,1 mg/ml) e incubadas en estufa
de cultivo a 372 C, 5% de CO, y 95% de humedad. Para los experimentos éstas células
fueron sembradas a una densidad de 6000 células/cm’ en medio de cultivo o-MEM con

10% de SFB por 16 horas, luego de lavarlas 2 veces con D-PBS su medio de cultivo fue

cambiado por el medio de cultivo usado en los experimentos.

323 CELULAS3T3

Las células 3T3 se crecieron en medio de cultivo D-MEM suplementado con 10%
de SFB y mezcla de antibioticos penicilina y estreptomicina (100U/ml y 0,1 mg/ml,
respectivamente). Para los experimentos éstas c€lulas eran sembradas a una densidad
de 2000 células/cm’ en medio de cultivo D-MEM con 10% de SFB y antibi6ticos por 16

horas, luego de lavarlas 2 veces con D-PBS su medio de cultivo fue reemplazado por el

medio de cultivo usado en los experimentos.

33 DIFERENCIACION DE CELULAS TRONCALES MESENQUIMATICAS
HACIA LOS LINAJES OSTEOGENICO, ADIPOGENICO Y MIOGENICO

El potencial de diferenciacion de las CTMr fue determinado en funcion de la
capacidad de éstas células de generar in vitro y bajo los estimulos descritos células con

caracteristicas de osteoblastos, adipocitos maduros o células del tipo muscular.
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331  DIFERENCIACION OSTEOGENICA

Se sembraron CTMr a una densidad de 20000 células/cm® en medio de cultivo
que contenia a.-MEM, 10% de SFB, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (0,1 mg/ml).
A las 24 horas posteriores, el medio de cultivo fue reemplazado por medio de
diferenciacion osteogénico que contenia medio de cultivo suplementado con
dexametasona 0,01 uM, B-glicerolfosfato 10 mM vy dcido ascorbico 50 mM (Jaiswal y
cols., 1997; Peter y cols., 1998). El medio de diferenciacion era cambiado cada 3 dias. La
aparicion de osteoblastos fue evaluado por la capacidad de las células de mineralizar la
matriz extracelular con depositos de hidroxiapatita. Para ello, luego de 4 semanas en
cultivo en medio de diferenciacién, las células fueron lavadas con PBS vy fijadas con
etanol al 709% por 30 min a Ta. Luego se lavaron nuevamente 2 veces con PBS y se
incubaron por 10 min a Ta con Alizarin Red § 40 mM en tampén NH,PO, 0,1 M, pH
4.3. Posteriormente se lavo 5 veces con agua bidestilada y se incubé por otros 15 min

con PBS a Ta. Los focos de mineralizacion se visualizaron en microscopio 6ptico como

precipitados de color rojo.

332  DIFERENCIACION ADIPOGENICA

Se sembraron CTMr a una densidad de 20000 células/cm” en medio de cultivo
que contenia a-MEM, 10% de SFB, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (0,1 mg/ml).
A las 24 horas posteriores, el medio de cultivo fue reemplazado por medio de
diferenciacion adipogénico que contenia medio de cultivo suplementado con

dexametasona 0,5 uM, IBMX 0,5 mM e indometacina 60 pM (Jones y cols., 2002). El
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medio de diferenciacion adipogénico fue cambiado cada 3 dias. La aparicion de células
con el fenotipo de adipocitos fue evaluada por la observacion de la acumulacion de
gotas de lipidos neutros en el citoplasmas de las células. Para esto, las células se lavaron
2 veces con PBS y se incubo 1 hora a Ta con Oil Red O saturado en isopropanol al 60%
v/v. Luego de lavar con PBS fue posible visualizar por microscopio éptico desde 3 dias
de exposicion a medio de diferenciacion, los adipocitos como células redondas con

abundantes gotas de lipidos tenidas intensamente de color rojo.

333 DIFERENCIACION MIOGENICA

Se sembraron CTMr a una densidad de 5000 células/cm? en medio de cultivo que
contenia o-MEM, 10% de SFB, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (0,1 mg/ml). Al
dia siguiente las células fueron lavadas 2 veces con D-PBS e incubadas por 24 horas con
medio de cultivo suplementado con 5-azacitidina 3 uM (Wakitani y cols., 1995). Al
término de la incubacién las células fueron lavadas con D-PBS y cultivadas nuevamente
en medio de cultivo, el cual era cambiado cada 3 dias. La aparicion de células del tipo
miogénico fue visualizado a los 9 dias posteriores de la exposicion de las células a 5-
azacitidina por microscopio de contraste de fase. Estas células se visualizaban como

células alargadas bi- y multinucleadas y algunas presentaban ondas de contraccion

esponténea.
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34 PREPARACION DE MEDIO CONDICIONADO POR MUSCULO
DANADO
34] MODELODE DANOMUSCULAR

Siguiendo las normas del cuidado institucional de los animales y protocolos
aprobados por el comité del uso de animales para investigacion del INTA, Universidad
de Chile, ratas Wistar adultas (3-5 meses) fueron usadas para los experimentos de dano

muscular. Los animales fueron mantenidos a Ta con ciclos de dia y noche de 24 h y
alimentados con pellets y agua ad limitum. El dafio muscular quimico fue realizado por la
inyeccion de una solucion de BaCl, (Caldwell y cols., 1990) en ratas anestesiadas con
éter. Para esto, 250 pl de una solucion de BaCl, 1,2% p/v (49 mM) fue inyectada a lo
largo de todo el muasculo Tibialis Anterior (TA). Después de 2 y 4 dias el musculo fue
extraido bajo anestesia y los animales fueron sacrificados. El dano muscular mecanico
fue realizado al dejar caer un peso de 500 gr. desde una distancia de 30 cm sobre la

pierna de ratas anestesiadas (Kami y cols., 1995). Después de 2 dias el musculo TA fue

extraido bajo anestesia y los animales fueron sacrificados.

342  OBTENCION DE MEDIO CONDICIONADO

Una vez realizada la extraccion del masculo dafado quimica o mecanicamente,
este rdpidamente fue puesto en un vaso precipitado conteniendo 1,75 ml/muasculo de a-
MEM e incubado por 2 horas con agitacion suave a 42 C. Posteriormente el medio de
incubacion fue colectado, centrifugado (18000 x g por 30 min a 42 C), filtrado a través

de filtro de 0,2 pwm, alicuotado y guardado a -80° C. Una alicuota fue reservada para
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medir contenido de proteinas por Método de Bradford. EI mismo procedimiento fue
seguido para la preparacién de medio condicionado control, para lo cual se usaron

musculos TA de ratas sanas intactas (no sometidas a dano).

35 ENSAYO DE ACTIVIDAD MIOGENICA DE [0S MEDIOS
CONDICIONADOS

La actividad miogénica de los medios condicionados obtenidos fue ensayado
incubando las CTMr en medio a-MEM conteniendo 0,5% de SFB solo (control) o
suplementando con los medios condicionados obtenidos de musculos danados quimica
o mecdnicamente o de musculos no danados. El medio de cultivo del ensayo era
cambiado por medio fresco cada 3 dias. Esto mismo fue realizado con cada tipo celular
(C,C1p, MCF-7, 3T3, CMTh y fibroblastos de piel), pero incubando en sus respectivos
medios de cultivo. En el tiempo que transcurrié el ensayo fue observada la morfologia
celular y el nimero y viabilidad de cada tipo celular (Métodos 3.8.1). La morfologia de
las células fue registrada mediante fotografias desde el microscopio de contraste de fase
con camara digital Nikon (Coolpix 4500). En paralelo, fue también estudiada la

expresion de marcadores miogénicos (ver Métodos 3.6).

36 ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MARCADORES MIOGENICOS
361 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Para la deteccion de los marcadores miogénicos se debi6é permeabilizar las
células sembradas sobre cubreobjetos. Para ello éstas se lavaron 2 veces con PBS a 372 C

por 2 min cada vez y fueron fijadas con paraformaldehido al 19 p/v en PBS, pH 7,4 por
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20 min a Ta. Luego se lavaron con PBS a Ta y se permeabilizaron por 10 min a -20° C
con metanol absoluto. Posteriormente las células fijadas y permeabilizadas fueron
lavadas 2 veces con PBS e incubadas por 30 min con tampon PBS, 3% SFB (solucion de
bloqueo). El primer anticuerpo se agrego diluido en solucion de bloqueo y se incub6 por
1 hora a Ta. Se utilizaron las siguientes diluciones de los primeros anticuerpos: anti-
Myf5, anti-MyoD, anti-miogenina, anti-miosina(MHC) y anti-desmina 1/50, anti-o.-
actinina y anti-miosina esquelética 1/100. Después de lavar 3 veces por 2 min cada vez
con solucién de bloqueo, las células se incubaron por 1 hora a Ta en solucion de bloqueo
conteniendo las diluciones adecuadas de los anticuerpos secundarios conjugados a

FITC, TRITC o rodamina. .uego se lavaron 3 veces con solucion de bloqueo.

3611 TINCION DE NUCLEOS
Para tenir los ntcleos, luego de marcar con los respectivos anticuerpos primarios
y secundarios, las células se incubaron con Hoechst lpg/ml diluido en solucion de

bloqueo (PBS, 3% de SFB) por 5 min a Ta. Luego las células se lavaron 4 veces con
solucion de bloqueo, se montaron sobre portaobjetos y se analizaron en un

Microscopio de Epifluorescencia Axiophot (Zeiss, D-37030, RFA).

362 INMUNOMARCACION DE ANTIGENOS INTRACELULARES PARA CITOMETRIA

DE FLUJO

Las células (0,5 x 10° por cada inmunomarcaje) fueron tripsinizadas,

centrifugadas a 400 x g, 5 min a 4° C y resuspendidas en ¢l volumen residual del tubo
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(50 ul) mediante suave golpes. Luego las células fueron permeabilizadas agregando gota
a gota etanol al 70% v/v frio (0,6 ml/1 x 10° células) e incubadas por 10 min a 4° C.
Posteriormente las células permeabilizadas fueron centrifugadas a 400 x g por 10 min a
42 C, lavadas con PBS-2% de SFB y nuevamente centrifugadas para ser incubadas por 30
min a 42 C con 100 pl del anticuerpo primario diluido (mismas diluciones que para
inmunofluorescencia). Después las células se lavaron con PBS-2% de SFB y se
centrifugaron a 400 x g por 10 min a 4° C. Las células se resuspendieron en 100 pl del
anticuerpo secundario conjugado a FITC diluido en PBS-2% de SFB y se incubé por 30
min a 4° C. Posteriormente se lavaron con PBS-2% de SFB, se centrifugaron y se
resuspendieron en PBS para analizarse en el citometro de flujo (FACScan Becton
Dickinson, CA, USA). La fluorescencia emitida por FITC se detecto en el canal FL-1. Se
adquirieron a lo menos 20000 eventos, los cuales se analizaron utilizando el software
CELLQUEST. En todas las inmunomarcaciones se incluyeron controles negativos sin

primer anticuerpo y/o usando un control de isotipo para el primer anticuerpo.

3621 DISTRIBUCION DE LA POBLACION CELULAR INMUNOMARCADAS EN LAS
DISTINTAS FASES DEL CICLO CELULAR POR CUANTIFICACION DEL CONTENIDO
TOTAL DE DNA GENOMICO (Juan y Darzynkiewicz, 1998)

Una vez que las células estuvieron marcadas con el anticuerpo primario y
secundario, éstas se incubaron con una solucion de Ioduro de propidio (PI) 50 pg/mly

RNAsa libre de DNAsa 0,2 mg/ml en tampoén PBS por 30 min a Ta. Luego las células

tueron lavadas, centrifugadas y resuspendidas en PBS para analizarlas en el citémetro
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de flujo. I.a fluorescencia emitida por PI se detect6 en el canal FI.3. Se adquirieron a lo
menos 20000 eventos, los cuales se analizaron utilizando el software CELLQUEST.
Cada fase del ciclo fue asignada en funcion del contenido total de DNA genémico. Asi
fue posible distinguir células normoploides que estaban en las fases Go/G, (2n, 2¢) de

aquellas que estaban en Gy/M (2n, 4c) y de aquellas que estaban en fase S (2n, xc;

donde 2 <x<4).

