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RESUMEN

La angiogénesis es el proceso en el cual se forman nuevos vasos sanguineos a
partir de otros preexistentes y es dependiente de la presencia de factores angiogénicos
clasicos tales como VEGF, PDGF-A y Angiogenina. Muchos de estos factores troficos
son secretados por un tipo particular de células -las células troncales mesenquimaticas
(MSCs)-por lo cual la terapia utilizando MSCs constituye una opcién atractiva para el
tratamiento de isquemia y la reparacion tisular. Las Netrinas y las proteinas RGM fueron
originalmente descritas como moléculas de guia axonal pero recientemente se ha
planteado que participan en angiogénesis. Estas proteinas, actuando a través de sus
receptores DCC, UNC5 o Neogenina-1, promueven o inhiben procesos angiogénicos

dependiendo del contexto fisioldgico en el cual se encuentren.

La expresion de estos ligandos en MSC es afin desconocida por lo que en este
estudio se evalud la presencia de Netrina-1, Netrina-4 asi como RGMa en células
troncales mesenquimaticas de la gelatina de Wharton (WJ-MSC). Ademas, se determiné
la presencia de estos ligandos en el medio condicionado por 48 horas de WI-MSC. Se
obtuvo que tanto Netrina-1 y 4 como RGMa son expresados por las células de Wharton.
Netrina-1 estd presente en el medio condicionado de las mismas. El hecho de que WI-
MSC produzcan moléculas de guia axonal como potenciales reguladores angiogénicos
nos motivo a estudiar si las WJ-MSC tenian la capacidad de inducir angiogénesis en
células endoteliales de la vena del cordén umbilical (HUVEC). Se determind que el
medio condicionado de WJ-MSC promueve tanto la migracion como la formacién de
titbulos en células endoteliales de manera significativa. M4s atin, demostramos que
tanto Netrina-1 como RGMa por si solos son capaces de inducir procesos angiogénicos
en células endoteliales. Esto sugiere que el efecto paracrino de WJI-MSC se debe en
parte a la presencia de estos factores, quedando por resolver atn en qué grado

contribuyen a las diferentes etapas del proceso angiogénico.

xiv



Finalmente nos interesé determinar la contribucion de los receptores de Netrinas,
en particular del receptor Neogenina-1, a la angiogénesis inducida por el medio
condicionado de WJ-MSC y Netrina-1. Para ello, realizamos experimentos de pérdida de
funcién utilizando células HUVEC establemente knock down para Neogenina-1. En
células HUVEC, transducidas con shNeogenina-1, la capacidad de formar tibulos en
respuesta al medio condicionado y a Netrina-1 aumentd con respecto a células control.
Interesantemente, su capacidad migratoria no se vio afectada de manera significativa en
respuesta a estos estimulos. Estos datos sugieren fuertemente que Neogenina-1 en su
interaccién con Netrina-1 tendria un efecto antiangiogénico, inhibiendo especificamente
el proceso de formacion de tibulos, lo que nos lleva a sugetir que estos dos procesos,
migracién celular y formacion de tibulos, estarfan mediados por vias de sefializacién
diferentes. Los efectos pro-angiogénicos de Netrina-1 en tanto estarian siendo mediados
por ofro receptor, ain no identificado, mas afin por Netrinas que Neogenina-1.
Concentraciones altas de Netrina-1 en tanto permitirian su unién a Neogenina-1
promoviendo un efecto opuesto al que genera la interaccion Netrina-1/receptor
desconocido y por ende disminuyendo el efecto angiogénico global de Netrina-1. Sin
embargo, no podemos descartar una potencial funcién pro-angiogénica de Neogenina-1,
dado que RGMa-cuyo unico receptor conocido es Neogenina-1-si induce procesos

angiogénicos in vitro.

Resumiendo, los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que las WJ-MSC
producen factores angiogénicos no-candnicos-Netrina-1 y RGMa- y que Neogenina-1
participa activamente en regular la angiogénesis inducida por éstos ligandos. Surge la
necesidad de profundizar en los mecanismos de accién y en la busqueda de otros
potenciales receptores angiogénicos que se unan a Netrina-1. Sin duda estos resultados
seran de mucha utilidad para desarrollar y/o optimizar estrategias terapéuticas tendientes

a manipular procesos angiogénicos.

XV



ABSTRACT

Angiogenesis, the process whereby new blood vessels are formed from
preexisting ones, depends on the presence of classical angiogenic factors such as VEGF,
PDGF-A and Angiogenin. Many of these trophic factors are secreted by a specific type
of cells -mesenchymal stem cells (“MSCs”)- making the therapy using MSCs an
attractive option for the treatment of ischemia and tissular repair. Neirins and RGMs
were originally described as axonal guidance molecules but recently have also been
proposed to be involved in angiogenesis. These proteins, by acting through their
receptors DCC, UNCS5 or Neogenin-1, promote or inhibit angiogenesis depending on
their physiological context.

The expression of these ligands by MSC is still unknown so in this study we
cvaluated the presence of Netrin-1, Netrin-4 and RGMa in Wharton’s Jelly
Mesenchymal Stem Cells (WJ-MSC). We found that Wharton cells produce Netrin-1
and 4 as well as RGMa. Even more, Netrin-1 is present in the conditioned medium of
these cells. The fact that WI-MSC produce axonal guidance molecules as potential
angiogenic regulators motivated us to study whether WJ-MSC had the ability to induce
angiogenesis in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). We determined that
the conditioned medium of WJ-MSC strongly promotes not only the migration but also
the formation of tubules in endothelial cells. Moreover, we demonstrated that both
Netrin-1 and RGMa have the capacity to induce angiogenic processes on endothelial
cells. This suggests that the paracrine effect of WJ-MSC is in part due to the presence of
these factors, leaving unresolved in which extent they contribute to the different stages

of the angiogenic process.

Finally, we were interested in the contribution of the Neogenin-1 receptor in the
angiogenesis induced by the conditioned medium of WJ-MSC and Netrin-1. In order to
accomplish this, we performed loss of function experiments using HUVEC cells stably
knocked down for Neogenin-1. In HUVEC cells transduced with a shNeogenin-1, the

xvi




ability to form tubules in response to the conditioned medium and to Netrin-1 was
increased compared to the control. Interestingly, migratory ability of HUVEC was not
affected significantly in response to these stimuli. These findings strongly suggest that
the interaction of Neogenin-1 with Netrin-1 has an anti-angiogenic effect, inhibiting
specifically the process of forming tubules but not the cellular migration of endothelial
cells. This finding leads us to suggest that different signalling pathways would mediate
these two processes, cellular migration and the formation of tubules. The pro-angiogenic
effects of Netrin-1 would be controlled by a so far not identified receptor, most probably
displaying a higher affinity for Netrin-1. High concentrations of Netrin-1 would allow its
binding to Neogenin-1 resulting in an opposing effect and hence decreasing the global
angiogenic effect of Netrin-1. However, given that RGMa- whose only known receptor-
1 is Neogenin- 1- induces angiogenic processes in vitro, Neogenin-1 also could

potentially act as a pro-angiogenic mediator in its interaction with RGMa.

Summarizing the results of this thesis, we conclude that WJ-MSC produce non-
canonical angiogenic factors- Netrin-1 and RGMa- and that Neogenin-1 is actively
involved in regulating angiogenesis induced by these ligands. The need for further
studies of the action mechanisms and the search of new angiogenic receptor of Netrin-1
arises. Undoubtedly our results will be very useful to develop and/or optimize

therapeutic strategies aimed for manipulating angiogenic processes.

xvii



1. INTRODUCCION

a) Los sistemas nervioso y vascular exhiben similitudes a nivel molecular y

estructural

Las similitudes anatomicas entre nervios y vasos sanguineos han sido
reconocidas desde hace siglos. Vesalius fue el primero en describirlas a nivel
macroscopico y observar que vasos sanguineos y nervios estan co-alineados y siguen un
patron similar (figura 1A) (Vesalius, 1543). Mas de cuatro siglos después de la
observacion hecha por Vesalius, la evidencia hoy muestra que neuronas y vasos co-
dirigen su ordenamiento espacial (patterning) para lograr un alineamiento preciso a nivel
anatomico. Para que tal orientacion tenga lugar, neuronas y vasos sanguineos en
extension deben sensar las sefiales quimicas del medio ambiente en el cual se
encuentran. Esto lo logran mediante estructuras celulares especializadas Ilamadas cono
de crecimiento axonal y la célula endotelial punta, encontradas en neuronas y vasos

sanguineos, respectivamente (figura 1B) (Tam & Watts, 2009).
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Figura 1. Similitudes anatémicas entre los sistemas nervioso y vascular. A Representacion
de los patrones compartidos entre las redes vascular y nerviosa en el cuerpo humano. Evidencia
reciente indica que los vasos sanguineos y neuronas dirigen su extension usando mecanismos
moleculares compartidos, lo cual resulta en Gltima instancia en la formacion de redes con
patrones similares. B Representacion del cono de crecimiento axonal y la célula endotelial punta
(tip cell). Las proyecciones celulares de los axones y del endotelio encargadas de guiar su
crecimiento, comparten caracteristicas morfologicas. El movimiento de las células endoteliales
hacia la sefial angiogénica es ordenado, esto se debe a la seleccion de una célula conocida como
célula punta (tip cell) que guiara dicho movimiento para formar nuevos vasos sanguineos.
Aunque la célula es una entidad celular separada del vaso sanguineo en crecimiento, es el



analogo funcional del cono de crecimiento axonal. Se piensa que tanto filopodios como
lamelopodios del cono de crecimiento en expansion y de la célula punta, forman el motor que
impulsa fisicamente las células hacia las sefiales atractivas (verde) y las aleja de las repulsivas
(rojo) a medida que neuronas y vasos sanguineos sensan su medio ambiente (Tam & Watts,
2010).