363 ANALISIS PORRT-PCR

El RNA total fue extraido usando el kit “SV Total RNA Isolation System”
(Promega Corp., Madison, W1) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
las células se lavaron con PBS y se lisaron directamente en la placa de cultivo agregando

17,5 w/cm® de solucion de lisis que contenia tiocianato de guanidinio 4M en tampén

Tris-HCI 0,01 M, pH 7,5 y B-mercaptoetanol 0,97% (v/v). Después de centrifugar a
12000 x g por 10 min a Ta, para eliminar los precipitados de proteinas y restos celulares,
el RNA se precipité con 0,4 volamenes de etanol 95% v/v y se uni6 a una membrana de
silica centrifugando a 12000 x g por 1 min a Ta. Para climinar el DNA genomico
contaminante, se agregd directamente a la membrana de silica DNAsa I libre de RNAsa
y se incubd 15 min a Ta. Finalmente, el RNA unido se lavo con acetato de potasio 60
mM en tampoén Tris-HCl 10 mM, pH 7,5 y etanol al 60% (v/v) y se eluyo de la
membrana de silica con agua libre de nucleasas. 1a pureza del RNA se estimo
determinando simultancamente la absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotémetro
Shimatzu. La recuperacion se calculé a partir de la relacion para RNA hebra simple

(ug/ml) = A 150 x 40 x factor de dilucion.
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Se realizo RT-PCR utilizando el kit “Reverse Transcription System” (Promega
Corp., Madison, WT). La transcripcion reversa se realizé por 90 min a 422 C, usando 2
ug de RNA total. Para la amplificacion especifica de ¢cDNAs se usaron cantidades
equivalentes de ¢cDNA, MgCl, 1,5 mM, mezcla de dNTPs 0,2 mM, 1 U de Taq DNA
polimerasa (Invitrogen) y 0,8 uM de los partidores sentido y antisentido. Los
partidores utilizados para la ampliticacion de cDNA de MyoD de tamano 200 pb fueron
los siguientes: Partidor sentido: 5'-cactacageggegacteegacgeg-3', partidor antisentido:
5-cgetecactatgetggacagg-3. Como control interno se amplifico ¢cDNA de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada (GAPDH) de tamano 540 pb, usando los
siguientes partidores: Partidor sentido: 5-gtcaacggatttggtegtattgg-3’, partidor
antisentido: 5’-agtcttetgggtggeagtgatgg-3’.

Los fragmentos de ¢cDNA amplificados fueron detectados y analizados luego de
electroforesis en geles de agarosa al 29 p/v en tampon TAE (Tris 45 mM, 4cido acético
y EDTA 2 mM pH 8) conteniendo 0,5 mg/ml de bromuro de etidio. Las bandas se
visualizaron en un transiluminador UV y fotografiaron con camara digital Kodak. La
intensidad de las bandas fue medida desde fotografias digitales usando el software

Kodak Digital Science 1D image analysis.

3.7 CARACTERIZACION DE PROTFINAS EN EL MEDIO CONDICIONADO
POR MUSCULO DANADO Y NO DANADO
371  FILTRACION EN MEMBRANAS DE TAMANO DE PORO DEFINIDO

Medio condicionado por miusculo esquelético danado fue fraccionado por

filtracion en membrana de tamano de poro definido (Amicon Ultra-4 50,000 NMWL,
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Millipore) que retiene moléculas de peso molecular nominal limite de mas de 50 KDa y
ultrafiltra moléculas de menos de 50 KDa. Para ello, medio condicionado por musculo
danado (Métodos 3.4) fue puesto en la unidad de filtracion y centrifugado por 25 min a
4000 x g. La solucion filtrada fue recuperada desde la unidad de filtracion y el medio
retenido fue lavado con 10 volamenes de a-MEM. Luego el medio retenido fue también
recuperado desde la unidad de filtracién. Una alicuota de cada fraccion (retenida y
filcrada) fue reservada para medir contenido de proteinas por el Método de Bradford.
Las fracciones obtenidas (retenida y filtrada) fueron usadas para ensayos de su

actividad miogénica (Métodos 3.5) y las proteinas de cada fraccion fueron analizadas en

geles PAGE-SDS (Métodos 3.8.2).

372 DETECCION ESPECIFICA DE PROTEINAS

3721 DETECCION DE CITOQUINAS

La deteccion de las citoquinas I1.-6, IL-1B e TNF-a se realizo mediante ensayos
de ELISA especificos para las especies murino de las citoquinas (Quantikine M, R&D).
Brevemente, los kits contienen el anticuerpo monoclonal especifico para cada citoquina
inmovilizados en los pozos de una micro placa. Medios condicionados por misculo
danado y no-danado, estdndares y controles fueron agregadas en cada pozo de la micro
placa. Después de lavar se agrego el anticuerpo policlonal especifico unido a peroxidasa
de rabanito para cada citoquina. Se lavd nuevamente y se agregé el sustrato de la

enzima a cada pozo. Las micro placas fueron leidas a 450 nm en lector de ELISA. Los
valores de las muestras se calcularon interpolando los datos en curva estindar para

cada citoquina (DO4sp v/s concentracion pg/ml).
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3722 DETECCION DE IGF-I

La deteccion de IGF-1 se realiz6 mediante RIA. El ensayo fue realizado en
laboratorios del IDIMI en el Hospital San Borja Arriaran siguiendo el protocolo descrito
por Garcia y cols., 1996. Previo a la deteccion de IGF-1, se realizo una extraccion en
medio etanol/dcido para eliminar las proteinas de unién a IGF-1 (IGFBPs). En breve, el
IGF-1 recombinante fue jodinado usando el método de la Cloramina T (vanObberghen-
Schilling y Pouyssegur, 1983). Los péptidos radiomarcados fueron separados del yodo
libre por filtracién en gel sobre columnas de Sephadex G-50 (1 em x 50 cm). La
actividad especifica del IGF-1 fue aproximadamente de 300 mCimg". La curva estandar
fue establecida usando IGF-1 recombinante. Los coeficientes de variacion intra- e inter-

ensayo para IGF-1 fueron de 8,6 y 10,2%, respectivamente.

373 EFECTO DE LAS PROTEINAS PRESENTES EN EL MEDIO CONDICIONADO POR
MUSCULO DANADOEN LA PROLIFERACION Y DIFERENCIACION MIOGENICA
3731 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

Para evaluar la participacion de 1L-6 e IGF-1 presentes en los medios
condicionados por musculo danado, se realizaron ensayos de inhibicion de la actividad
miogénica (Métodos 3.5) en presencia de anticuerpos dirigidos contra IL-6 e IGF-1.
Para los ensayos se cultivaron células C,Cj; en medio D-MEM conteniendo 0,5% de
SFB y medio condicionado por musculo danado (0,5 mg/ml) en presencia de anti-1L6
(0,4 pg/ml) o en presencia de anti-IGF1 (7,4 pg/ml). Esta concentracién de los

anticuerpos neutralizantes fue 100 y 50 veces mayor respectivamente, que la
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concentracion inhibitoria indicada por el proveedor. El medio de cultivo fue cambiado
cada 3 dias por medio fresco preparado de la misma forma. A distintos tiempos se
observé la morfologia y se estudio la expresién de marcadores miogénicos (Métodos
3.6). Para juzgar la participacion de IL-6 e IGF-1 en la proliferacion, en paralelo se
evalto el ntumero y viabilidad (Métodos 3.8.1) de c¢lulas C,Cj; y CTMr cultivas en
medio con 0,5% de SFB y medio condicionado por musculo dafiado suplementadas con
los anticuerpos neutralizantes en condiciones semejantes a los ensayos miogénicos

descritos anteriormente.

3732 EFECTODE IGF-1EXOGENO

Para evaluar el efecto de IGF-1 exégeno sobre la proliferacion y diferenciacion
miogénica de CTMr, se incubaron CTMr en medio a-MEM conteniendo 0,5% de SFB y
suplementado con IGF-1 recombinante (USBiological) a concentraciones entre 01 a 10
ng/ml. A distintos tiempos se observé la morfologia, nimero y viabilidad celular
(Métodos 3.8.1). La morfologia de las células fue registrada mediante fotografias desde
el microscopio de contraste de fase con camara digital Nikon (Coolpix 4500). Fn

paralelo, también se estudio la expresion de marcadores miogénicos (Métodos 3.6).

38 TECNICAS GENERALES
381 RECUENTOY VIABILIDAD CELULAR

Para cultivo en placas de 100 mm o de 24 pozos, el namero de células viables se
determiné contando ¢l namero de células que no incorporaron el colorante Azul de

Tripan.
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Para cultivos en pozos, el numero de células se determind ademds
espectrofotométricamente tifendo las células adheridas con Cristal Violeta 0,29% (p/v)
en etanol 10% (v/v) por 5 min a Ta. Después de lavar 4 veces con PBS, se solubiliz6 el
colorante unido a las células incubdndolas con una mezcla 50/50 de NaH,PO, 0,1 M pH
4.5y etanol 50% (v/v) por 5 min a Ta. Finalmente se determin6 la absorbancia a 570 nm
en lector de micro placa y se calculd el namero de células interpolando los datos en

curva estandar para cada tipo celular.

382 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (PAGE-SDS)

Se utilizaron geles preparados en vidrios de 10 x 7 x 0,15 cm que contenian SDS
0,1% (p/v) (Laemmli, 1970). El gel concentrador se hizo al 3% y el separador en
gradiente del 5 al 15%. Las proteinas se mezclaron con tampon de muestra (Tris-HCl
0,125 M, pH 6,8, SDS 6%, glicerol 20%, B-mercaptoetanol 10% y azul de bromo fenol
0,07%) v se incubaron por 5 min a 100° C antes de ser aplicadas al gel. Los geles se

corrieron a corriente constante de 10 mA (concentrador) y 20 mA (separador).

383  TINCION DE GELES DE POLIACRILAMIDA

Los geles fueron incubados por 3 hrs a Ta en una solucion de fijacion (metanol
50% y acido acético 10%) y luego tenidos con azul brillante de Coomasie R-250 (0,25%
p/v en metanol 50% y dcido acético 10%). La tincién inespecifica del gel se eliminé
mediante incubaciones de 20 min en solucién de destenido (metanol 309, dcido acético
10%). Para la tincion de las proteinas en los geles con nitrato de plata se siguieron las

instrucciones el proveedor del kit (W & Z). Brevemente, los geles fueron fijados por 6 a
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12 h a Ta incubando en solucion de etanol 30% y dcido acético glacial 109%. Luego se
lavaron con agua destilada por 5 min y con solucién de lavado por 1 min mds. Los geles
se sumergieron en solucion de tenido por 10 min y luego revelados en una mezcla de
solucion de revelado y fijacion hasta que la intensidad de las bandas fue la adecuada. El
revelado se detuvo anadiendo solucién de detencion y luego se lavo con agua destilada
por 10 min. Los geles fueron secados aplicando calor y vacio y fueron fotografiados

digitalmente con cdmara Nikon (Coolpix 4500).

39  ANALISIS ESTADISTICO

El efecto del medio condicionado por musculo danado y no-danado sobre la
proliferacién de las CTMr, fue analizado mediante ANOVA de dos vias seguido del test
de comparacion post hoc Tukey. El efecto de distintos tratamientos sobre la
proliferacién de las CTMr y los mioblastos C,C),, fue analizado mediante ANOVA de
una via seguido del test de comparacion post hoc Tukey. Valores de p < 0,05 fueron
considerados como estadisticamente significativos. Todos los andlisis estadisticos

fueron realizados usando el programa SYSTAT® para Windows®.



RESULTADOS

1. EFECTO DEL MEDIO CONDICIONADO POR MUSCULO DANADO EN
LA DIFERENCIACION MIOGENICA DE CELULAS TROCALES

MESENQUIMATICAS

11 Potencial de diferenciacion de las células troncales mesenquimaticas
obtenidas de médula 6sea de rata.

Con el propésito de caracterizar ¢l modelo celular usado en esta tesis, a las CTM
obtenidas de la médula 6sea (MO) de rata se les analizé6 sus propiedades de
diferenciacion hacia los linajes osteogénico, adipogénico y miogénico. Para esto, las
CTM aisladas de la MO de rata (CTMTr) fueron expuestas a los distintos inductores no
fisiologicos descritos para la diferenciacion hacia los linajes mencionados.

En medio de cultivo conteniendo 10% de SEB, las células obtenidas de la MO de
rata crecen fuertemente adheridas a la placa de cultivo, como una poblacién con
caracteristicas morfologicas homogéneas del tipo fibroblastoide (Fig. 2A). El tiempo
aproximado de duplicacién es de 27 horas y el crecimiento celular se inhibe por
contacto, cuando alcanzan confluencia (Fig. 3). Estas caracteristicas se conservaron en
todos los cultivos con un numero de subcultivos no superior a siete. En la figura 3,

también se muestra que las c€lulas cultivadas en medio conteniendo sélo 0,5% de SFB,

condicién control de los experimentos, detienen su crecimiento, pero permanecen

34
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FIGURA N° 2. DIFERENCIACION OSTEOGENICA, ADIPOGENICA Y
MIOGENICA DE CTMr.

Las CTMr en medio completo (A) fueron expuestas a los estimulos de diferenciacion
osteogénico (B), adipogénico (C) y al inductor miogénico (D). Luego de diferentes
periodos de estimulacion las células fueron fotografiadas desde un microscopio de
contraste de fase. A las 4 semanas la diferenciacion osteogénica terminal se
caracterizo por el deposito de una matriz mineralizada que fue posible visualizar por
tincion Alizarin Red (B). En condiciones adipogénicas, desde los 3 dias la
acumulacion citoplasmatica de gotas de lipidos fue visualizada con la tincion Oil red
O (C), indicativo de cé¢lulas en vias de diferenciacion hacia adipocitos; mientras que
la diferenciacion miogénica se caracterizo por la formacion de células alargadas y
multinucleadas, como las que se sefiala con flechas, a los 9 dias después de exponer
las CTM con 5-azacitidina (D). La escala de la barra corresponde a 50 pum.
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FIGURA N° 3. CURVA DE CRECIMIENTO DE LAS CTMr.

Las células de subcultivo secundario fueron sembradas a un densidad de 1000
células/em? e incubadas en medio a-MEM conteniendo 10% o 0,5% de SFB. A
diferentes intervalos de tiempo, las células viables fueron contadas luego de teirlas
con azul de Tripan. Los datos representan el promedio del namero de células + la
desviacion estindar de al menos 5 experimentos realizados por triplicado.
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viables y adheridas a la placa al menos por 2 semanas, el maximo periodo usado en los
estudios.

Las células incubadas en medio osteogénico mineralizaron su matriz
extracelular al cabo de 4 semanas, revelando que éstas se diferenciaron a células
osteobldsticas (Fig. 2B). Bajo el estimulo adipogénico, las células mostraron el fenotipo
caracteristico de adipocitos en vias de maduracién, indicado por la acumulacion de
gotas de lipidos neutros en su citoplasma (Fig. 2C). La deteccion de adipocitos con
gotas citoplasmaticas de lipidos comenzé a los 3 dias de incubacién en medio
adipogénico y el namero de éstos fue aumentando con el transcurso de los dias; sin
embargo, en cultivos con mas de seis pasajes, no fue posible observarlos. Algo similar
ocurrié en los estudios de diferenciacion osteogénica.

La capacidad de las células de diferenciarse hacia el linaje miogénico fue
analizado luego de exponer cultivos secundarios y terciarios por 24 horas al compuesto
5-azacitidina. Bajo estas condiciones, al cabo de 9 dias de cultivo, se observaron algunos
focos de células alargadas binucleadas o multinucleadas (Fig. 2D). El namero de focos
fue de 1 a 2 por cada 5000 células sembradas en las placas de cultivo (35 mm) y se
estim6 que los focos contenfan entre 2 a 10 de estas células “alargadas-multinucleadas”.
Ademas, estas c€lulas se contraian espontdneamente. Indicando entonces que estas
células adquirieron el fenotipo de miotubos. Conjuntamente, mediante anlisis por RT-
PCR se determino que las células expuestas al inductor miogénico aumentaron 5 veces
la expresion del marcador temprano de diferenciacion miogénica MyoD, como se
muestra en la figura 4. Estos resultados confirman que las células adherentes

obtenidas de la MO de rata contienen progenitores que pueden dar origen al
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menos a células de los linajes osteogénico, adipogénico y miogénico, caracteristica

funcional de las CTM.

1.2  Obtencion del medio condicionado por musculo esquelético danado

Con ¢l objetivo central de investigar si factores derivados del masculo danado
son capaces de inducir la diferenciacién miogénica de las CTMr, se colect6 el medio
condicionado por musculo esquelético de rata, danado in vivo previamente. Para esto se
implementé un modelo de dano muscular quimico, ilustrado en la figura 5, que
consisti6 en inyectar una solucién de BaCl, (1,2% p/v, 49mM) en el masculo Tibialis
Anterior (TA) de rata, procedimiento descrito por Caldwell y cols., 1990. Dos o cuatro
dias después de realizado el daio, el TA fue escindido y depositado en medio de cultivo.
Luego, el medio condicionado fue recuperado, centrifugado, filtrado y guardado en
alicuotas a -80° C hasta su utilizacién. A este medio condicionado se le designé MD.
Como control del modelo quimico de dano, se implementé el modelo de dano de tipo
mecdnico descrito por Kami y cols., 1995. Este consistio en dejar caer un peso sobre el
TA de ratas anestesiadas. La preparacién del medio condicionado fue realizada como se
describié anteriormente y se le designé como MD-contuso. El medio condicionado

control, designado MnD fue obtenido a partir de TA de rata no inyectada usando el

mismo procedimiento descrito.
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FIGURA N? 4. EXPRESION DE MyoD EN LAS CTMr INDUCIDAS A
DIFERENCIAR HACIA LINAJE MIOGENICO

Las CTMr fueron incubadas en medio completo solo o suplementado por 24 horas
con el inductor de diferenciacion miogénica 5-Azacitidina (5AzaC). Después de 4
dias de cultivo, el RNA total fue aislado para analisis mediante RT-PCR de la
expresion del RNAm de MyoD. Como control interno se amplifico cDNA de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).
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FIGURA N° 5. ESQUEMA DE OBTENCION DEL MEDIO CONDICIONADO
POR MUSCULO DANADO

El dano muscular se realizd inyectando una solucion de BaCl, (1,2% p/v) en el
musculo tibialis anterior (TA) de ratas adultas. Dos dias después, el masculo danado
fue extraido y depositado en medio de cultivo por 2 horas a 4° C para condicionar el
medio. Luego, el medio condicionado, denominado MD, fue centrifugado, filtrado,
dividido en alicuotas y guardado a -80° C hasta su utilizacion.
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13  Efecto del medio condicionado obtenido a partir de musculo danado (MD)
sobre la morfologia, proliferacion y diferenciacion miogénica de las CTMr

El efecto de MD sobre la proliferacion de las CTMr fue estudiado al cultivar las
células en medio conteniendo sélo 0,5% de SFB o suplementado con cantidades
crecientes de MD. Como se mostré anteriormente en la Figura 3, las CTMr en medio
conteniendo s6lo 0,5% de SFB no proliferan. La Figura 6A muestra que en presencia de
MD las células proliferan; sin embargo, al cabo de 7 dias en estas condiciones (0,5
mg/ml de proteina), el cultivo alcanza el 40% del crecimiento de las CTMr mantenidas
en medio con 10% de SFB. La Figura 6B indica que la proliferacion es dependiente de la
cantidad de proteinas aportada por el MD y con 0,5-1 mg/ml de proteina del MD
alcanza una tasa de proliferacién aproximadamente 12 veces respecto de las CTMr
mantenidas en solo 0,5% de SFB. Mientras que en las CTMr incubadas con MnD, no se
observo un efecto en la proliferacion celular, independientemente de la dosis de MnD
usada. Estos resultados indican que desde el misculo esquelético que ha sido
danado se liberan al medio factor(es) que estimulan la proliferacion de las CTMr.

La Figura 7 muestra el curso temporal del efecto de MD sobre el cambio
morfologico de las CTMr. Antes de la exposicion al MD, las CTMr en cultivo
mostraban la morfologia del tipo fibroblastoide caracteristica (Fig. 7A), que se
mantenia luego que las células habian sido cultivadas con MD (0,5 mg/ml de proteina)
por 2 dias (Fig. 7B). A tiempos posteriores, conjuntamente con un aumento en el
namero de células, fueron evidentes cambios en la morfologia celular. Entre los 4 a 5
dias de incubacién con MD eran observables algunas células poligonales pequenas (Fig.

7C)y desde los 6 a 7 dias en adelante, fueron notorios varios focos conteniendo entre 5 a
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FIGURA N® 6. EFECTO DEL MD SOBRE LA PROLIFERACION DE LAS CTMr.
(A) Las células fueron sembradas a una densidad de 1000 células/cm” e incubadas en
medio de cultivo conteniendo 10% de SFB o 0,5% de SFB solo (control) o
suplementado con 0,5 mg/ml de proteina de MD. A cada intervalo de tiempo se
evalu6 el niimero de células viables. (B) Las células fueron sembradas a una densidad
de 1500 células/cm’ e incubadas en medio de cultivo conteniendo 0,5% de SEB
suplementado con MD o MnD a la concentracion de proteina indicada. A los 7 dias,
las células viables fueron contadas. Los datos representan el promedio del naimero de
células + la desviacién estandar de tres experimentos realizados en triplicado.
Asteriscos indican diferencias significativas respecto del control (sin MD** o

MnD*), p < 0,05; letras distintas senalan diferencias significativas en el ntmero de
CTMr con respecto de la dosis de MD, p < 0,05.
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15 células grandes, alargadas y multinucleadas (Fig. 7D, E), similares a las observadas
luego de exponer las CTMr a la 5-azacitidina. Notoriamente, estas células también
presentaban contracciones espontaneas. Dado que el namero de focos de este tipo de
células fue mayor al incubar con MD obtenido de musculo escindido 2 en vez de 4 dias
después de realizado el dano, se opt6 por remover los masculos danados a los 2 dias de
la inyeccion de BaCl,. En contraposicion, las células incubadas con MnD (0,5 mg/ml de
proteina) mostraron durante todo el periodo del ensayo una morfologia similar a las
células incubadas en medio con 0,5% de SFB, tal como se observa en la Figura 7F. Estos
resultados mostraron que el MD induce la formacion de células con caracteristicas
morfologicas y funcionales propias de una célula muscular.

Las modificaciones en la morfologia de las CTMr tratadas con MD fueron
acompanadas de cambios en la expresion de proteinas marcadoras miogénicas. La
Figura 8 muestra que, tanto en condiciones de cultivo control (0,5% de SFB), como en
medio de cultivo completo (109% de SEB), las CTMr expresaban los marcadores de
diferenciacion miogénica temprana MyoD, Myf-5 y desmina. Esto fue observado en el
2%, 80% y 5% de las células para MyoD, Myt-5 y desmina, respectivamente (Figura 8).
Sin embargo, las células no estimuladas no expresaban proteinas marcadoras de estados
de diferenciacion intermedia y tardia, como miogenina, o-actinina y cadena pesada de
la miosina (MHC). Por otra parte, las CTMr mostraron variaciones en la expresion de
los marcadores miogénicos MyoD, miogenina, a-actinina y MHC en el transcurso de la
exposicion al MD (Tabla I). Después de 2 dias de cultivo con MD, el namero de las
células positivas para la expresion de MyoD aumento desde un 2% hasta un 40-60%,

como muestra la Figura 9, mientras que la expresion de los otros marcadores



44

miogénicos permanecia invariable (Tabla I). Este efecto del MD en la expresién de
MyoD fue ademds validado por andlisis mediante RT-PCR, el cual mostré que la
abundancia de los transcritos de MyoD fue 10 veces superior en aquellas células
expuestas a MD que en c¢lulas control (Fig. 9B). Sin embargo, el aumento del nimero
de células positivas para MyoD fue transitorio, puesto que luego de 3-4 dias en
presencia de MD, el porcentaje de las células MyoD positivas retorno a los niveles del
control (Fig. 9 y Tabla I). Entre los dias 4-5, cuando las células eran atin
mononucleadas, se detecté miogenina en aproximadamente el 2% de las células,
mientras que el resto de los marcadores miogénicos no registré cambio (Myf-5, MyoD,
a-actinina y miosina). Desde los dias 6-7 en adelante, mas del 90% de las células mostro
expresion de desmina (Fig. 8). Ademas, los focos de células alargadas y multinucleadas
(como los ilustrados en la Figura 7) expresaban miogenina, o-actinina y MHC en
aproximadamente el 2-3% del total de células, estimado a partir de los nacleos
contados en la lamina (Figura 10). Cabe mencionar que las CTMr incubadas con MnD
no mostraron aumento en la expresion de MyoD; tampoco hubo expresion de
marcadores miogénicos intermedios ni tardios, durante todo el periodo de andlisis. Por
lo tanto, los resultados hasta aqui expuestos demuestran que el medio
condicionado por musculo danado quimicamente con BaCl, contiene algin o

algunos factores que inducen la diferenciacion miogénica de las CTMr.
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FIGURA N° 7. EFECTO DEL MD SOBRE LA MORFOLOGIA DE LAS CTMr

Las células fueron sembradas a una densidad de 1000 células/cm? e incubadas en
medio de cultivo conteniendo 0,5% de SFB suplementado con MD (0,5 mg/ml). Las
fotografias obtenidas desde el microscopio de contraste de fase fueron tomadas a los
0 (A), 2 (B), 5 (C), 7 (D) y 12 dias (E) de cultivo. La cabeza de flecha y la flecha
muestran células poligonales pequefias y grandes células alargadas y multinucleadas,
respectivamente. (F) seniala las CTMr incubadas por 12 dias con MnD en medio de
cultivo conteniendo 0,5% de SFB. Estos resultados son representativos de al menos 5

experimentos independientes. La escala de la barra representa 50 pm.
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FIGURA 8. EXPRESION DE MARCADORES DE DIFERENCIACION
MIOGENICA TEMPRANA EN CTMr INCUBADAS CON MD.