La primera descripcion del cono de crecimiento axonal fue realizada el afio 1906
(Cajal y col, 1906). Este corresponde a una estructura que se encuentra en la punta de los
axones en desarrollo y es capaz de sensar y responder a las sefiales de su medio
ambiente local (de Castro y col, 2007). Especificamente, ¢l cono de crecimiento axonal,
se encuentra al término del eje axonal y consiste en gran parte en maquinaria

citoesquelética (figura 1B).

Mas de cien afios después de la descripcion original de Cajal del cono de
crecimiento axonal, se describi6 una estructura similar en los brotes angiogénicos de los
vasos sanguineos en crecimiento en la retina murina (Gerhardt y col, 2003). Esta
estructura se compone de una célula especializada que se encuentra en el extremo en
crecimiento de los vasos en extension, llamada célula endotelial punta (figura 1B). Las
células de la punta, al igual que los conos de crecimiento axonal, son estructuras ricas en
actina, que dinamicamente sensan su medio ambiente cuando brotan desde la

vasculatura preexistente.

El paralelismo celular entre el cono de crecimiento axonal de una neurona, y la
célula de la punta presente en un vaso sanguineo angiogénico, sugiere que estas
estructuras, responden de manera similar a las sefiales quimicas provenientes de sus
respectivos medio ambientes. En 1963, Roger Sperry enuncié la hipétesis de la
quimioespecificidad. Esta postula que las sefiales guimicas producidas por un tejido
blanco dirigen la orientacion del sistema nervioso en desarrollo y en regeneracion, lo
cual resulta en la formacién de una red neuronal altamente organizada (Sperry, 1963). A
partir de esta idea, surgidé la interrogante acerca de si los vasos sanguineos en
crecimiento respondian también a sefiales quimicas resultando en un desarrollo

estereotipado como aquél observado en el sistema nervioso.



En el sistema nervioso, el patterning de los nervios se logra mediante una
variedad de pistas y sefiales desde el ambiente cercano que dirigen la navegacién axonal.
Las cuatro clases principales de moléculas de guia axonal son: efrinas, semaforinas,
Netrinas y s/its (figura 2). Estas moléculas median interacciones repulsivas o atractivas
con los conos de crecimiento via receptores especificos expresados en su superficie.
Estudios recientes, han evaluado la hipotesis de la quimioespecificidad a nivel molecular
y han dado evidencia concluyente de que estos mismos factores no solo participan
dentro del contexto del sistema nervioso, sino que también, tienen un rol en la
orientacion y patterning del sistema vascular en desarrollo (Bouvree y col, 2008;
Larrivee y col, 2007; Lu y col, 2004; Wang y col, 1998; Gale y col, 2001; Shin y col,
2001; Capparuccia & Tamagnone, 2009). Una prueba convincente de ello es que
receptores de estas moléculas que se encuentran en el cono de crecimiento axonal, se

expresan también en la célula endotelial punta (figura 2).
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Figura 2. Participacion de pares similares de receptor-ligando participan en la guia de
conos de crecimiento axonal y células endoteliales punta. La sefalizacion por efrinas es
principalmente repulsiva tanto para el cono en crecimiento como para las células endoteliales
punta, del mismo modo que la mediada por semaforinas. Las Netrinas en tanto, pueden actuar
como quimioatractantes o quimiorepelentes dependiendo de su contexto celular y el receptor al
cual se unan. DCC, Deleted in Colorectal Cancer; NEO-1, Neogeninal; NRP, Neuropilin; Robo,
Roundabout; UNC-5, Uncoordinated-5; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial;
VEGFR, Receptor de VEGF (Modificado a partir de Melani & Weinstein, 2010).




b) Netrinas y sus receptores en guia axonal y angiogénesis

Dentro de las ya mencionadas moléculas de guia axonal, una de las mds
estudiadas son las Netrinas. Las Netrinas constituyen una familia de proteinas secretadas
altamente conservadas y estructuralmente similares a las lamininas, las cuales
corresponden a componentes estructurales de la membrana basal de los tejidos. La
familia de las Netrinas posee una secuencia proteica de 600 aminoacidos con una masa
molecular de 70 kDa aproximadamente. Entre las caracteristicas compartidas por las
Netrinas, se debe mencionar que los dominios N-terminal contienen regiones altamente
homologas a los dominios V y VI de las lamininas (Cirulli & Yebra, 2007). Al igual que
éstas, el dominio V de las Netrinas contiene tres repeticiones similares a EGF. Por el
contrario, el dominio C-terminal de las Netrinas, no guarda homologfa con las lamininas
(Cirulli & Yebra, 2007).

El primer miembro de la familia Netrina identificado fue UNC-6, caracterizado
en C.elengans e implicado en la guia circunferencial de axones y células. Fue descrito en
uno de los varios mutantes de C.elengans con distintos fenotipos de descoordinacion
(Ishii y col, 1992; Serafini y col, 1994). El miembro que da nombre a la familia es
Netrina-, primeramente identificada en cerebro de pollo como la molécula responsable
de la actividad quimiotactica y promotora del crecimiento axonal que posee la placa del
piso de la médula espinal (Serafini y col, 1994). Esta proteina de 78 kDa muestra alta
afinidad por membranas celulares, aunque su actividad se presenta tanto en forma
soluble como asociada a membranas y su estructura es similar a la proteina UNC-6.
Poco tiempo después de caracterizado UNC-6, se describid a Netrina-A y Netrina-B en
Drosophila melanogaster. En vertebrados, por su parte, después de Netrina-1, se
identificaron las Netrinas-2 y 3. Todas ellas estructuralmente similares a la cadena y de
las lamininas. Posteriormente se identifico otra Netrina mds distante en ratén y humano,
llamada Netrina-4 o B, dada su homologia con la cadena B de las lamininas (Cirulli y col,
2007).

En todas las especies en las cuales han sido identificadas, se ha demostrado que
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las Netrinas participan en la guia axonal, de ahi el origen de su nombre, el cual deriva de
la palabra sanscrita netr: el que guia. Las Netrinas actian como guias de orientacion
bifuncionales; pueden atraer algunos axones y repeler a otros, segin los receptores que

estén involucrados.

Entre los receptores de la familia de las Netrinas, podemos mencionar la familia
DCC (del inglés, Deleted in Colorectal Cancer) y familia de UNCS5. La familia DCC, esta
conformada por los receptores DCC y Neogenina-1, mientras que la familia UNCS5
comprende 4 miembros, UNC5A-D. Los receptores DCC se componen de un dominio
extracelular que contienen 6 repeticiones fibronectina tipo 3 (FN3) y 4 repeticiones
inmunoglobulinas (Ig), un dominio transmembrana y un dominio intracelular que

contiene 3 dominios acunados P1, P2 y P3 (figura 3).
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Figura 3. Netrinas y sus receptores regulan tanto la orientaciéon axonal como el desarrollo
de vasos sanguineos. El ligando Netrina se muestra en la parte superior, mientras que sus
receptores (UNCS5, DCC) en la inferior. DB indica dominio de unién a DCC; DD, dominio de
muerte, FNIII, Fibronectina tipo 3-/ike; lg dominio inmunoglobulina; P1/2/3, regiones
conservadas en el dominio citoplasmatico de DCC; TSPI1, trombospondina-1-/ike; ZU5, zona
occludens-1-/ike. (Tomado de Larrivée y col, 2009).




El dominio intracelular de DCC contiene varios sitios putativos de unién a
proteina, y fosforilacion (Moore, 2007). El dominio de unién a Netrina-1 se localiza en
uno de los repetidos de fibronectina tipo 3, aunque es ain incierto cudl de ellos se une a
Netrina-1 (Bennet y col, 2007; Geisbrecht y col, 2003). La familia UNC5 comprende un
grupo de receptores de transmembrana compuestos de dos dominios inmunglobulina y
dos trombospondina en la regién extracelular. La region intracelular, por su parte,
contiene un dominio de unién a DCC y un dominio de muerte (figura 3). El dominio de
union de Netrina-1 en los receptores UNC5 segin lo reportado en la literatura se localiza

en las repeticiones Ig (Geisbrecht y col, 2003).

A2b, receptor adenosina, por su parte, también ha demostrado ser un receptor de
Netrina-1, pero su funciéon en mediar los efectos de Netrina-1 in vivo aiin es desconocida
(Corset y col, 2000; Stein y col, 2001). Finalmente, las integrinas agf4 y o3P también se
han sugerido como receptores de Netrina en células endoteliales y se ha visto que

median la adhesién celular y la migracién en respuesta a Netrina-1 (Yebra y col, 2003).