[as células sembradas a una densidad de 1000 células/cm” fueron incubadas en
medio de cultivo conteniendo 0,5% de SFB y 0,5 mg/ml de MD. A los dias 0y 7, la
expresion de Myf-5, MyoD y desmina fue determinada por anélisis de
inmunofluorescencia (paneles del lado izquierdo). La tincién con Hoechst (paneles
del lado derecho) confirma la localizacion nuclear de la sefial inmuofluorescente. Los
resultados son representativos de al menos 5 experimentos independientes. La escala
de la barra representa 50 pm.
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FIGURA 9. EXPRESION DE MyoD EN LAS CTMr EXPUESTAS A MD.

(A) Aumento transitorio de la expresion de MyoD en las CTMr expuestas a MD. Las
células sembradas a una densidad de 1000 células/cm” fueron incubadas en medio de
cultivo conteniendo 0,5% de SFB y 0,5 mg/ml de MD. La expresion de MyoD fue
ensayada a los 0, 2 y 4-7 dias de cultivo mediante inmunofluorescencia. La tincion
con Hoechst confirma la localizacién nuclear de la senal inmunofluorescente. Las
flechas indican los nacleos positivos para MyoD a los 0 y 4-7 dias. La escala de la
barra representa 50 pum. (B) Analisis de la expresion de MyoD mediante RT-PCR.
Las CTMr fueron incubadas en medio control (0,5% de SFB) y en medio control
suplementado con 0,5 mg/ml de MD. Después de 3 dias, el RNA total fue aislado para
analisis de la expresion del RNAm de MyoD mediante RT-PCR. Como control
interno se amplifico cDNA de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).
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FIGURA 10. EXPRESION DE MARCADORES MIOGENICOS INTERMEDIOS Y
TARDIOS EN CTMr INCUBADAS CON MD.

Las células fueron sembradas a una densidad de 1000 células/cm® e incubadas en
medio de cultivo con 0,5% de SFB y suplementado con 0,5 mg/ml de MD. (A)
Expresion de miogenina, a-actinina y miosina (MHC) ensayada a los 7 dias de
cultivo. (B) Doble inmunofluorescencia para miogenina y a-actinina o miosina
(MHC) a los 12 dias de incubacién con MD. Localizacion nuclear de la
inmunofluorescencia confirmada por tincion con Hoechst. Resultados son

representativos de al menos 3 experimentos independientes. La barra representa 50
pm.
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TABLA 1. Resumen de los cambios en la expresion de los marcadores miogénicos

inducidos por el MD en las CTMr.

Dias en cultivo  Myf-5 MyoD desmina miogenina a-actinina MHC

0 e + + - . .

2-3 +++ ++ n.d. - - .

4-6 +++ + ++ + 5 -
7-12 Fs + +4+ + + +
miotubos? n.d. ++ +++ et s +++

Las células fueron agrupadas en las siguientes categorfas segtin la expresion relativa de

cada marcador detectado mediante inmunofluorescencia:
+++: 2> 90%

++:40% a 60%

+: < 10%

-:negativo

n.d.: no determinado.

Los porcentajes fueron determinados respecto del namero total de ntcleos contados en
la ldmina.
! Ensayado 24 horas después de sembrar.

> Similares a aquellos mostrados en la figura 5Dy E
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131  Caracterizacién por citometria de flujo de la diferenciacion miogénica de las CTMr incubadas
conMD

Con el propésito de tener otra herramienta para la cuantificacion del efecto
provocado por el MD en las CTMr, se andlizé por citometria de flujo la expresion de
marcadores de diferenciacion miogénica. Para esto, las CTMr fueron incubadas en
medio conteniendo 0,5% de SFB suplementado con MD (0,5 mg/ml) por 7 dias. Las
células fueron tratadas con los anticuerpos contra las proteinas marcadoras de
diferenciacion miogénica (MyoD, Myf-5 y MHC o miosina) y con yoduro de propidio.
Esto ultimo para inferir el estado de ciclo de las células marcadas a partir de la medicion
del contenido de DNA.

El analisis de los datos obtenidos de la citometria de flujo (Figura 11), indican
que, al inicio de los ensayos (dia 0), el 90% de las células se encontraban en etapa
GO0/G1 del ciclo celular. De estas células, el 2,5% es positivo para MyoD y el 84% resulto
positivo para la expresion de Myf-5. E110% de las células restantes, que estaban en las
etapas Sy G2/M, eran todas positivas para Myf-5 y solo un 0,8% era también positivo
para MyoD. Por otra parte, todas las células fueron negativas para miosina al dia 0. Al
cabo de 7 dias de cultivo con MD, en aquellas CTMr que estaban en etapa G0/G1
(90%), se detecté MyoD, Myf-5 y MHC en el 2,50%, 70% y 2,34% de las celulas,
respectivamente. Mientras que todas las células que estaban en etapa S y G2/M
expresaban Myf-5, un 0,63% de ellas eran positivas para MyoD. Cabe mencionar que las
CTMr incubadas por 7 dias bajo condicion control (0,5% de SFB) se encontraban en un

90% en las etapas GO/GI, en concordancia con el hecho que las células bajo estas
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condiciones no proliferan (Fig. 3 y Fig. 6A) y no se detecto la expresion de MyoD, ni
MHC.
Estos datos apoyan los resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia,

revelando que aproximadamente entre el 2 a 3% del total de las células expuestas

durante 7 dias a MD corresponden a células diferenciadas hacia el linaje miogénico.

132 Andlisis para demostrar que el BaCl, residual no es responsable del efecto miogénico atribuido

aMD

La posibilidad que el efecto miogénico observado fuese atribuible a BaCl,
residual en el MD fue analizado en ensayos que demostraron que las CTMr cultivadas
en presencia de BaCl, en concentraciones entre 0,1 y 5 mM, no exhibieron proliferacion

(Fig. 12), ni cambios en su inmunofenotipo. Por el contrario, el BaCl, resulté letal en

concentraciones mayores a 0,1 mM.
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FIGURA 1. CARACTERIZACION POR CITOMETRIA DE FLUJO DE LA
DIFERENCIACION MIOGENICA DE LAS CTMr INCUBADAS CON MD

Las células fueron sembradas en medio con 10% de SEB (Dia 0) e incubadas en medio
de cultivo conteniendo 0,5% de SFB solo (control) o suplementado con 0,5 mg/ml de
proteina de MD por 7 dias. Las células fueron tratadas con los anticuerpos contra las
proteinas marcadoras de diferenciacion miogénica (Myf-5, MyoD y miosina) y con
yoduro de propidio. A. Histogramas del estado de ciclo de las CTMr. B. Graficos de
densidad que relacionan contenido de DNA con la marcacion de diferenciacion
miogénica en las células, a los dias 0 y 7. Valores indican el porcentaje del total de
células marcadas en etapa GO/G1. Al dia 7 en las CTMr control no se detect6 la
expresion de MyoD, ni miosina. Los datos son representativos de 2 experimentos.
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FIGURA 12. EFECTO DE BaCl, SOBRE LA PROLIFERACION DE LAS CTMr

Las c¢lulas fueron sembradas a una densidad de 5000 células /cm” e incubadas en
medio de cultivo con 0,5 % de SFB suplementado con 0,5 mg/ml de MD o con BaCl,
en las concentraciones indicadas. Después de 7 dias en cultivo en las respectivas
condiciones, las células viables fueron contadas. Los datos representan el promedio

del ntimero de células + la desviacién estandar de 2 experimentos realizados por
triplicado. Letras distintas denotan diferencias significativas, p < 0,001
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133  Efecto miogénico del medio condicionado por miisculo daniado mecdnicamente (MD-contuso)
enlas CTMr

Con el propésito de independizar los efectos observados del mecanismo de
generacion del dano muscular, se analiz6 las consecuencias de cultivar las CIMr con
medio condicionado obtenido a partir de masculo danado in vivo por contusion.

Las CTMr fueron incubadas en medio de cultivo conteniendo 0,5% de SFB solo o
suplementando con distintas cantidades de proteina de MD-contuso. La Figura 13A
muestra que en presencia de MD-contuso las células aumentaron su proliferacion 12
veces en comparacion al control. Este efecto fue dependiente de la dosis de MD-contuso
en el cultivo (no mostrado). Sin embargo, el efecto proliferativo de MD-contuso fue un
50% menor que el producido por igual cantidad de proteinas de MD.

El aumento de entre un 20 a un 30% en el namero de CTMr que expresaban
MyoD luego de incubar con una concentracién de 0,8 mg/ml de proteina de MD-
contuso, mayor que la usada para incubaciones con MD (0,5 mg/ml de proteina)
durante 2 dias, sugiri6 un efecto similar al causado por MD (no mostrado). Sin
embargo, en las CTMr expuestas durante 10 dias a MD-contuso (0,8 mg/ml de
proteina), no se observaron grandes focos de células alargadas y multinucleadas, sino
que solo se detectaron células discretas que expresaban miogenina y miosina (Fig. 13B).
Estos resultados indican que el efecto de MD-contuso sobre las CTMr fue
cualitativamente similar, aunque cuantitativamente inferior, al producido por MD.
De manera que el medio condicionado por miisculo esquelético dafiado, quimica o

mecdnicamente, contiene senales que estimulan la diferenciacion miogénica de las

CIMr.
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FIGURA N¢ 13. EFECTO DE MD-contuso SOBRE LA PROLIFERACION Y
DIFERENCIACION MIOGENICA DE LAS CTMr.

Las células fueron sembradas a una densidad de 1000 células/cm® e incubadas en
medio de cultivo con 0,5% de SFB solo, suplementado con 0,5 mg/ml de MD o con
0,5 mg/ml de MD-contuso. (A) Al cabo de 7 dias en cultivo, las cé¢lulas viables fueron
contadas. Los datos representan el ntimero promedio de células + la desviacion
estandar de un experimento realizado en triplicado. (B) Inmunofluorescencia doble
con anticuerpos contra miogenina y MHC realizada después de 10 dias de
incubacion con 0,8 mg/ml de MD-contuso. La barra representa 50 pm.
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5 CARACTERIZACION DE FACTORES EN EL MEDIO CONDICIONADO

RESPONSABLES DE LA DIFERENCIACION MIOGENICA DE LAS CTMr

Con la finalidad de iniciar la identificacion de los factores solubles provenientes
del tejido muscular danado, que son responsables de la induccion de la diferenciacion
miogénica y del estimulo de la proliferacion, se analizé la especificidad celular del MD
para inducir respuestas miogénicas en otras células, su estabilidad térmica y el tamano

molecular de los componentes responsables de los referidos efectos.

21  Efecto del MD sobre otras lineas y cultivos celulares

Para esto se utilizaron lineas celulares o cultivos primarios de progenitores
miogénicos de otro origen y de células no miogénicas de murino y humano. Estas se
incubaron por diferentes periodos en medio de cultivo con 0,5% de SFB solo o
suplementado con MD (0,5 mg/ml). En el transcurso de la incubacion se evalué:
morfologia, viabilidad celular y la expresion de los marcadores miogénicos MyoD, Myf-
5, miogenina, ci-actinina y miosina. Las células utilizadas fueron: mioblastos C,Cy,, (una
linea celular de células satélite derivada de masculo esquelético de ratén), células MCF-
7 (linca derivada de epitelio mamario humano), fibroblastos 3T3 (linea celular
mesenquimatica derivada de embrion de raton), fibroblastos de piel humanay CTM de
médula 6sea humana.

Los resultados de las Figuras 14 y 15 muestran que el MD estimulo la
proliferacion en todos los tipos celulares estudiados: MCF-7, 3T3, C,Cy, fibroblastos de

piel humana y CTM humanas. La morfologia de las células después de incubar con MD,
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tal como lo exhibe la Figura 14, no fue diferente de la exhibida en la respectiva
condicion control (con 0,5% de SFB). En cambio, de manera analoga a lo descrito en
este trabajo para las CTMr, el MD produjo una evidente diferenciacion miogénica de los
mioblastos C,Cy,, equivalente a la resultante de su incubacién en presencia de 4% de
SC, su medio de diferenciacion convencional (Fig. 15, panel inferior). En respuesta al
MD los mioblastos C,C, formaron numerosos focos de miotubos, grandes (largos y
gruesos) y ramificados, antes incluso que los formados en su medio de diferenciacion
convencional y claramente distinguibles de aquellos escasamente presentes en
condiciones de 0,5% de SFB, que ademads de escasos son cortos y delgados (Fig. 15 panel
inferior). Estas observaciones fueron ademds confirmadas por la expresion de los
marcadores de diferenciacién miogénica, miogenina y miosina. Esta ultima, fue
detectada en mas del 609% de las células en cultivo con MD (Fig. 16). Los marcadores
detectados en las CTMry en los mioblastos C,Cj, expuestos al MD, pero no en los otros
tipos de células en estudio estdn resumidos en la Tabla II.

Estos resultados sugieren que el efecto proliferativo producido por
componentes del MD es inespecifico, mientras que el efecto miogénico parece ser

especifico para células con el potencial de diferenciar hacia el linaje muscular.
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FIGURA N¢° 14. EFECTO DEL MD SOBRE I A PROLIFERACION Y
MORFOLOGIA DE CELULAS DIFERENTES A LAS CTMr.

Las lineas celulares MCF-7, 3T3 y cultivos de fibroblastos de piel y de CTM humanas
se incubaron en medio de cultivo con 10% o0 0,5% de SFB (control) o suplementado
con 0,5 mg/ml de MD. A cada intervalo de tiempo se evalué morfologia y viabilidad

celular (panel izquierdo). El panel derecho muestra la morfologia de las células luego
de 7 dias de cultivo en la condicién control o con MD.
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FIGURA N° 15. EFECTO DEL MD SOBRE LA PROLIFERACION Y LA
MORFOILOGIA DE MIOBLASTOS C,Cp

Los mioblastos C,C,; fueron sembrados a una densidad de 3000 células/cm?® e
incubados en medio de cultivo D-MEM conteniendo 10% o 0,5% de SFB solo
(control) o suplementado con 0,5 mg/ml de proteina de MD. A cada intervalo de
tiempo se evalué el nomero de células viables (panel superior). Los datos
representan el promedio del namero de células + la desviacion estandar de 3
experimentos hechos en triplicado. El panel inferior muestra la morfologia de las
células luego de 7 dias de cultivo en la condicién de diferenciaciéon convencional para
las C5Cy; (4% SC), condicion control o con MD.
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FIGURA N? 16. EFECTO DE MD SOBRE LA DIFERENCIACION MIOGENICA
DE LOS MIOBLASTOS C,Cy,.

Los mioblastos C,Cj, fueron sembrados a una densidad de 3000 células/cm’ e
incubados en medio de cultivo D-MEM con 0,5% de SEB suplementado con 0,5
mg/ml de MD. La expresion de miogenina, miosina (MHC) y miosina esquelética fue
ensayada a los 7 dias de cultivo. La localizacion nuclear de la miogenina fue
confirmada por tincién de los nacleos con Hoechst. La escala de la barra representa
50 pm.
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TABLA 2. Expresion de marcadores miogénicos en distintas lineas celulares y

cultivos primarios a los 7 dias en cultivo con MD

Tipo celular MyoD  Myf5 miogenina a-actinina MHC
CTM rata + +t + + =
GGy, +++ +++ +++ +++ +++
MCEF-7 - - - . .

313 - . - . .

tibroblastos . - - " .

de piel humana

CTM humanas . -4+ - -

Analizado por inmunofluorescencia. Células fueron agrupadas en las siguientes

categorias:
+++: 2 50%
+ < 50/0

-1 negativo

Porcentaje asignado con respecto al total de nticleos celulares en la lamina.



2.2  Estabilidad térmica de componentes del MD que estimulan la proliferacion
y la diferenciacion miogénica de CTMr

El MD fue sometido a desnaturacion térmica, calentando por 7 minutos a 952 C.
Con este MD desnaturado, se suplement6 el medio control (con 0,5% de SFB) utilizado
para cultivar las CTMr. La Figura 17 muestra que el MD desnaturado perdio la
capacidad de estimular la proliferacion de las CTMr, teniendo un efecto similar al MnD
o al medio de cultivo con solo 0,5% de SFB. El MD sometido a desnaturacién tampoco
produjo cambios en la morfologia de las células ni en el nivel de expresion de MyoD.
Ademas, MD desnaturado no indujo la expresion de miogenina, ct-actinina o miosina.
Por tanto estos datos apoyan la nocion que los factores del MD que afectan la
proliferacion y diferenciacion miogénica de las CTMr serian de naturaleza

proteica.

23  Analisis de las proteinas componentes del MD

El analisis de las proteinas del MD y del MnD se realizé mediante electroforesis
desnaturante en geles unidimensionales en gradiente de concentracion de
poliacrilamida. La Figura 18A muestra la fotografia de un gel representativo que revela
diferencias cualitativas y cuantitativas en el patron de proteinas del MD y del MnD
(asteriscos, Fig. 18).

Se observo que el numero de bandas proteicas que componen el MD,
visualizadas a partir de la tincién con nitrato de plata, es aproximadamente de 15 y su
tamano molecular aparente abarca desde los 15 hasta los 160 KDa. También se observo

que la mayoria de las bandas polipeptidicas presentes en el MnD se intensifican en el
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FIGURA N°17. LA ACTIVIDAD ESTIMULADORA DE LA PROLIFERACION
PRESENTE EN EL MD ES TERMOSENSIBLE

Las CTMr fueron sembradas a una densidad de 1500 células/cm’® e incubadas por 7
dias en medio de cultivo conteniendo 0,5% de SFB solo o suplementado con 0,5
mg/ml de MD, de MD sometido a desnaturacion térmica o de MnD. A los 7 dias, las
células viables fueron contadas. Datos representan el namero promedio de células +
la desviacion estandar de 2 experimentos realizados en triplicado. Letras distintas
denotan diferencias significativas, p<0,00L
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MD, pero también aparecen nuevas bandas entre los tamanos de 90 a 160 kDa, cercano a
los 50 kDa y una cercana a los 25 kDa. Ademds, el patron de proteinas de MD obtenido
de distintos musculos es idéntico, revelando reproducibilidad en la obtencion de medio
condicionado. En la Figura 18B se observa que el perfil de proteinas del MD en los geles
tenidos con nitrato de plata no fue muy diferente de lo observado en los geles tenidos

con azul de coomasie, lo que seria indicativo de un pertil de proteinas poco complejo.

24  Caracterizacion de las proteinas presentes en el MD) mediante filtracion a
través de tamices moleculares

En un intento por aislar e identificar el o los factores del MD responsables del
efecto en la diferenciacion hacia linaje miogénico de las CTMr, se fraccions el MD
filtrando a través de membranas que retienen proteinas de tamafho molecular nominal
limite de 50 kDa (Fig. 19A). Las proteinas retenidas denominadas fraccion del MD de
alto tamano molecular (MD-A) y las proteinas filtradas denominadas fraccion del MD
de bajo tamano molecular (MD-B), fueron analizadas mediante electroforesis en

condiciones desnaturantes, como se sefiala en el siguiente punto.

241  Andlisis delas proteinas presentes cn las fracciones MD-A y MD-B

El andlisis de las proteinas que componen las fracciones del MD fue realizado
primeramente mediante electroforesis en gradiente de poliacrilamida seguida de tincién
con nitrato de plata. La Figura 19 muestra que el perfil de proteinas de la fracciéon MD-A
resulté indistinguible de aquel del MD sin fraccionar. Esencialmente, se observé escasas

bandas polipeptidicas en la fraccion MD-B. Este patron de proteinas no se modifico,
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aiin después del lavado exhaustivo de la fraccion retenida (MD-A). Estos resultados
sugieren que, en condiciones nativas, la mayoria de las proteinas de tamano inferior a 50
KDa se encuentran asociadas con otras proteinas en el MD y/o su concentracion se

encuentra bajo el limite de deteccion del método de analisis.

242  Efecto de los componentes de las subfracciones del MD sobre la proliferacion y la
diferenciacion miogénica de las CTMr

Para realizar esto, las CTMr fueron incubadas en medio con 0,5% de SFB
suplementando con 0,5 mg/ml de proteina de las fracciones MD-A y MD-B. En el curso
de los 7 dias de ensayo se analizo la morfologia, la viabilidad celular y la diferenciacion
miogénica.

La Figura 20A muestra que el factor responsable del efecto proliferativo esta
contenido en la fraccion MD-A. El anilisis mediante inmunofluorescencia de la
expresion de marcadores miogénicos indico que esta misma fraccién también generd un
aumento del 309%-40% en el ntimero de células MyoD positivas (Fig. 20B). Las células
expuestas a la fraccion MD-B respondieron de manera analoga a las CTMr incubadas en
condicién control (solo 0,5% de SFB).

Los datos sugieren, por lo tanto, que los componentes del MD que estimulan
la proliferacion y la diferenciacion miogénica de CTMr estarian contenidos en la
fraccion de proteinas que en su estado nativo, como monémeros o asociadas a otras

proteinas, tienen un tamano molecular similar o superior a 50 KDa.
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FIGURA N¢ 18. PATRON ELECTROFORETICO DE ILAS PROTEINAS
COMPONENTES DEL MD Y DEL MnD

El MD y el MnD fueron sometidos a electroforesis desnaturante unidimensional en
geles en gradiente de concentracion de poliacrilamida entre 5-15% y las proteinas
fueron visualizadas mediante tincién con azul de coomasie (A) o con nitrato de plata
(B). Se analiz6 igual cantidad de proteinas (8 pg para A y 2 pg para B) de dos
muestras de MD (MDI y MD2) y una de MnD. Los asteriscos indican algunas
diferencias cuantitativas y cualitativas en el patron de proteinas entre el MD y MnD
de geles representativos de varias electroforesis. Al costado derecho de los
electroforetogramas se muestra la migracién de los marcadores de tamaio molecular.
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FIGURA N°¢ 19. ANALISIS DE LAS PROTEINAS OBTENIDAS DEL
FRACCIONAMIENTO DEL MD MEDIANTE TAMICES MOLECUILARES

(A) Esquema de obtencion de las fracciones de MD, fraccion retenida (MD-A) y
fraccion filtrada (MD-B) en membrana de 50 kDa de peso molecular nominal limite
(50 PMNL). (B) Las fracciones derivadas del MD (MD-A y MD-B) y el MD fueron
analizados mediante electroforesis desnaturante en geles de poliacrilamida en
gradiente de concentracién entre 5-15% en una dimension y tefiidas con nitrato de
plata. Se analiz6 igual cantidad de proteinas de MD y de las fracciones MD-A y MD-
B. MD-A* denota la fraccion de MD-A lavada exhaustivamente (con 20 voltmenes).
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FIGURA N2 20. EFECTO DE COMPONENTES DE LAS FRACCIONES DE MD
SOBRE LA PROLIFERACION Y DIFERENCIACION MIOGENICA DE LAS
CTMr

Las células fueron sembradas a una densidad de 1500 células/cm’ e incubadas en
medio de cultivo con 0,5% de SFB solo (control) o suplementado con 0,5 mg/ml de
MDI1 o con 0,5 mg/ml de las fracciones obtenidas de MD2 (MD-A2 y MD-B2). (A) A
los 7 dias, las c€lulas viables fueron contadas. Los datos representan el namero
promedio de células + la desviacion estiandar de 2 experimentos realizados en
triplicado. Letras distintas denotan diferencias significativas, p<0,05. (B) A los 2 dias
de cultivo con MD-A2, la expresion de MyoD fue determinada por analisis de
inmunofluorescencia (panel izquierdo). T.a tincion con Hoechst (panel derecho)
confirma la localizacion nuclear de la senal inmuofluorescente. La escala de la barra
representa 50 pm.
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3. ANALISIS DE PROTEINAS CANDIDATO VINCULADAS AL DANO Y/O
REGENERACION MUSCULAR QUE SERIAN RESPONSABLES DEL EFECTO

DE DIFERENCIACION MIOGENICO PRODUCIDO POR MD EN LAS CTMr

Los resultados presentados han mostrado que las actividades estimuladoras de
la proliferacion y diferenciacion de progenitores miogénicos (CTMr y de las C,Cpp)
estan contenidas en la fraccion del MD con tamanio molecular igual o superior a 50 kDa.
Por otra parte, la literatura reporta estudios in vitro que han implicado a una serie de
factores tréficos en la mantencion del balance entre proliferacion y diferenciacion de las
células satélite para el restablecimiento de la arquitectura y la funcion muscular
durante el proceso de regeneracion. Entre estos se incluye a miembros de la familia de
FGF, de la familia de TGF-B, IGF, HGF, TNF-a, citoquinas de la familia I1-6 y otros.
Con estos antecedentes, se abord6 la busqueda de aquellos factores troficos y de
citoquinas pro-inflamatorias que puedan ser causantes de la diferenciacion miogénica

producida por MD ya senalada en esta tesis.