Durante la embriogénesis, Netrina-1 es secretada desde las células de la linea
media ventral del sistema nervioso central y atrae axones comisurales hacia ella.
También puede repeler otros tipos axonales, incluyendo los axones motores trocleares en
los vertebrados. La atraccién hacia Netrina-1 es mediada por la activacién de la familia
DCC como ha sido demostrado en experimentos genéticos de pérdida de funcién. En
ratones deficientes en Netrina-1 o DCC, los axones comisurales quedan detenidos y son
incapaces de alcanzar la linea media. La repulsion en respuesta a Netrina-1, requiere la
sefializacion a través de homodimeros del receptor UNC5 o heterodimeros UNC5-DCC.
En Xenopus, la atraccion mediada por DCC de los axones espinales, es convertida en
repulsion por'la expresion ectopica de la familia de receptores UNCS5, un mecanismo
dependiente de la interaccién entre las fracciones citoplasmaticos de ambos receptores.
UNCS5 puede también mediar la repulsion en ausencia de DCC, aunque en rango menor

(Hong y col, 1999).




Del mismo modo que en guia axonal, las Netrinas pueden tener actividad
bifuncional en procesos angiogénicos. Diversos grupos han reportado que pueden tener
acciones tanto repulsivas como atractivas sobre células endoteliales pero el papel que
cumplen los receptores en esta respuesta bifuncional ha sido escasamente estudiado.
Recientemente, se ha reportado un rol anti-angiogénico para Netrina-1 in vitro y
Netrina-4 in vivo (Lejmi y col, 2008). En este trabajo, se observé que Netrina-4 es sobre-
expresada en células endoteliales angiogénicas luego de la estimulacién a largo plazo
con VEGF. Por otro lado, se reporté que Netrina-1 (1000 ng/ml) o Netrina-4 (10, 100 y
1000 ng/ml) inhibfan la migracién de células endoteliales inducida por VEGF in vitro.
Netrina-4 recombinante, también impedia la angiogénesis patoldgica en ensayos de
formacién de nuevos vasos en Matrigel y de neovascularizacion coroidal inducida por
laser. Al mismo tiempo, la sobreexpresién de Netrina-4 en células tumorales de cancer
de préstata de la linea PC3 reducia la neovascularizacion y el crecimiento tumoral de
aquellas células transfectadas con Netrina-4 en comparacién con los controles tumorales

sin transfectar era significativamente menor (Lejmi, 2008).

Se demosird también que Netrina-1 tenia efectos anti-angiogénicos en embriones
de pollo, donde al transplantar lineas celulares que expresaban Netrina-1 humana o de
pollo en diferentes etapas de su desarrollo, la angiogénesis se veia impedida. Este

fendmeno era observado en todas las etapas estudiadas (Bouvree y col, 2008).

Si bien los trabajos anteriormente descritos dan cuenta de un rol anti-angiogénico
de las Netrinas, otro grupo de estudios sugieren, por el contrario que las Netrinas
podrian tener un rol pro-angiogénico. En uno de estos trabajos, se demostrd que Netrina-
1 estimulaba la proliferacion (10 — 100 ng/ml) y migracién (10- 200 ng/ml) de ECs
vasculares (VECs) y células vasculares de musculo liso (VSMCs) de manera dosis
dependiente. Asi como también, que promovia la adhesién de VMSC in vitro y la
angiogénesis in vivo en ensayos de membrana corolantoidea (1 pg) y micro-bolsillo
corneal (200 ng) (Park y col, 2004). Es importante hacer notar que el receptor de Netrina

en VECs no fue identificado en este estudio ni tampoco en una investigacién posterior.



En otro trabajo se observé que tanto Netrina-1 como Netrina-4 estimulaban la
proliferacién, migracion y la formacién de tibulos en HMVECs in vitro, y que esta
estimulacién era independiente de los receptores conocidos de Netrinas (Neogenina-1,
DCC y la familia UNCS5) (Wilson y col, 2006).

En otro reporte del afio 2006, se plante6é que Netrina-1 promovia la angiogénesis
a través del aumento en la produccién de 6xido nitrico (NO) dependiente de la 6xido
nitrico sintasa (eNOS) (Nguyen & Cai 2006). En este articulo, se planteé que la
exposicion de células ECs de la aorta de bovino a Netrina-1 (10 -100 ng/m]) resultaba en
un aumento en la produccién de NO de manera dosis dependiente, mientras que la
angiogénesis estimulada por Netrina-1 se vefa inhibida con un quelante de NO (PTIO).
Ellos demostraron ademaés, que la produccién de NO, ocurria por la unién de Netrina-1
al receptor DCC, lo que generaba la activacion de la via ERK1/2-eNOS (Nguyen & Cai
2006).

Se ha demostrado también un rol pro-angiogénico de Netrina-1 en el cerebro
adulto de ratdén. Especificamente, se determiné que la sobreexpresion de Netrina-1 via
un vector viral adenoasociado (AAV-NT-1), en experimentos in vitre estimulaba la
proliferacion y migracion de ECs humanas cerebrales y SMCs humanas aérticas. In vivo
por su parte promovia la neovascularizacion focal (Fan y col, 2008). Ademds, la
administracion intracerebral de Netrina-4 luego de una oclusién de Ia arteria cerebral
media (modelo de ataque cerebral), llevaba a un aumento en la densidad de vasos
sanguineos, a proliferacion endotelial y a una mejora en ¢l comportamiento una semana
luego del infarto (Hoang y col, 2008). Adicionalmente, en otro estudio se demostré que
Netrina-1 (100 ng/ml) promovia la viabilidad, proliferacién, migracién y formacién de
tibulos en HUVECs. Estos resultados eran drasticamente reducidos al utilizar un
shRINA para Netrina-1 (Xi y col, 2011).

En el caso de Netrina-4, su rol pro-angiogénico también ha sido investigado por

diversos autores. En un estudio del afio 2011, se identificé netrina-4 como un gen



expresado en células endoteliales y requerido para el desarrollo de los vasos sanguineos
en etapas embrionarias en el modelo de pez cebra (Lambert y col, 2011). Los datos in
vitro mostraron que Netrina-4 era necesaria para la sobrevida, proliferacién y
angiogénesis en células endoteliales y que estas actividades eran mediadas por proteinas
comunes involucradas en vias de seiializacion que llevan a la sobrevida y proliferacion
celular, esto es, Akt y ERK1/2. Més atn, demostraron que Netrina-4 tiene actividad pro-
angiogénica in vitro usando un ensayo de angiogénesis en 3D, asi como también in vivo
en el desarrollo embrionario de pez cebra y vieron que ambos efectos eran al menos en
parte mediados por la activacién de proteinas quinasas. Finalmente, sus resultados
demostraron que Netrina-4 inducia la proliferacién y sobrevida tanto en HUVECSs como
HUAECs de manera dosis y tiempo dependiente. Es importante destacar que en la
discusion de este trabajo, los autores hacen mencién a que no fueron capaces de
identificar el receptor de Netrina-4 que mediaba estos efectos en células endoteliales

usando la estrategia de RNA de interferencia.

Otro trabajo que apoya el rol pro-angiogénico de Netrina-4, surge en el contexio
de linfo-angiogénesis (Larrieu y col, 2010). Aqui, los autores evidencian que Netrina-4
funciona como un factor pro-linfoangiogénico. Demostraron que Netrina-4 induce la
proliferacion, sobrevida y migracion de células endoteliales linfaticas a través de la
activacion de las vias de sefializacion MAPquinasa p42/p44, Akt/PI3 quinasa y mTor.
Demostraron ademds que si bien tanto Neogenina-1 como UNC5B se expresaban en las
células endoteliales linfaticas, su silenciamiento mediante RNA de interferencia no
suprimia los efectos biologicos inducidos por Netrina-4. Ademas, la sobreexpresién de
Netrina-4 en piel de raton o tumores de mama humanos, aumentaba la densidad de los
vasos linfiticos. Finalmente, demostraron que ratones transplantados con tumores que
sobre-expresaban Netrina-4, desarrollaban mds metastasis dado que presentaban una

permeabilidad linfética mayor.

Si bien en este articulo, los investigadores no identificaron el receptor

involucrado, un afio mds tarde, este mismo grupo publicé un estudio donde identificaban
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a la integrina asf; como la responsable de mediar los efectos bioldgicos de Netrina-4 en
el contexto de sistema linfatico (Larrieu y col, 2011). Especificamente, demostraron que
esta integrina era expresada por las células endoteliales y se unia a Netrina-4 en una
manera dosis dependiente. La inhibicién de cualquiera de las subunidades de la
integrina, suprimia la migracion celular, adhesién y contacto focal inducidos por
Netrina-4. Ademas, la fosforilacién de la familia de las quinasas Src, efectores de la
migracion de células endoteliales, también era impedida por la inhibicién de og o Bi.
Finalmente, demostraron que Netrina-4 y la integrina ogP; colocalizaban en la
vasculatura embrionaria, intestinal y tumoral, siendo de esta manera, los primeros en

demostrar que las Netrinas sefializan en el endotelio a través de receptores no-canénicos.

Si bien los resultados obtenidos en los trabajos que estudian el rol de Netrinas en
el contexto angiogénico es contradictoria, cabe recordar que en el sistema nervioso, las
Netrinas actilan como sefiales bifuncionales y este mismo rol dual puede explicarse en
estos resultados aparentemente opuestos. Evidencias recientes indican que un factor que
podria estar dando cuenta de la respuesta diferencial hacia las Netrinas, seria la
concentracion de las mismas, dado que en concentraciones bajas promueve la atraccién
y en altas, la repulsion. Este fenémeno queda de manifiesto en una publicacién reciente
donde se reportd la accién dual en la concentracién-dependiente de Netrina-1 al modular
procesos de angiogénesis (Yang y col, 2007). Estos investigadores, encontraron que
Netrina-1 podria tanto estimular como inhibir la proliferacién o la migracién de
HUVECs in vitro. Especificamente, las concentraciones mas bajas estimulaban dichos
procesos mientras que las mas altas, los inhibian. De manera similar, se observé un
aumento o inhibicion de concentracién dependiente de Netrina-1 durante la neogenésis

corneal in vivo (Yang y col, 2007).

Aunque hay consenso de que estas proteinas participan en procesos
angiogénicos, los receptores que median estos efectos, ain no han sido plenamente

identificados. La mayor parte de la informacion existente hasta la fecha, sugiere un rol

para los receptores DCC y UNCS principalmente. Sin embargo ésta no es concluyente, y
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no se pueden atribuir todos los efectos observados a estos dos receptores, especialmente
cuando dichos efectos se dan en tipos de células endoteliales que no expresan estos
receptores. Mas aun, diversos trabajos son concluyentes en afirmar que en HUVEC,
células utilizadas ampliamente como modelo de célula endotelial, no expresan el

receptor DCC (Castets y col, 2009; Lejmi y col, 2008).

¢) Neogenina-1: ;el eslabon pérdide?

Neogenina-1 es uno de los receptores conocidos de las Netrinas y si bien su rol
en sistema nervioso ha sido bien documentado, no sucede lo mismo en un contexto
angiogénico, donde ha sido escasamente estudiado en comparacién con otros receptores
como DCC y UNCSB. Neogenina-1 es miembro de los receptores de transmembrana de
la familia de las inmunoglobulinas (ver figura 4). Es homologo de DCC, y al igual que
€ste, es prominentemente expresado por neuronas en diferenciaciéon en el sistema
nervioso central (Vielmetter y col, 1994). Sin embargo, Neogenina-1 no sélo se expresa
en el sistema nervioso central, sino que también en una variedad de otros tejidos durante
el desarrollo embrionario, tales como el musculo cardiaco, el epitelio y el mesénquima
pulmonar, intestinal y estomacal. Ademds, estd presente en el epitelio pancreatico,
mesénquima de la gldndula adrenal y rifién, cartilago en diferenciacién dsea, en el
miuisculo liso vascular y tejido conectivo de extremidades y de la cara (Fitzgerald y col,

2006).

Ademés de unirse a ligandos de la familia de las Netrinas, Neogenina-1 es
también receptor de la familia de las moléculas de guia repulsiva RGM (del inglés,
Repulsive Guidance Molecule), una glicoproteina unida a glicosilfosfatidilinositol (GPI)
sin homologia a otras moléculas de guia axonal (Wilson & Key, 2006). A la fecha se han

descrito 3 miembros para esta familia en vertebrados RGMa, RGMb y RGMc. RGMa y

RGMD se expresan particularmente en el sistema nervioso central adulto, RGMc se
expresa en musculatura esquelética, higado y miocardio y RGMb adicionalmente se

expresa en cartilago. Sin embargo, RGMa ha sido el ligando de 1a familia més estudiado
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tanto dentro como fuera del sistema nervioso.
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Figura 4. Estructura de Neogenina-1 y sus ligandos RGM y Netrina. Neogenina-1 consiste
en cuatro loops lg-like vy 6 repeticiones Fnlll, un dominio transmembrana (TM) y una region
intracelular con tres dominios P. Hay al menos 4 sitios de splicing, y una secuencia consenso
caspasa-3- CCTD. RGM contiene un péptido sefial N-terminal (S), y un motivo RGD (implicado
en la interaccion célula-célula), un dominio parcial del factor von Willebard (vWF) tipo D, una
region hidrofobica (hp) y un dominio de anclaje GPI C-terminal. Las Netrinas [-4 son proteinas
secretadas que contienen un péptido sefial amino terminal, seguido de un dominio globular VI
similar a laminina y tres repeticiones EGF, V-1, V-2, V-3. El dominio C-terminal de Netrinas,
muestra la mayor variacion entre las especies y es similar a los dominios encontrados en la
familia del complemento y en Frizzled. RGM contiene un péptido sefial N-terminal (S), y un
motivo RGD (implicado en la interaccion célula-célula), un dominio parcial del factor von
Willebard (VWF) tipo D, una region hidrofébica (hp) y un dominio de anclaje GPI C-terminal
(Wilson & Key, 2006) .

La informacion existente en la literatura acerca de la implicancia de Neogenina-|
y la angiogénesis mediada a través de las Netrinas es limitada. Si bien hay trabajos que
hablan de un nexo entre Neogenina-1 y angiogénesis (Lejmi y col, 2008; Eveno y col,
2009), éstos se enfocan principalmente en Netrina-4, sin hacer mencion a Netrina-1 o

RGMa. Especificamente, Lejmi y colaboradores reportaron que el efecto

12




antiangiogénico de Netrina-4 previamente mencionado, era a través de la unién de
Netrina a Neogenina-1 y el reclutamiento de UNC5B. Ellos demostraron que en células
endoteliales (HUAEC) estimuladas con VEGF, Netrina-4 se unia a Neogenina-1. Esta
unién, promovia el reclutamiento de UNC5B por parte de Neogenina-1 y silenciamiento
de cualquiera de estos dos receptores, anulaba el efecto inhibitorio de Netrina-4 sobre la

migracion de EC (Lejmi y col, 2008).

Eveno y colaboradores por su parte, también describen un efecto antiangiogénico
de Netrina-4 en un contexto tumoral. En primera instancia, ellos determinaron la
expresion de Neogenina-1 a nivel de proteina mediante Western blot en células HUVEC,
Posteriormente y para investigar la implicancia del receptor Neogenina-1 en la actividad
antiangiogénica de Netrina-4, utilizaron un ensayo de formacion de tibulos en células
endoteliales HUVEC co-cultivadas con la linea tumoral 15174, la cual produce Netrina-
4. Ellos observaron que en presencia de un anticuerpo bloqueante de Neogenina-1, el
mimero de tiibulos se vefa draméticamente aumentado en comparaci6n con la condicion
sin bloquear, sugiriendo que Neogenina-1 media la actividad anti-angiogénica de la

Netrina-4 secretada por las células LS174 (Eveno y col, 2009).

d) Células troncales mesenquiméiticas, WJ-MSC y efecto proangiogénico

Las células troncales mesenquimaticas o MSCs (del inglés, Mesenchymal Stem
Cells) son células multipotenciales presentes tanto en la etapa fetal como aduita de un
individuo (Troyer & Weiss, 2008). Se encuentran en ciertos fluidos y en €l estroma de
distintos tejidos del organismo, como por ejemplo en la médula ésea (Ucelli, 2008),
grasa (Kolf, 2008), liquido amnidtico (Sessarego, 2008), endometrio (Gargett y col,
2009), cordén umbilical (CU) (Troyer & Weiss, 2008), pulpa dentaria (Gronthos y col,
2008) y ligamento periodontal (Liu y col, 2008) entre otros.

Las MSCs son definidas como células que en condiciones de cultivo crecen en

monocapas, presentando una morfologia fibroblastoide, con capacidad de
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autorrenovacidn y de diferenciacion in vifro a distintos linajes tales como el tejido
adiposo, 6seo y cartilago (Dominici y col, 2006; Kolf, y col, 2007; Pittenger y col,
1999). Adicionalmente, se ha descrito que estas células pueden trans-diferenciarse in
vitro a células de los tres linajes embrionarios, como por ejemplo, células nerviosas
(Kopen y col, 1999), endoteliales (Orlic, 2001) y hepaticas (Lagasse y col, 2000) entre
otras (Jiang y col, 2002).

El rol fisiologico de las MSC es mantener la homeostasis tisular, permitiendo el
recambio celular que ocurre normalmente en los tejidos a través de la diferenciacién a
células con la identidad de dicho 6rgano. Adicionalmente, en los casos donde existe
dafio, las MSC secretan factores de crecimiento que permiten la regeneracién de la zona
afectada mediante la atraccion de otras células progenitoras o estimulando a las células
residentes para la formacién de nuevas estructuras, tales como la generacién de vasos

sanguineos (Stappenbeck & Miyoshi, 2009).