31  Determinacion de la presencia de IL-6, IL-1B, TNF-at e IGF-1en el MD

Las citoquinas 1L-6, IL-1B y TNF-a fueron detectadas p-or ensayos de ELISA,
mientras que IGF-1 fue analizada mediante RIA. La Figura 21 muestra que en el MD se
detecto la presencia de IL-6 e IL-1f, mientras que TNF-o no fue detectado. Ademds
ninguna de estas citoquinas fue encontrada en el medio control MnD. La concentracion

promedio cuantificada de las interleuquinas IL-6 e IL-1B en el MD fue de 384,5y 306,3
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FIGURA N® 21. DETECCION DE LAS CITOQUINAS IL-6, IL-1B, TNF-a E IGF-
1EN MD.

Las citoquinas I1-6, IL-1B, TNF-a fueron determinadas mediante ELISA, mientras
que IGF-1 fue pesquisado mediante RIA. Los datos representan el promedio de la
concentracion en dos muestras de MD y de MnD, determinadas en duplicado. La
desviacién estandar de los resultados para IL-6 e IL-1P en el MD es + 200 y 66,5

pg/ml, respectivamente. Mientras que la desviacion estandar para los resultados de
IGF-1enel MD y MnD es 6,7 y 0,4 ng/ml, respectivamente.
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pg/ml, respectivamente. En tanto, IGF-1 fue detectada en ambos medios condicionados,

MD y MnD; sin embargo, su concentracion fue aproximadamente 3 veces mayor en el

MD respecto del MnD.

3.2  Efecto de IL-6 e IGF-1 contenidos en el MD sobre la diferenciacion
miogénica de progenitores musculares

Dado que no se detecté TNF-a en el MD y que los antecedentes de la literatura
muestran que I1.-18 no estimula la diferenciacién miogénica (Broussard y col., 2004), se
continué Gnicamente con el estudio del efecto de 1L-6 e IGF-1. Una primera
aproximacion consisti6 en neutralizar la actividad de estas proteinas en el MD
mediante anticuerpos especificos e investigar su efecto sobre la diferenciacion
miogénica. Para esto, los mioblastos C,Cp;, que como se demostré anteriormente
responden de manera contundente a los factores miogénicos contenidos en el MD (Fig.
15 y 16), fueron cultivados con MD (0,5 mg/ml) en presencia de anti-IL6 o anti-IGF1
(0,4 pg/ml y 7,4 pg/ml respectivamente), durante 7 dias. Estas concentraciones de
anticuerpo neutralizante para IL-6 e IGF-1 fueron 100 y 50 veces mayores que las
sugeridas por el proveedor.

La Figura 22 muestra que en presencia del anticuerpo bloqueador de la actividad
de IL-6, MD mantuvo su efecto sobre la diferenciacion miogénica de los mioblastos
C,Cjy. Los mioblastos se diferenciaron a miotubos, como manifiesta la expresion de
miogenina y de miosina (MHC) evaluada a los 6 dias de cultivo. El anticuerpo
bloqueador por si solo (en ausencia de MD) no tuvo un efecto diferente del medio de

cultivo control (con 0,5% de SEFB). En contraposicion, al neutralizar la actividad de
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IGF-1, la diferenciacion miogénica disminuy6 notoriamente. Al cabo de 6 dias de cultivo
con MD con el anticuerpo anti-IGF1 se observé un nimero muy reducido de miotubos.
Ademss, estos eran pequenos y cortos. El andlisis mediante inmunofluorescencia
(Figura 22) constaté una muy baja expresion de miogenina y de miosina (MHC), en
claro contraste con lo observado al cultivar los mioblastos C,Cy; con MD. La expresion
de los marcadores miogénicos en las células cultivadas sélo con anti-IGF1 fue
comparable a la observada en la condicion control. Estos resultados sugieren que IGF-
1 participa en la diferenciacion miogénica inducida por el MD y que IL-6 pareciera

no ser responsable del efecto miogénico observado.

321  Participacion de IL-6 ¢ IGF-1 en el efecto proliferativo asociado a MD

Adicionalmente, se investigé la posibilidad que esas proteinas participen en el
efecto estimulador de la proliferacion ejercido por MD. Para ello se us6 la misma
estrategia experimental de neutralizacién de la actividad de estas proteinas mediante
anticuerpos. La Figura 23 muestra que al bloquear la actividad de IL-6 los mioblastos
proliferaron en una magnitud similar a los mioblastos cultivados con el MD. Mientras
que al bloquear la actividad de IGF-1 en el MD, el efecto proliferativo se vio disminuido
en un 10% si se compara con la proliferacion de los mioblastos cultivados con MD. El
namero de células cuantificadas al incubar solo con el anticuerpo bloqueador de 1L-6 o
IGF-1 no fue distinto al de los mioblastos control. De manera semejante a la descrita
para las C,Cy,, cuando se analiz6 el efecto del bloqueo de la actividad de IL-6 usando
las CTMr, se constatd que éstas siguicron proliferando de manera similar a las

cultivadas con el MD. Asimismo, el bloqueo de la actividad de IGF-1 no afecto la
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proliferacion de las CTMr a diferencia del 10% de disminucién observado con las
células C,Cp,. Igualmente, el nimero de células cuantificadas al incubar solo con el
anticuerpo bloqueador de [L-6 0 IGF-1 no fue distinto de las CTMr control.

Esto sugiere que IGF-1 solo contribuye en baja magnitud al efecto
proliferativo ejercido por el MD sobre las C,C;; y pareciera que IL-6 no seria
tampoco responsable del efecto proliferativo asociado a MD. En conjunto con los
resultados anteriores, estos apuntan a que los factores en el MD que causan

proliferacion serian distintos de los ejercen diferenciacion miogénica.

3.3  Efecto de IGF-1 exogeno sobre la diferenciacion miogénica de las CTMr

Las evidencias que se han presentado sugieren que IGF-1 es uno de los factores
presentes en el MD que participa del efecto en la diferenciacion miogénica de
progenitores musculares. Para confirmar estos resultados se estudio el efecto de IGF-1
exogeno sobre la diferenciacion miogénica de las CTMr.

Las CTMr fueron incubadas durante 7 dias con distintas cantidades de IGF-1. [a
Figura 24 muestra que IGF-1 (0,- 10 ng/ml) no tuvo un efecto relevante sobre la
proliferacion de las CTMr. Sin embargo, IGF-1 incremento la expresion de miosina
(MHC) en aproximadamente el 3% del total de células tratadas por 7 dias con IGF-1 (10
ng/ml), segin estudios de citometria de flujo (Figura 25). En las células tratadas con
medio control (0,5% de SFB) no se detect6 expresion de este marcador miogénico (Fig.
25). No obstante, atin en ensayos prolongados por 14 dias, no fue posible observar

células alargadas y multinucleadas como las que se describio al tratar las CTMr con
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FIGURA N¢ 22. EFECTO DE LA NEUTRALIZACION DE IL-6 E IGF-1 EN EL
MD SOBRE LA DIFERENCIACION MIOGENICA DE PROGENITORES
MUSCULARES.

Los mioblastos C,C;, fueron sembrados a una densidad de 1500 células/cm’ e
incubados con medio de cultivo conteniendo 0,5% de SEB solo (Control) o
suplementado con 0,5 mg/ml de MD o con MD y el anticuerpo bloqueador de IL-6 o
de IGF-1 (0,4 pg/ml y 7.4 pg/ml, respectivamente). A los 6 dias de cultivo, la
expresion de miogenina y de miosina (MHC) fue determinada por analisis de
inmunofluorescencia. La localizacion nuclear de la inmunofluorescencia fue
confirmada mediante tincion con Hoechst. Los resultados representan un
experimento de bloqueo de la actividad de IL-6 e IGF-1, realizado en duplicado. La
escala de la barra representa 50 pm.
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FIGURA N° 23 CONTRIBUCION DE IL-6 E IGF-1 AL EFECTO
PROLIFERATIVO DEL MD.

Los mioblastos C,Cj; (A) y las CTMr (B) fueron sembrados a una densidad de 1500
células/cm? y 2500 células/cm?, respectivamente e incubados con medio de cultivo
conteniendo 0,5% de SFB solo o suplementado con 0,5 mg/ml de MD o de MD y el
anticuerpo bloqueador de IL-6 e IGF-1 (0,4 pg/ml y 7,4 pg/ml, respectivamente) o
solo con la misma concentracion del anticuerpo bloqueador de IL-6 e IGF-1. A los 7
dias de cultivo, las células viables fueron contadas. Los datos representan el nimero
promedio de células + la desviacion estandar de 2 experimentos realizados en
triplicado. Letras distintas denotan diferencias significativas, p<0,02
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FIGURA N° 24. EFECTO DE IGF-1 EXOGENO SOBRE LA PROLIFERACION
DELAS CTMr

Las células fueron sembradas a una densidad de 10000 células/cm’ e incubadas en
medio de cultivo conteniendo 0,5% de SFB solo o suplementado con IGF-1
recombinante, en la concentracién indicada. A los 7 dias de cultivo, las células
viables fueron contadas. Los datos representan el promedio en el namero de células
+ la desviacion estandar de 2 experimentos realizados por triplicado. No hay

diferencias significativas en el nimero de células de CTM cultivas con IGF-1 < 10
ng/ml, p>0,05.




MD. La Figura 25 muestra que la morfologia de las CTMr cultivadas con IGF-1 no fue

diferente de las células tratadas bajo condicion control.

Estos resultados nos llevan a pensar que si bien IGF-1 tendria un papel en la
diferenciacion miogénica de las CTMr, no seria suficiente para llevar a las células
hacia la diferenciacion terminal, con la expresion del fenotipo caracteristico de una

célula muscular esquelética.
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FIGURA Ne 25. EFECTO DE IGF-1 EXOGENO SOBRE LA DIFERENCIACION
MIOGENICA DE LAS CTMr

Las células fueron sembradas a una densidad de 8000 células/cm’ e incubadas en
medio de cultivo con 0,5% de SFB solo (control, sin IGFI) o suplementadas con 10
ng/ml de IGF-1 recombinante. A los 7 dias de cultivo, se analiz6 la expresion del
marcador miogénico miosina (MHC) mediante citometria de flujo (panel superior).
Valores corresponden al porcentaje del total de células marcadas para miosina. IMF:
intensidad media de fluorescencia. La morfologia de las células fue evaluada durante
el transcurso del experimento. Las fotografias fueron tomadas desde un microscopio
de contraste de fase y son representativas de los cultivos a los 7 dias (panel inferior).



DISCUSION

El musculo esquelético adulto es un tejido estable que, en circunstancias
normales, tiene muy poco recambio celular. Sin embargo, ante una situacion de dafo, el
musculo esquelético tiene una extraordinaria capacidad de regeneracion. La
regeneracion del tejido muscular es un proceso altamente coordinado que involucra la
induccion de varios procesos celulares mediante los cuales las células progenitoras
musculares se activaban, proliferan, diferencian y finalmente, se fusionan para la
formacion de una nueva miofibra con capacidad contractil. La activacion de las células
progenitoras residentes en el masculo, denominadas células satélite, es clave en el
proceso de regeneracion y se asemeja a la miogénesis embrionaria en varios aspectos,
como por ejemplo, en la induccion de novo de la expresion de factores de transcripcion
especificos.

Las evidencias, que datan del destacado trabajo de Ferrari y cols. de 1998 hasta
recientes estudios (Corti y col., 2002; LaBarge y Blau, 2002; DeBari y col., 2003; Abedi y
col., 2004; Lee y col., 2005; Palermo y col., 2005), sostienen que, aparte de las células
satélite, las células troncales adultas residentes en otros tejidos también contribuyen al
proceso de regeneracion muscular. En particular, estos estudios demuestran que las
células troncales derivadas de la médula 6sea (MO) no solo contribuyen a la formacion
de nuevas miofibras, sino también, al repoblamiento del “pool” de células satélite

(LaBarge y  Blau, 2002; Dreyfus y col, 2004). Los datos
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MO participarian en la formacion de fibras musculares esqueléticas (Ferrari y col., 1998;
Camargo y col.,, 2003; Corbel y col., 2003; Shi y col,, 2004; Lee y col., 2005). Cual de
estas células troncales provee significativamente de progenitores musculares, es atin
objeto de debate. No obstante, la mayoria de estos estudios coincide en que el
porcentaje de integracion de células de la MO a la fibra muscular aumenta cuando el
tejido muscular ha sido dafado o se ha sometido a un estrés fisico (LaBarge y Blau,

2002; Abedi y col., 2004; Palermo y col., 2005). Asi, los resultados de estos estudios in

vivo apuntan a que las sefiales generadas en respuesta al daiio muscular no sélo gatillan
el programa de diferenciacion miogénico en las células satélite sino también de las
células troncales provenientes de la MO.