En modelos animales, se ha visto que el transplante de MSC, especificamente de
aquellas derivadas de médula 6sea (BM-MSC), a través de la produccién del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) promueve la angiogénesis terapéutica en un
modelo de isquemia del miembro inferior de manera paracrina (Al-Khaldi y col, 2003a;
2003b). Ademés las BM-MSC secretan los factores de crecimiento fibrobldstico (FGF),
factores de crecimiento transformantes (TGF), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-at),
angiopoietina, angiogenina e interleunquina-8 (IL-8) (Folkman & Shing, 1992;
Yancopoulos y col, 2000). Entre estos factores, VEGF es un factor de crecimiento
critico para la formacién de vasos sanguineos y se ha demostrado que promueve el
crecimiento de células vasculares endoteliales derivados de arterias, venas y vasos
linfaticos (Ferrara & Davis-Smyth, 1997). Como evidencia adicional al potencial uso de
BM-MSCs humanas como fuente de células productoras de VEGF, en el afio 2008 se
demosird que este potencial se mantenia in vivo, cuando estas células eran transplantadas
en ratones inmunodeficientes (Kagiwada y col, 2008). Estos datos, nos permiten inferir

que las MSC pueden funcionar no sélo como unidades de reemplazo de aquellas células
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que han expirado en tejidos mesenquiméticos, sino que también pueden tener efectos
troficos sobre células que estin en su vecindad, sin generar nuevos fenotipos
diferenciados y en consecuencia, también influir en la regeneracion de células o tejidos

meramente por un efecto de factor bioactivo.

Con todos estos antecedentes, podemos concluir que la terapia basada en células
surge como una opeion prometedora para el tratamiento de enfermedades clinicas y
aunque los datos a la fecha indican que las MSCs utilizadas para estos fines son
obtenidas principalmente a partir de células mononucleares derivadas de médula 6sea
adulta (Chavakis y col, 2010), el uso de células de otras fuentes ademds de las de médula

osea se ha sugerido como estrategia para el desarrollo de enfoques atin més eficientes.

Con respecto a este ultimo punto, las células troncales mesenquimaticas
derivadas de la gelatina de Wharton (WJ-MSC), se han reportado como una fuente
alternativa valiosa para la terapia de células troncales adultas. La gelatina de Wharton es
el tejido conectivo que rodea los vasos umbilicales en el cordén e incluye las regiones
perivascular, intervascular (matriz) y sub-amnion. No requiere un procedimiento
invasivo para su aislamiento en comparacién con aquellas MSCs derivadas de médula
Osea. Ademas, WI-MSC son células jovenes comparadas con las MSCs derivadas de
medula 6sea adulta y exhiben una tasa del proliferacion y capacidad de autorrenovacion
mayores. Las WJ-MSC se adhieren a un sustrato pléstico, expresan los marcadores
caracteristicos de MSC y pueden diferenciarse a células de linaje mesodérmico
incluyendo adipocitos, condrocitos y osteocitos in vifro (Karahuseyinoglu y col, 2007).
Entre las caracteristicas positivas que las hace utiles en protocolos clinicos, se
encuentran el hecho de que expresan bajos niveles del complejo de histocompatibilidad
clase I y clase II (Sarugaser y col, 2005; Lupatov y col, 2006) y poseen propiedades
inmunes que las hacen ser toleradas en caso de transplantes alogénicos (Weiss y col,

2008).
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Respecto al potencial pro-angiogénico de estas células, esto fue evaluado por
Choi y colaboradores sélo recientemente. Los autores encontraron que las WJ-MSC
liberan una variedad de protefnas que estimulan la angiogénesis, incluyendo,
angiogenina, IGFBP-3, IL-8 y MCP-1, que promueven las funciones de las células
endoteliales. Ademads, demostraron que pueden reclutar células endoteliales del huésped
hacia una matriz con WJ-MSC implantada in vive y més atin, formar vasos sanguineos
de pequefio calibre. Por otra parte, se confirmé el efecto terapéutico in vive de WI-MSC
en un modelo de animal isquémico demostrando que hay una induccién de la
neovascularizacién y una recuperacion del flujo sanguineo en la exiremidad isquémica
luego del transplante de WI-MSC. Finalmente, en este estudio, se observé que el medio
condicionado de WJ-MSC indujo la proliferacién, migracion y formacion de tibulos en
células endoteliales (Choi y col, 2013),

¢) Hipoxia y produccion de factores angiogénicos

Actualmente, con el fin de optimizar una eventual aplicacion terapéutica de las
MSCs en procesos angiogénicos, los estudios se han enfocado en aumentar la expresion
y secrecion de factores angiogénicos de estas células. Hoy en dfa, hay consenso en que
en condiciones de oxigeno limitantes, es decir, hipdxicas, el efecto angiogénico de estas

c€lulas es mayor.

HIF-1 es un factor de transcripcién maestro que regula la expresién de varios
genes implicados en angiogénesis, los cuales entre otras cosas, previenen la apoptosis e
inducen la migracién y homing de células al sitio de la isquemia. HIF-1 es una proteina
heterodimérica compuesta de las subunidades HIF-1o y HIF-1B (Jiang y col, 1996 y
Wang y col, 1995). Si bien tanto HIF-1e. y HIF-1p se expresan constitutivamente, en
condiciones de normoxia (concentracion fisiologica de oxigeno) HIF-lo es
continuamente degradado. En hipoxia, la degradacién de HIF-1a es inhibida, lo cual

resulta en la acumulacién de la proteina, la dimerizacién con HIF-1-B, la unién a los




elementos de respuesta a hipoxia (HRESs) dentro de los genes blanco y la activacion de la

transcripcion via el reclutamiento de p300 y CBP (Poellinger & Johnson, 2004).

Luego de la caracterizacién molecular de varios factores angiogénicos, estudios
relevantes de principios de los noventa, mostraron que la hipoxia podria inducir la
expresion del mRNA del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
(Kourembanas y col, 1990) y VEGF en cultivo (Shweiki y col, 1992). Se demostrd
ademas que en los tumores, la expresién de VEGF se ve substancialmente aumentada en
zonas que rodean el centro necrético, sugiriendo un mecanismo por el cual el
microambiente hipéxico puede estimular la angiogénesis tumoral (Shweiki y col, 1992;

Plate y col, 1992).

HIF-1o. tiene un rol critico en la angiogénesis al activar la transcripcion de genes
que codifican factores de crecimiento angiogénicos ANGPTI y ANGPT2, ademas de los
ya mencionados VEGF y PDGF (Kelly y col, 2003 y Pugh y col, 2003). HIF-1a activa
directamente la transcripcién del gen VEGF al unirse a un HRE (Forsythe y col, 1996),
mientras que para ANGPTI, ANGPT2, PGF y PDGFB, no se sabe si la regulacién es
directa o indirecta. La regulacién de estos genes es sorprendentemente especifica segiin
el tipo celular. En hipoxia, la expresion de ANGPT2 es inducida en ECs arteriales,
reprimida en células de musculo liso y se mantiene invariable en fibroblastos cardfacos y
miocitos, mientras que VEGF es inducido en los cuatro tipos celulares (Kelly y col,

2003).

Con respecto a hipoxia y MSC, Razban y colaboradores, observaron que en
condiciones hipdxicas, la expresion de VEGF en MSCs derivadas de la médula dsea, se
vefa aumentada con respecto a una condiciéon de normoxia, pero esta expresion
aumentaba aun mas en células que sobreexpresan HIF-1a (Razban y col, 2008). Esta
observacién concuerda con lo reportado en la literatura referente a que VEGF es

inducido en hipoxia y también con el hecho demostrado de que VEGF es regulado
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directamente por HIF ya que en su secuencia génica posee sitios HRE (Carmeliet v col,

2011).

Por otra parte, ha sido reportado que las BM-MSCs, protegen a los
cardiomiocitos a través de la sobreexpresién de VEGF-A bajo condiciones de cultivo
hipéxicas, y que este efecto es mediado por la activacién del factor HIF-1a. Esto es de
particular interés cuando se considera que luego del transplante al miocardio infartado,
las células se encuentran en un medioambiente isquémico caracterizado por la reduccién
de Oy y la deprivacion de nutrientes que pueden hacer peligrar su viabilidad (Dai y col,
2007).

Li y colaboradores por su parte encontraron que la estimulacién ex vivo con
hipoxia leve (2% de oxigeno) de BM-MSCs, aumentaba el nivel de VEGF vy la
diferenciacién endotelial. Més aun, la recuperacién del flujo sanguineo en la pierna
isquémica tratada con aquellas células expuestas a hipoxia era mayor que en aquellos
implantados con células cultivadas en normoxia. Estos resultados indican que un
aumento en la actividad de la angiogénesis terapéutica puede ser inducida por la
preestimulacion hipoxica de las células mesenquiméticas previo a la implantacién (Li y
col, 2002).

Respecto a los nuevos factores angiogénicos mencionados anteriormente y su
relacion con hipoxia practicamente no se dispone de informacién en la literatura actual.
Existe sélo un trabajo del afio 2009 en el cual se relaciona la produccién de Netrina-1 e
hipoxia en el contexto de la inflamacién (Rosenberg y col, 2009). Especificamente, es
sabido que Netrina-1 esta ligada a la coordinacion de las respuestas inflamatorias. Dado
que las superficies mucosas son particularmente propensas a la inflamacién causada por
hipoxia, ellos determinaron la funcién de Netrina-1 en la inflamacién inducida por
hipoxia y detectaron una induccién del gen que codifica para Netrina-1 (NTNI),
dependiente del factor HIF-1a en epitelios hipdxicos asi como en lineas celulares de

adenocarcinoma de colon humano, especificamente Caco-2 y T84. Adem4s, encontraron
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sitios putativos de union a este factor de transcripcion en el promotor del gen de NTN].
Para evaluar la influencia de hipoxia y HIF-la en la expresion de N7N!, utilizaron
constructos reporteros de luciferasa dirigidos por diferentes fragmentos del promotor.
Las células transfectadas de manera transiente con el promotor full-length, al ser
expuestas a hipoxia (2% oxigeno durante 24 horas) mostraron 4 veces mas actividad
luciferasa que sus controles normoxia. En contraste, las células transfectadas con el
promotor truncado de NTN1, que carecia del sitio HRE, no respondian a la condicién de
hipoxia. Finalmente, utilizando la técnica de inmunoprecipitaciéon de cromatina,
demostraron que la hipoxia inducia la unién de HIF-lo al sitio HRE putativo en el
promotor de NTNI.

Resumiendo la informacién descrita hasta el momento, la angiogénesis es un
proceso altamente dependiente de la presencia de factores angiogénicos clasicos tales
como VEGF. Sin embargo, evidencia reciente indica que ciertas proteinas de guia
axonal, enire ellas, aquellas pertenecientes a la familia de las Netrinas, a través de sus
receptores Neogenina-1, DCC y UNCS5 promueve o inhiben la angiogénesis
dependiendo del contexto fisiologico en que se encuentren. Por oira parte, es
ampliamente sabido que las células troncales mesenquiméticas producen factores
angiogénicos clésicos. Sin embargo, Ia presencia de la familia de las Netrinas en estas
células no ha sido explorada hasta la fecha y menos atn la contribucién de los receptores
en cuanto a modular Ia respuesta anti o pro-angiogénica. Es por esta razén que en esta
tesis, se pretende dilucidar si células WJ-MSC producen factores angiogénicos no
candnicos y si ademds inducen la angiogénesis de manera paracrina en las células
endoteliales al actuar sobre uno de los receptores de estos factores no-candnicos,

especificamente, Neogenina-1.
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2. HIPOTESIS

WI-MSC producen factores angiogénicos no clésicos, entre ellos, Netrinas, los cuales se
ven aumentados en hipoxia y son capaces de inducir angiogénesis de manera paracrina
actuando en células HUVEC a través de alguno de sus receptores candnicos,

particularmente, Neogenina-1.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Dilucidar si WI-MSC producen factores angiogénicos no cldsicos y si estos son capaces
de inducir angiogénesis de manera paracrina en células HUVEC a través de alguno de

sus receptores candnicos, particularmente, Neogenina-1,

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Evaluar la expresion de los ligandos Netrina-1, Netrina 4 y RGMa en WJ-MSC
tanto en normoxia como en hipoxia, asi como de sus receptores candnicos en células

endoteliales de la vena de corddén umbilical humano (HUVEC).

3.2.2 Evaluar el efecto angiogénico de medio condicionado de WJI-MSC y los ligandos
de Neogenina-1, RGMa y Netrina-1, mediante ensayos de migracién y wound healing en

HUVEC.

3.2.3 Determinar la contribucién al proceso angiogénico de Neogenina-1 mediante
ensayos de migracién y formacién de tibulos, en experimentos de pérdida de funcién de

Neogenina-1 en HUVEC.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

4.1.1

4.1.2

4.1.3

Cultivos Celulares

Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), n°® catdlogo 12800-017,
Invitrogen (New York, New York, E.E.U.U.).

Penicilina/Streptomicina 10.000 U/mL / 10.000 ug/mL, Thermo Scientific
(Miami, Florida, E.E.U.U.).

Suero Bovino Fetal (SBF), n° catilogo 10437-028, Invitrogen (New York, New
York, E.E.U.U.).

Suero de ternera recién nacido {(NBCS), n° catdlogo 16010-159, Invitrogen (New
York, New York, E.E.U.U.).

Tripsina/EDTA 10X, Invitrogen (New York, New York, E.E.U.U.).

Medio M199 Medium n° catdlogo 31100-035 Invitrogen (New York, New York,
EE.U.U.).

L.-Glutamina n° catilogo G8540, Sigma (Taufkirchen, Germany)

Gelatina n® catdlogo 1040700500, Merck.

Bicarbonato de sodio, n° catalogo 1063291000, Merck.

Colagenasa tipo 2, n° de catdlogo 41h12762, Worthington (Lakewood, NI).

Lineas Celulares

Caco-2 corresponden a células de adenocarcinoma epitelial colorectal humano,
ATCC. Gentilmente donadas por el laboratorio del Dr. Tulio Nufiez.

HEK 293 originadas desde rifién embrionario humano, ATCC.

SH-SYS5Y corresponden a células de neuroblastoma humano, provenientes de
una metastasis en médula 6sea, ATCC.

RT-PCR y Sintesis ADN Complementario

Sistema comercial GoTaq, Promega (San Luis Obispo, California, E.E.U.U.)
RNA-Solv, Omega Bio-tek (Norcross, Georgia, E.E.U.U.).

Tabla 1: partidores usados para RT-PCR

GEN Partidor 5°-3° Fragmento (pb)

NTN-1

FW 5°- TGC AAG AAG GAC TAT GCC GT -3’ 108
RV 5°- GCT CGT GCC CTG CTT ATA CAC-3’

FW 5’- TCA GCA CAA CAC AGA AGG ACA GTA TTG-3’ 111
RV 5’- TCA GCA CAA CAC AGA AGG ACA GTA TTG-3’
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RGMa FW 5°- ATG GAT GGG TAT GGG GAG AG-3° 116
RV 5’- TGC ACT TGA GGA TCT TGC AC-3’

NEQO-1 FW 5°- TCA TCA AAT TGA CGT GGC GGA-3’ 168
RV 5’- TGT ACA CGG TCG CTG GCA TTA-3’
GAPDH | FW 5’-TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-3’ 87

RV 5°- GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3’

4.1.4 Western Blot

e Tampoén de lisis celular: SDS 2%, glicerol 10%, Tris-HC1 5 mM pH 6,8
Inhibidor de Proteasas Halt TM Protease & Phosfatase Inhibitor Cocktail,
Thermo Scientific (Miami, Florida, E.E.U.U.).

o Tampdn de carga 6X: Tris-HCl 1M, pH 6,8, glicerol 3%, SDS 10%, azul de
bromofenol 1,8 x10-4 M, -mercaptoetanol 0,7 M.

e Tampdn de corrida: Tris Base 25 mM, Glicina 0,19 M, SDS 0,1%.

e Tampon de transferencia: Tris Base 48 mM, 39 mM, SDS 0,37%, metanol 20%.

e Solucion de bloqueo: leche descremada al 5 6 1% disuelta en solucién TBS-
Tween.

o Solucién de lavado: TBS-Tween al 0,1%.

TBS: Tris-HC1 0,5 M, NaCl 1,5 M, pH 7.4.

e Anticuerpo primario: anti-Neogenina-1, n°® de catdlogo sc-6536, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

e Anticuerpo primario: anti-HIF-le n° de catdlogo 610958, BD Transduction
Laboratories (BD Bioscience).

e Anticuerpo primario: anti-DCC, n°® de catilogo sc-6535, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

e Anticuerpo primario: anti-Nefrina- 1, n° de catidlogo sc-20786, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

e Anticuerpo primario: anti-Netrina 4, n° de catdlogo HYROI, R & D Systems.

¢ Anticuerpo primario: anti-RGM-A, n° de catilogo AF2459, R & D Systems.

e Anticuerpo control de carga: B-actina, n° de catdlogo AS5316, Sigma
Taufkirchen, Germany.

¢ Anticuerpo secundario: HRP-anti Goat, n° de catdlogo sc-2020. Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

e Anticuerpo secundario: HRP-anti Rabbit, n® de catdlogo 111-036-003. Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc (PA, USA).

e Anficuerpo secundario: HRP-anti Mouse, n° de catdlogo 115-036-003. Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc (PA, USA).

e Reactivo de quimioluminiscencia: Pierce ECL Western Blotting, Thermo
Scientific (Miami, Florida, EE.U.U.).




4.1.5

4.1.6

4.1.7

4.1.8

InmunoFluorescencia

Paraformaldehido (PFA) al 4% Merck. Darmstadt, Germany.

Soluciéon PBS-Tween X-100 al 0.1% (PBST).

Anticuerpo primario: anti-Neogenina 1, n° de catilogo sc-6536, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

Anticuerpo secundario: IgG Alexa Fluor ® 555 Donkey anti-goat, n° de
catalogo A21432, Invitrogen (New York, EEUU).

Solucién de bloqueo: Suero de caballo preparado al 5% en PBST.

Gel de montaje: Gel/Mount, n° de catalogo M01/V6, Biomed.

Anticuerpo primario: anti-Netrina 4, n° de catdlogo HYRO1, R & D Systems.
Anticuerpo primario: anti-Netrina 1, n® de catdlogo sc-20786, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

Anticuerpo primario: anti-RGM-A, n° de catdlogo AF2459, R & D Systems.
Anticuerpo primario: anti-Neogenina-1, n° de catdlogo sc-15337, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

Anticuerpo secundario: IgG FITC Goat anti-rabbit, n® de catdlogo cat. 81-6111,
Invitrogen (New York, EEUU).