En este contexto, se planted este trabajo de tesis, destinado a investigar in
vitro la capacidad de los factores solubles producidos o liberados por el misculo
esquelético danado para inducir la diferenciacion miogénica de células troncales
mesenquimaticas derivadas de la MO

Para abordar los objetivos de este trabajo de tesis se utiliz6 el modelo de células
troncales provenientes de la médula 6sea de rata, esto porque las CTM son células
multipotentes, faciles de aislar y expandir en cultivo. De acuerdo a lo anticipado, las
células adherentes obtenidas de la MO de rata, bajo estimulos no fisiol6gicos conocidos
dieron origen a células de los linajes osteogénico, adipogénico y miogénico (Figura 2),
propiedad funcional caracteristica de las CTM. Cabe sefalar que el potencial de
diferenciacion adipogénico que exhibieron las CTMr se mantuvo sélo hasta el cultivo
de pasaje ntimero seis; mientras que el potencial de diferenciacion osteogénico se perdio

incluso en cultivos con menor namero de pasajes. Observaciones similares respecto del
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potencial de diferenciacion osteogénico de las CTMr ya habian sido reportadas por
otros autores (Brugge y Jansen, 2002; Sugiura y col., 2004), sugiriendo la pérdida de
progenitores osteogénicos después de extensivos pasajes de las células. Esto ultimo
podria explicar la pérdida de la respuesta de diferenciacion adipogénica observada para
las CTMr. Sin embargo, es posible que los estimulos usados para inducir la
diferenciacion adipogénica u osteogénica no sean completamente adecuados para las
CTM de rata, pudiendo requerirse otros factores como lo han sugerido algunos autores
(Nuebauer y cols., 2004). Por lo anterior, para los estudios del potencial de
diferenciacion miogénico se utilizo siempre las CTMr de los pasajes 2 y 3. Al igual que
lo reportado por Wakitani y cols., 1995, la exposicion de las CTMr al inductor no
fisiologico, hipometilante del DNA 5-azacitidina result6 en la formacion de discretos
focos de células alargadas y multinucleadas con capacidad de contraerse
espontaneamente, lo que constituye el fenotipo caracteristico de células miogénicas
(Figura 2C).

Al estudiar la respuesta de las CTMr a 5-azacitidina, mediante el analisis de la
expresion de los marcadores moleculares de diferenciacion miogénica, inesperadamente
se detectd que, en la condicion control de cultivo (con 10% de SEB), habia expresion de
Myf-5, MyoD y desmina, en un 80%, 2,5% y 5% de las células, respectivamente (Figuras
4,8, 9 y11). Observaciones similares, esto es, células que expresan MyoD en ausencia de
estimulo miogénico, también fueron registradas por Suva y col.,, 2004 en una pequena
fraccion de células adherentes-no hematopoyética de MO humana y por Corti y col.,
2002, en MO completa de raton recién aislada (antes de cultivar). Nuestros datos

ademas de los anteriores, sugieren la presencia de progenitores comprometidos con el
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linaje miogénico en las células troncales mesenquimaticas de la MO. La expresion de
marcadores tempranos correspondientes a otros linajes como el osteogénico,
adipogénico e incluso neural, también ha sido observado en cultivos de CTM humanas
y de rata realizados en el laboratorio. Otros autores también han reportado hallazgos
similares en cultivos con pocos pasajes de CTM y en células frescas de la MO (Deng y
cols., 2001; Ratajczak y cols., 2004). Y aunque no es posible descartar que el solo hecho
de sacar a las CTM de su nicho habitual pudiera afectar su programa génico, en
conjunto, estas caracteristicas implican que a pesar que los cultivos de CTM son
morfologicamente homogéneos, estas células en cultivo serian heterogéneas en cuanto a
que existirfan subpoblaciones de células con distinto grado de multipotencia o de
compromiso de diferenciacion hacia los diferentes linajes mesenquimaticos y no
mesenquimaticos. Si esto también ocurre in vivo es algo no resuelto. Ante esto es posible
especular que el progreso de algin programa de diferenciacion de estos progenitores
estd inhibido en su nicho natural, es decir, en el ambiente de la MO y que sélo cuando
las células progenitoras se encuentran con un micro ambiente adecuado en los tejidos
correspondientes, se produciria la diferenciacién terminal hacia los linajes respectivos,

contribuyendo al crecimiento o regeneracion del tejido.
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L. FACTORES SOLUBLES DERIVADOS DEL TEJIDO MUSCULAR
ESQUELETICO DANADO INDUCEN LA DIFERENCIACION MIOGENICA DE
LAS CTMr

Se ha propuesto que un micro-ambiente favorable para iniciar el proceso de
regeneracion, esti compuesto en parte por los factores difundidos en el tejido muscular
danado (Bischoff, 1986; Li y col.,, 2000; Chargé y Rudnicki, 2004). En esta tesis se
investigo si estos factores pueden también promover la diferenciacion miogénica in vitro
de CTMTr, para lo cual se cultivaron estas c¢lulas con medio condicionado por musculo
esquelético danado previamente in vivo.

Los resultados obtenidos en la primera parte de esta tesis demostraron que el
medio condicionado por musculo danado contiene algin o algunos factores que
inducen la diferenciacion miogénica de las CTMr (Santa Maria y col., 2004), sobre la
base de las siguientes evidencias:

1)  Elmedio condicionado por masculo danado con BaCl, (MD) gener6 en las CTMr,
un aumento transitorio en el nimero de células que expresan MyoD (Figura 9, Tabla I).
De acuerdo con los antecedentes, el factor de transcripcion MyoD juega un papel
esencial en la regulacion de la regeneracion muscular esquelética, participando
directamente en el control de la salida de ciclo celular de las células satélite e iniciando
la cascada de expresion génica que es responsable del curso del proceso de
diferenciacion miogénica (Megency y col, 1996; Kitzmann y Fernandez, 2001; Parker y

col., 2003). Asi, este aumento transitorio en las células que expresan MyoD podria

indicar el inicio del proceso de diferenciacion miogénica de las CTMr.
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2)  Enel transcurso de la incubacion de las CTMr con MD, se produjeron cambios en
la morfologia de las células, observandose desde los 6-7 dias, células alargadas y
multinucleadas que mostraban ondas de contraccion espontanea (Figura 7). Este tipo
de células se asemejaba a aquellas detectadas después de exponer las CTMr al inductor
miogénico 5-azacitidina (Figura 2D; Wakitani y col., 1995).

3) Concomitante con los cambios morfologicos descritos, las células alargadas y
multinucleadas expresaron las proteinas marcadoras de las etapas intermedias y
tardias de la diferenciacién miogénica: miogenina, o-actinina y la miosina (MHC)
(Figura 10 y 11). El analisis cuantitativo indic6 que entre el 2 y el 3% del total de células
expuestas a MD presentaba caracteristicas inmunofenotipicas y funcionales del tipo
miogénico (Figura 11). Cada vez se tienen mas datos que indican que una apropiada
densidad celular, distribucion espacial celular y la presencia de componentes
extracelulares solidos, ademés de factores solubles en el cultivo parecen ser criticos
para la eficiente determinacion del destino de las CTM (Gregory y col,, 2005), por
tanto el porcentaje de conversién miogénico no es menor, considerando que las CTM
se expusieron a solo una parte de este micro ambiente generado en el tejido muscular
danado (factores solubles). Asimismo no se puede descartar que in vivo o en
condiciones semejantes en cuanto a matriz extracelular y contactos celulares
producidos en el ambiente de dano muscular, el porcentaje de conversion miogénica de
las CTM sea mayor.

4)  El medio condicionado por musculo contuso (MD-contuso) también ejercid un

efecto similar a aquel provocado por el MD derivado de musculo danado con BaCl..
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Esto es, provoco un aumento transitorio del nimero de células que expresaban MyoD e
indujo en la expresion de marcadores de diferenciacion miogénica intermedia y tardia
en una subpoblacion de las CTMr (Figura 13). Lo anterior indica que,
independientemente de la naturaleza del dano muscular realizado (quimico o
mecanico), el medio condicionado por muasculo dafiado contiene senales difusibles que
estimulan la diferenciacion miogénica de las CTMr.

5)  Finalmente, los cambios morfologicos e inmunofenotipicos antes descritos no
fueron reproducidos al incubar las CTMr con medio condicionado por musculo no
danado (MnD) (Figura 7) y tampoco por medio condicionado por masculo inyectado
con PBS (no mostrado). Esto implica que las senales que gatillan la diferenciacion
miogénica de las CTMr no estan presentes en el musculo sin daio o bien, su
concentracion se encuentra por debajo del umbral de respuesta de las células.

La capacidad del MD para inducir diferenciaciéon miogénica también fue
ensayada sobre la linea celular murina C,Cy, , considerada un modelo de mioblastos y
también, sobre CTM de origen humano. Las células C,Cy, respondieron de manera atin
mas temprana y contundente que las CTMr a los factores de diferenciacion miogénicos
presentes en el MD (Figura 15 y 16), llegando incluso a expresar los marcadores tardios
de diferenciacion miogénica en mas de un 60% de las células C,Cyy. Este resultado
valida atin mas la efectiva presencia de factores miogénicos en el MD. En tanto, en las
mismas condiciones, las CTM humanas no mostraron células con caracteristica

morfologicas e inmunofenotipicas de células del tipo miogénico. Dado que el potencial
de diferenciacion hacia linaje miogénico de estas células no fue comprobado mediante

5-azacitidina, no es posible descartar que la falta de respuesta al MD se originara en la
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pérdida de los progenitores miogénicos en el cultivo expandido de las CTM humanas
usadas para estos ensayos. Lo anterior no es sorprendente, ya que se ha observado que
el potencial de diferenciacion adipogénico de las CTM humanas se va perdiendo
conforme incrementa el ntimero de pasajes del cultivo (Conget y Minguell, 1999).
Adicionalmente a la induccion en la diferenciacion miogénica de las CTMr, el
medio condicionado por masculo danado tuvo un efecto estimulador de la
proliferacion. Esto tltimo sin duda, también influyé en el porcentaje calculado de la
conversion de CTMr a células miogénicas. El efecto estimulador de la proliferacion
celular fue verificado tanto sobre las CTMr (Figura 6), como sobre otras lineas
celulares y cultivos primarios de diferente origen tisular (Figura 14 y 15), indicando que

los factores presentes en el MD ejercen un efecto proliferativo inespecifico.

d, LOS FACTORES CON ACTIVIDAD PROLIFERATIVA Y MIOGENICA
SEGREGAN EN LA FRACCION DE PROTEINAS DE TAMANO MOLECULAR
SUPERIOR A 50 kDa

La caracterizacion inicial indicé que tanto la actividad estimuladora de la
proliferacion como aquella inductora de la miogénesis contenidas en el MD eran
sensibles a la desnaturacion térmica (Figura 17), sugiriendo la naturaleza proteica de
los factores responsables de ambas actividades. El analisis con digestion con proteasas
hubiera sido una alternativa para apoyar esta observacion.

Un analisis mediante SDS-PAGE de las proteinas contenidas en el MD mostro
un pertfil polipeptidico poco complejo, contabilizandose alrededor de 15 bandas al tenir

los geles con azul de Coomasie 0 con nitrato de plata. Se pudo constatar diferencias en
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el patron polipeptidico del MD en relacion al MnD (Figura 18). En general, se
intensificaron la mayoria de las bandas presentes en el MnD y aparecen bandas nuevas
de mas de 90 kDa y otras de menos de 50 kDa. La cabal identificacion de los
polipéptidos que exhiben un patrén diferencial de expresion podria ser abordada
mediante las metodologias de la protedmica (Gajendran y col., 2002).

En pos de la caracterizacion del o los factores presentes en el MD que serian
responsables del efecto sobre la diferenciacion hacia linaje miogénico de las CTMr, se
recurrio a los tamices moleculares. Asi, el MD fue filtrado a través de membranas que
retienen proteinas de tamafio molecular nominal superior a 50 kDa (Figura 19A). Al
analizar las proteinas en las fracciones resultantes, se observd que el patron
electroforético de la fraccion retenida (con tamario > 50 kDa) era indistinguible de
aquel del MD sin fraccionar; mientras que la fraccion filcrada mostraba escasas bandas
polipeptidicas (Figura 19B). La escasez de bandas en la fraccion de las proteinas de
tamano inferior a 50 kDa podria atribuirse a que su concentracién se encuentra bajo el
limite de deteccion del método de analisis. Por otra parte, teniendo en cuenta que
muchas proteinas secretadas (como las citoquinas) suelen encontrarse asociadas a sus
respectivos receptores solubles (Levine, 2004), es posible pensar que estas proteinas
pequefas podrian estar asociadas con otras proteinas en el medio condicionado y por
tanto, en su mayoria, serian recuperadas en la fraccion con tamano > 50 kDa y
posteriorménte, éstas serfan disociadas en las condiciones desnaturantes de la
electroforesis. Los ensayos de la actividad estimuladora de la proliferacion y de la
diferenciacion miogénica realizados con las fracciones derivadas del MD mostraron

que ambas actividades permanecieron en la fraccién correspondiente a las proteinas de
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tamafo > a 50 kDa (Figura 20). Esto indica que, en su estado nativo, estos factores (ya
sea como monomeros 0 como multimeros) tendrian un tamano molecular similar o

N

superior a 50 KDa.