Anticuerpo secundario: IgG Alexa Fluor 488 Donkey anti-goat, n° de catalogo
A21447 Invitrogen New York, EEUU).

Diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), Sigma (Taufkirchen,
Germany)

Transduccion estable

HEBS: 280 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1.5 mM Na;,HPO, , pH 7.00

CaCl, 1 mM

Poli-lisina, Sigma. Taufkirchen, Germany.

Agua Bidestilada, Laboratorios Sanderson, Fresenius Kabi. Santiago, Chile
Puromicina

Medio Endothelial Growth Medium-2 (EGM-2 BulletKit EBM-2 plus
SingleQuots of growth supplements) n° de catdlogo CC-3162, Lonza. Basel,
Switzerland

Plasmidios

pCMV-VSV-G (pldsmido que codifica para la proteina VSV-G de la capside
viral), Openbiosystems, Huntsville, AL.

p8.91 (pldsmido que codifica las proteinas de replicacion viral), Openbiosystems,
Huntsville, AL.

pGIPZ-shRNA (plasmido que contiene la secuencia de interferencia, ademas del
marcador de seleccién GFP), Openbiosystems, Huntsville, AL.

Citometria de flujo
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Buffer tincién (PBS 1% SFB)

BD Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit, BD Bioscience

PFA 1%

Anticuerpo primario: anti-Neogenina 1, n° de catdlogo sc-6536, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

Anticuerpo secundario: IgG FITC Goat anti-rabbit, n° de catidlogo 81-6111,
Invitrogen (New York, EEUU).

Anticuerpo secundario: IgG Alexa Fluor 488 Donkey anti-goat, n° de catalogo
A21447 Invitrogen (New York, EEUU).

Anticuerpo primario: anti-Netrina 4, n° de catilogo, R & D Systems
(Minneapolis, MN, USA).

Anticuerpo primario: anti-Netrina- 1, n° de catdlogo sc-20786, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, EE.U.U.).

Anticuerpo primario: anfi-RGM-A, n° de catdlogo AF2459, R & D Systems
(Minneapolis, MN, USA).

Anticuerpo Anti- CD31 PECAM-1, n° de catdlogo 555446, BD Pharmingen
(Erembodegem, Belgium)

Anticuerpo anti-CD29 PE-Cy5, n° de catilogo 559882, BD Pharmingen
(Erembodegem, Belgium)

Ensayos de angiogénesis

Matrigel Basement Membrane Matrix, n° de catilogo 354234 BD Bioscience
(Erembodegem, Belgium)

Gelatina 1%, Merck. Darmstadt, Germany,

Netrina-1 humana recombinante n° de catilogo 6419-N1-025/CF, R & D
Systems (Minneapolis, MN, USA).

RGMa humano recombinante n® de catdlogo 2459-RM, R & D Systems
(Minneapolis, MN, USA).

Medio Endothelial Basal Medium (EBM) n° de catdlogo CC-3121, Lonza (Basel,
Switzerland)

Medio Endothelial Growth Medium-2 (EGM-2 BulletKit EBM-2 plus
SingleQuots of growth supplements) n° de catdlogo CC-3162, Lonza ((Basel,
Switzerland)

DMEM

VEGF humano recombinante n° de catdlogo PH9391, Invitrogen (New York,
EEUU).

4.1.10 Inmunohistoquimica

Parafina, Merck. Darmstadt, Germany.
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Alcian Blue

Metanol 100%, Merck. Darmstadt, Germany.

NeoClear, Merck. Darmstadt, Germany.

Anticuerpo primario: anti-Netrina 4, n° de catdlogo HYRO1, R & D Systems
(Minneapolis, MN, USA).

Anticuerpo primario: anti-Netrina- 1, n° catdlogo sc-20786, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

Anticuerpo primario: anti-RGM-A, n° de catdlogo AF2459, R & D Systems
(Minneapolis, MN, USA).

Anticuerpo primarto: anti-Neogenina 1, n° catdlogo sc-6536, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

Anticuerpo primario: anti-DCC, n° catalogo sc-6535, Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, California, EE.U.U.).

Solucidn citrato pH 3-3,3, Vector Biosystems (USA)

Solucion de suero de caballo 5% Vector Biosystems (USA)

solucién AB (Vectastain)

ImmPact DAB, Vector

Medio de montaje Entellan, Merck. Darmstadt, Germany.
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4.2 METODOS

4.2.1 Aislamiento de células troncales mesenquim:iticas humanas desde la gelatina

de Wharton de cordén umbilical y exposicion a hipoxia experimental.

Los cordones umbilicales usados para la extraccion de WI-MSC fueron
facilitados por el banco de células madre piblico a través de la empresa VidaCel previo
consentimiento informado de los donantes en el marco de una colaboracién (proyecto
FONDEF D0911047). Estos cordones corresponden a madres con parto de término y sin
enfermedades asociadas. En menos de 24 horas fueron procesados en el Laboratorio de
Células Troncales y Regeneracion Tisular, del departamento de Biologia Celular y
Molecular perteneciente a la Pontificia Universidad Catdlica de Chile o en el laboratorio
de Células Troncales & Biologia del Desarrollo de la Dra. Palma. El cordon umbilical
fue cortado en trozos de 0,5 - 1 cm de longitud e incubado con colagenasa 0,1% por 12-
15 horas a 37 °C con agitacién con el fin de disgregar el tejido. A continuacién, la
suspension celular se pasé por un filtro de 100 pm, el sobrenadante fue desechado y las
células se lavaron en PBS 1X para luego ser rescatadas mediante centrifugacion a 1200
g por 10 minutos. Luego del recuento con azul de Tripan, las células fueron sembradas
en DMEM-10% FBS (aproximadamente 1 millén de células por placa de 100 mm, en 10
mL de medio) y mantenidas en esta condicién durante 24 horas a 37°C, 5% CO,. Luego
de este perfodo, se descartaron las células no adherentes y el cultivo fue incubado a
37°C, con 5% CO,, en 21% de oxigeno (normoxia) o 2% de oxigeno (en experimentos
de hipoxia). La condicidn de hipoxia se mantuvo en una incubadora especial conectado a
inyectores de CO; y Na, en el cual, el N, relativo era aumentado para lograr la
concentracion de O, deseada. El medio fue cambiado cada 2 a 3 dias. Para la realizacion
de esta tesis se utilizaron 10 muestras de cordén umbilical y todos los cultivos primarios

de WI-MSC se utilizaron entre pasajes 2-6.
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4.2.2 Aislamiento y cultivo de células HUVEC

Los cordones umbilicales usados para la obtencion de HUVEC fueron facilitados
por el banco de células madre piblico en colaboracion con VidaCel, previo
consentimiento informado de los donantes y procesados en el laboratorio de la Dra.
Palma. Brevemente, la vena umbilical fue lavada con PBS 1X tibio y las células
endoteliales fueron aisladas por digestion con Colagenasa tipo II de Clostridium
histolyticum (0.2 mg/mL, 10 minutos) y cultivadas 37°C, 5% CO, hasta el pasaje 6 en
medio M199 (M199) suplementado con 10% NBCS; 10% SFB, 3.2 mM de L-glutamina
y 100 U/mL de Penicilina-Estreptomicina en placas de petri plastica de 6 o 10 cm
cubiertas con gelatina (1% v/v) a 37°C en una atmdsfera 5% CO2 hasta alcanzar 100%
de confluencia, la cnal fue estimada por observacién directa bajo el microscopio de luz.
El medio de cultivo fue reemplazado cada 2 dias. El mimero de células se determind
usando una camara de Neubauer. Para confirmar la naturaleza endotelial de las células
en cultivo se consideré el criterio de forma celular tipo empedrado ('cobblestone') v la
expresion de CD-31 (PECAM-1). Para la realizacion de esta tesis se conté con 20
cultivos independientes de células HUVEC

4.2.3 Precipitacion de medios condicionados

Medios condicionados de células WJ-MSC fueron colectados luego de 48 horas
de cultivo en condiciones libres de suero, concentrados y analizados por Western Blot
junto a un extracto total de proteinas. Para concentrarlos, fueron distribuidos en alicuotas
de 1 mL. Se agregaron 500 pl de metanol a -20°C y luego se agit6 en vortex durante 30
segundos, a continuacion, se agregaron 125 pl de cloroformo y se agité nuevamente en
vortex durante 20 segundos. Se cenirifugd el medio a 14.000 rpm por 5 minutos.
Finalmente, se recuper6 la interfase y ésta fue resuspendida en 20 pl de buffer de carga.