3. EL. MEDIO CONDICIONADO POR MUSCULO DANADO CONTIENE
PROTEINAS VINCULADAS A LA RESPUESTA AL DANO Y REGENERACION
MUSCULAR

En general, el proceso de regeneracion muscular en mamiferos es caracterizado
por una fase degenerativa seguida por una fase regenerativa (Chargé y Rudnicki, 2004).
El evento inicial en la regeneracién muscular es la necrosis de la fibra muscular, que
resulta en un aumento de la permeabilidad de la miofibra y por lo tanto, en la liberacion
de proteinas musculares. La fase temprana de respuesta al dano muscular es
usualmente acompanada por la activacion de células de respuesta inflamatoria
residentes en el masculo y de las células miogénicas. Las primeras liberarian sefales
quimiotacticas para células inflamatorias circulantes. Posteriormente, se inician los
procesos de reparacion de las fibras musculares, que comienzan con la activacion y
posterior proliferacion de células miogénicas. Aunque las fases degenerativa y
regenerativa  del  proceso de reparacion muscular resultan  similares
independientemente de la naturaleza del agente causante del dano, la cinética y
amplitud de cada fase puede variar segin la extension del dafio, del tipo de musculo
afectado o del animal experimental (Mitchell y col., 1992; Lefaucheur y Sebille, 1995).
Las fases de necrosis celular y regeneracion muscular en respuesta al dafio muscular

causado por la inyeccion de una solucion de BaCl, en musculo de ratas (el modelo de
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dano utilizado en este trabajo de tesis) fueron caracterizadas por Caldwell y col., 1990.
Estos autores mostraron que un dia después de inyectar BaCl, en el cuadriceps de ratas
era observable un area de necrosis en torno del punto de inyeccion. Al cabo los dos y 3
tres dias, numerosos macréfagos y mioblastos invadian al area necrotica y a los 5 dias
ya se observaron miotubos parcial y completamente regenerados. De acuerdo con estos

antecedentes, es posible pensar que el medio condicionado, preparado a partir del
musculo Tibialis aislado dos dias después de inyectar la solucion de BaCl,, contenga los

factores aportados tanto por los macrofagos infiltrados como por las células

miogénicas activadas en la zona necrotica.

Los estudios invitro e in vivo han implicado a una serie de factores de crecimiento
como reguladores positivos o negativos de los eventos moleculares que subyacen a la
regeneracion muscular (Chargé y Rudnicki, 2004). De los reguladores positivos de la
regeneracion muscular, estudios in vitro mencionan que los IGFs y las citoquinas de la
familia de las interleuquinas-6, LIF/IL-6 son capaces de promover tanto la proliferacion
como la diferenciacion de mioblastos e in vivo su administracion en el sitio de dafio
muscular incrementan su regeneracion (Florini y col., 1991; Austin y col., 1992; Kurek y
col., 1996; Musaro y col., 2001; Musaro y col., 2004).

El analisis efectuado del medio condicionado por el masculo dafado detecto la
presencia de las citoquinas IL-6 e IL-1B, pero no de TNF-a; mientras que en el medio
condicionado por musculo no dafiado, no se detecté ninguna de las anteriores. En

contraposicién, IGF-1 fue detectada tanto en MD como en el MnD, pero su

concentracion fue tres veces mayor en el medio condicionado por masculo danado
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(Figura 21). Estos resultados son por lo tanto consistentes con los datos reportados por
diversos autores que muestran que, in vivo, en una condicion de dafo y/o regeneracion
muscular se liberan factores de crecimiento como IGF-1 y también citoquinas pro-

inflamatorias. Asimismo, que IGF-1 esta presente normalmente en el tejido muscular

(Hayashi y col., 2004).

4. IGF-1 PARTICIPA EN LA DIFERENCIACION MIOGENICA INDUCIDA
POR EL MEDIO CONDICIONADO POR MUSCULO DANADO

Dado que en el medio condicionado se detecté IL-6 e IGF-1 y que ambos
factores son conocidos reguladores positivos del proceso de regeneracion muscular,
fueron consideradas entonces como proteinas candidato responsables del efecto
miogénico producido por el MD.

Si bien el tamano molecular de las citoquinas detectadas en MD (IL-6, IL-1p e
IGF-1) no coincide con el de la fraccion proteica que estimula la diferenciacion y
proliferacion de las CTMr, el hecho que éstas frecuentemente circulan unidas a sus
respectivos receptores solubles (Levine, 2004) o bien, asociadas a proteinas de union
como las IGFBP (Firth y Baxter, 2002; Oksbjerg y col., 2004), no descarta que los
efectos reportados en este estudio pudieran ser atribuidos a alguna de ellas.

Con el fin de poner a prueba esta posibilidad se procedié a neutralizar la
actividad de la IL-6 y el IGF-1 contenidos en el medio condicionado por musculo
dafado recurriendo a anticuerpos. El tratamiento con anticuerpo anti- IL-6 no tuvo

consecuencias sobre la capacidad del MD de estimular la diferenciacion de los
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mioblastos C,Cp, y su proliferacion (Figura 22 y 23). En contraposicion, al neutralizar
la actividad de IGF-1, la diferenciacion miogénica disminuyd manifiestamente en
comparacion con lo observado al cultivar los mioblastos C,Cy; con MD (Figura 22). En
tanto, el tratamiento del MD con el anticuerpo bloqueador de IGF-1 disminuy6 sélo
levemente el efecto proliferativo sobre los mioblastos C,Cy; y no alter6 el estimulo
proliferativo sobre las CTMr (Figura 23). A pesar que no se pudo realizar un control
positivo que indicara que el anticuerpo anti-IL6 efectivamente neutralizé la actividad
de IL-6 en el MD, estos resultados sugieren que IL-6 no pareciera ser responsable del
efecto miogénico, ni del efecto proliferativo asociado al MD; en cambio, sefialan que
IGF-1 si participa en la diferenciacion miogénica inducida por el MD. Por otra parte,
IGF-1 parece contribuir en baja magnitud al estimulo de la proliferacion de las células
C,Cp,. Estos resultados sustentan la idea que los factores del MD que causan
proliferacion serian distintos de aquellos que estimulan diferenciacion miogénica.

De acuerdo con antecedentes previos, las CTM expresan en su superficie varios
receptores para factores de crecimiento (Satomura y col, 1998; Minguell y col., 2001),
entre los cuales se encuentran ambas cadenas del receptor para IGF-1 (Gronthos y
Simmons, 1995; Raiche y Puleo, 2004). Existen datos acerca del efecto de IGE-1 sobre
las CTM, pero en el contexto de la diferenciacion de precursores osteogénicos (Walsh
y col., 2003; Raiche y Puleo, 2004). Segun estos estudios, [GF-1 no tendria efecto sobre
la proliferacion de las CTM en cultivo, lo que es coincidente con los resultados
reportados en esta tesis (Figura 23). Desde el punto de vista de la participacién de IGE-
1 en la diferenciacién hacia linaje miogénico se reporta un tnico dato que concluye que

VEGF, bFGF e IGF-1 inducen la diferenciacion miogénica in vitro de células
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denominadas progenitores multipotentes de la MO (MAPC) (Muguruma y col., 2003).
Sin embargo, las células usadas en ese estudio a las cuales denominaron MAPC, antes
del tratamiento para inducir su diferenciacion miogénica, fueron expandidas en
presencia de varios factores, entre otros: insulina, transferrina, dexametasona, acido
ascorbico, EGF, PDGF, por lo que los resultados son de dificil interpretacién y resultan
no comparables con los de esta tesis.

Con el proposito de confirmar nuestros resultados que sugieren que IGF-1
participa del efecto estimulador de la diferenciacion miogénica, se estudio el efecto de
IGF-1 ex6geno sobre las CTMr. Los resultados sehalaron que al incubar a las CTMr
con IGF-1, aproximadamente el 3% del total de células tratadas muestra expresion de
miosina (Figura 25), no obstante, no fue posible observar células alargadas y
multinucleadas como las que se describio al tratar las CTMr con MD. Estos resultados
sugieren que si bien IGF-1 tendria efectivamente un papel en la diferenciacion
miogénica de las CTMr, no es suficiente para conducir el proceso hasta alcanzar el
fenotipo terminal propio de una célula muscular esquelética. Por consiguiente, sin
duda lo mas probable es que sea necesaria la contribucion de otros factores presentes

en el MD, en cuya accioén concertada controlarian parte del complejo proceso de la

miogénesis.

ks % IMPLICANCIAS Y PROYECCIONES

Debido a que las CTM tienen el potencial de diferenciar a multiples linajes y son

faciles de expandir en cultivo, han generado un gran interés por su potencial uso en

medicina regenerativa y terapia génica (Kan y col., 2005; Le Blanc y Pittenger, 2005).
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Sin embargo, la frecuencia de incorporacion al musculo esquelético que han sido
reportadas, pareciera ser insuficiente para el real mejoramiento de la funcién muscular
(Ferrari y col., 2001). No obstante aquello, los hallazgos obtenidos en esta tesis
permiten sefalar que la diferenciacion hacia linaje miogénico de las CTM es factible
bajo 1a influencia de factores producidos o liberados por un tejido muscular danado,
entre estos IGF-1, lo que permite especular que la entrega local de CTM “pre-
condicionadas” por estos factores miogénicos o bien el suministro local de estos
factores en conjunto con las CTM al musculo puede resultar en una significativa
conversion miogénica de las CTM, representado una potencial terapia para la
reparacion del tejido en enfermedades musculares. Un cabal conocimiento de estas
senales asociadas al dano muscular, asi también el poner a prueba estas ideas son
interesantes puntos de partida para futuras investigaciones. En este contexto el medio
condicionado por masculo dafado, implementado en esta tesis, probo ser un buen
modelo para el estudio de estos factores producidos o liberados desde un masculo que
ha sufrido dafo invivo y esta en proceso de regeneracion.

Finalmente, la integracion de estos estudios con aquellos que comprometen a
los otros componentes del micro ambiente del tejido muscular permitira entender

integramente como €stos participan y controlan la regeneracion muscular.



CONCLUSIONES

Los resultados generados en esta tesis permiten concluir que:

L. Factores solubles provenientes del tejido muscular esquelético danado son
capaces de inducir in vitro la formacion de células con caracteristicas morfologicas,
inmunofenotipicas y funcionales de células musculares a partir de las CTM de médula
osea y de las células C,Cy,.

2. Factores solubles liberados desde el tejido muscular esquelético danado son
capaces ademas de estimular la proliferacion invitro de CTM de médula 6sea, de células
de origen miogénico (C,Cyy) y no miogénico (MCF-7, 3T3, fibroblastos).

Estos resultados sugieren que en el musculo danado en regeneracion se
producen o liberan factores que inespecificamente estimulan proliferacion y que
aparentemente son distintos de aquellos que inducen la diferenciacién hacia linaje
miogénico de progenitores.

3. La actividad estimuladora de la proliferacion y diferenciacion miogénica
presentes en el medio condicionado por musculo danado serian de naturaleza proteica
y ambas actividades estarian contenidas en una fraccion de proteinas de peso
molecular aparente > a 50 kDa.

4. De las proteinas candidato estudiadas, los resultados apuntan a que 1L-6 no

seria responsable del efecto proliferativo ni miogénico asociado a el o los factores

04
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presentes y liberados desde el tejido muscular danado, mientras que IGF-1 si
contribuiria en la diferenciacion miogénica inducida por el MD.

! IGF-1 produce efectos sobre la diferenciacion de las CTM hacia linaje
miogénico, sin embargo, éste por si solo no es capaz de generar células con el fenotipo
terminal de células musculares. El IGF-1 no tiene efectos sobre la proliferacion de
CTM, reforzando la nocion que el o los factores miogénicos y proliferativos serian
diferentes.

Por lo tanto estos resultados nos indican que ademas del IGF-1, serian varios los
factores producidos o liberados desde el tejido muscular dafiado los que inducen y
finamente orquestan el proceso de regeneracion muscular y que dan cuenta de la
diferenciacion hacia linaje miogénico de las CTM.

Por otra parte, los datos presentados en esta tesis muestran por primera vez que
CTM derivadas de la médula 6sea son un blanco apropiado para las senales o factores
miogénicos generados después de dafiar un musculo esquelético. La profundizacion del
conocimiento acerca de los factores que controlan la regeneracion muscular a partir de
células progenitoras residentes en el musculo, como de aquellas provenientes de otros
tejidos, - proporcionara sustento solido para futuras intervenciones terapéuticas

orientadas a la regeneracion del tejido muscular.
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