Los pellets fueron congelados a -20 °C hasta el momento de su uso.
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4.2.4 Inmunchistoquimica de cordon umbilical humano

Para los estudios inmunohistoquimicos, se obtuvieron pequeiios trozos de cordén
umbilical, los cnales fueron lavados con PBS frio, Iuego de lo cual fueron fijados en
paraformaldehido (4% en PBS) por un periodo de 18 a 24 horas. A continuacion, los
trozos fueron lavados con PBS 1X 3 veces durante periodos de 10 minutos para retirar el
exceso de PFA. Luego, el tejido fue sometido a deshidratacidon en un gradiente de
alcoholes, incubando la muestra en soluciones de metanol de 30°, 50°, 80°, 90° y 100°

durante 30 minutos cada una. Una vez deshidratado el tejido, fue tratado con aclarador

NeoClear (Merck) durante 2 horas, recambidndolo a la hora. Finalmente, para embeber
el tejido, los trozos de cordén fueron tratados con parafina durante 3 horas, siendo
recambiada ésta cada hora. Y finalmente dejadas en parafina toda la noche en estufa a
60°C. Una vez listos, las muestras fueron embebidas en tacos de parafina, al dia
siguiente cortadas con micrétomo en secciones de 15 a 20 um de espesor, y montados en
placas xilanizadas. Para realizar la tincién, los cortes fueron desparafinados,
sometiéndolos a 60°C durante 20 minutos y pasandolos posteriormente por xilol y por
un gradiente descendiente de alcoholes. Teniendo los cortes desparafinados, se realizo
una incubacion con solucion citrato pH 3-3,5 para desenmascarar el antigeno (Vector
Biosystems) durante 30 minutos a 80°C, seguido de la eliminacién de la peroxidasa
enddgena por medio de fa solucién que contenia: 3% H,0,, 50% Metanol en Tampén
Fosfato (PBS, por el acrénimo en inglés). Luego, se realizaron sucesivos lavados con
PBS. Al término de este paso, se bloquearon las proteinas inespecificas, incubando con
una solucion de suero de caballo al 5% en PBS (Vector Biosystems) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se incubé con el anticuerpo primario diluido en
soluciéon de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Después de la incubacién con
anticuerpo secundario, se procedié a lavar con PBS y posteriormente, se incubd en
solucién AB (Vectastain) durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de un
ultimo lavado antes del revelado. El proceso de revelado se realizé incubando con una
solucion de DAB en su diluyente (ImmPact DAB, Vector). Posteriormente, se

deshidrataron las muestras, lavando en concentraciones crecientes de etanol a partir de



agua, luego, se lavo con xilol 3 veces, para luego montar con Entellan (Merck). Las
muestras fueron observadas en microscopio optico Olympus BX51 y fotografiadas con

los objetivos de 10 y 20x.

4.2.5 Extraccion RNA con trizol

Se limpi6é el meson de trabajo con RNaseZap (Ambion). Posteriormente se
homogenizé e incubd el lisado de células contenido en 1 ml de Trizol (Invitrogen) por 5
minutos a temperatura ambiente. Se adicionaron 200 pL de cloroformo frio (Vetec
Analytical Reagents). Se agit6é por inmersiéon durante 15 segundos y se incubd por 10
minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se
extrajo la fase acuosa (superior) y se transfirié a un tubo eppendorf limpio con 500 ul de
isopropanol frio (Vetec Analytical Reagents). Luego de esto, se incubd durante 15
minutos a temperatura ambiente, se centrifugé a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C, se
elimino el sobrenadante y se lavé el pellef con 1 ml de etanol frio al 75%. Se centrifugé
a 14.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se elimino el etanol y se secé el pellet a temperatura
ambiente cuidando que no se resecara. Se resuspendio6 el pellet en 50 pl, de agua libre de
nucleasas. Se midié concentracion RNA (10Dj6p nyy=40 ng/ul) en nanodrop (Equilab).
La presencia de contaminantes proteicos fue evaluada segiin la razon Azsonm/A2800m

(valores entre 1.7 -2.0). Se guard6 a ~-80°C hasta la preparacion de cDNA.

4.2.6 SINTESIS DE ¢cDNA

Previo a la reaccién de sintesis de cDNA, el RNA se traté con DNAasa a fin de
eliminar cualquier interferencia por posibles trazas de DNA gendmico. La reaccidn se
llevé a cabo en una mezcla que contenfa 1 pg de RNA, 1U de DNasa I (Promega),
Buffer DNAsa I 1X (Promega) y agua libre de nucleasas tratada con DEPC en un
volumen final de 10 pl. La solucién fue incubada durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente, se adicioné 1 pL. de DNAasa stop solution e incubd por 10 minutos a
65°C.

El ¢cDNA se obtuvo a partir de una reaccion llevada a cabo por una enzima
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retrotranscriptasa RT Minus (200U/uL, Thermo). Para ello, se utilizd como cebador
Random primers (Promega) a una concentracion final de 20 pg/ml y 2 mM de dNTPs.
La reaccion se traté con 0,5 U/uL de enzima inhibidora de RNasas (RNasin; Promega).
Se mantuvo a 37°C por 1 hora, seguido de una incubacién por 15 minutos a 70°C. El

¢DNA se mantuvo a -20°C hasta su posterior uso.

4.2.7 RT-PCR

Para determinar cantidades relativas de algunos mRNA de interés, se utilizo la
técnica de RT-PCR semicuantitativa. La reaccion semicuantitativa se llevé a cabo en una
mezcla que contenia 1L de cDNA, Buffer de reaccion 1X (Promega), 1,5 mM MgClL
(Promega), 0,4 uM primers (Invitrogen) y 0,1 mM dNTPs (Promega} en un volumen
final de 25 pL. La secuencia de los partidores utilizados se encuentra resumida en la
Tabla 1. La reaccion se realizo con las siguientes condiciones: (a) 95°C por 5 minutos;
(b) 35 ciclos de amplificacion de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C
por 30 segundos y (c) una extension final de 10 minutos a 72°C. En cada experimento, se

utilizé control sin RT y control negativo, que corresponde a agua libre de nucleasas.

4.2.8 Western Blot (WB)

Las células se lisaron con tampén de lisis suplementado con inhibidor de
proteasas, se homogenizaron con jeringa tuberculina y se cuantificaron las muestras para
la obtencion de la concentracion de las proteinas por sistema comercial Bio-Rad DC
Protein Assay, siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente fueron
calentadas durante 5 minutos a 95°C en tampén de carga 6X. Se cargaron 20 pg de
proteina en un gel al 12% acrilamida/bisacrilamida. La electroforesis se realizdé en
tampén de corrida aplicando voltaje constante de 100 V durante 90 minutos. La
electrotransferencia de proteinas se realizdé a una membrana de nitrocelulosa en tampén
de transferencia durante 2 horas a 400 mA. Para la visualizacion de las proteinas

transferidas se usé el colorante Rojo Poncean. Para la inmunodeteccion de proteinas, la

30




membrana se bloqued toda la noche con solucién de bloqueo a 4°C en agitacion.
Después, la membrana se incubé con los anticuerpos primarios anti-Neogenina-1 diluido
(1:200), Netrina-1, Netrina-4 y RGMa en solucion de bloqueo al 1, 5, 5, 1%
respectivamente, durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion moderada. Luego,
la‘membrana se lav6 con solucién de lavado tres veces 10 minutos con agitacion fuerte.
Se incubd con los anticuerpos secundarios acoplados a HRP anti-goat diluido (1:2000) y
anti-rabbit durante 1 hora a temperatura ambiente en solucion de bloqueo. Finalmente, la
membrana se lavd tres veces durante 10 minutos en solucion de lavado y se procedi6 a

revelar con el reactivo quimioluminiscente Pierce ECL Western Blotting.

4.2.9 Inmunofluorescencia

Para la deteccion de los ligandos de Neogenina-1 en WJ-MSC, se sembraron 1 x
10% células en placas de 24 pocillos. A las 24 horas de crecimiento, las células se lavaron
con PBS y se fijaron con PFA al 4% a 4°C por 15 minutos. Luegpo, las células se lavaron
tres veces con PBS frio durante 5 minutos y el mismo procedimiento se realizdé con
PBS/Tween. Se bloqued con solucién de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente
y se incubd con el anticuerpo primario correspondiente con solucion de bloqueo toda la
noche a 4°C en camara una himeda. Se lavo tres veces con PBS/Tween durante 5
minutos y se incubé con el anticuerpo secundario correspondiente, 1 hora a temperatura
ambiente preparado en solucion de bloqueo. Se lavé tres veces con PBS/Tween durante
5 minutos y se incub6 con diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) que tifie
preferentemente €l DNA doble durante 3 minutos diluido en PBS, se lavé dos veces con
PBS para {inalmente proceder a montar con reactivo GelMount. Se dejé secar toda la
noche en oscuridad. Para detectar Neogenina-1 en HUVEC (~90% de confluencia)
fueron crecidas sobre portaobjetos adosado a pocillos Lab-Tek® (Nunc, Naperville, IL,
USA). Luego fueron lavadas con Hank’s-glicina 0.125 M (3 veces durante 10 minutos
cada vez) y permeabilizadas con Tritén 0.1% en Hank’s-glicina 0.125 M por 20 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron incubadas en solucién de

bloqueo (Hank’s-glicina, Tritén 0.1% y BSA 1%) por 30 minutos a temperatura
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ambiente y luego incubadas con el anticuerpo primario anti-NEO-1 preparado en
solucion de bloqueo, e incubadas por 12-16 horas a 4°C en una camara hiimeda y oscura.
Las células fueron lavadas con Hank’s (3 veces durante 10 minutos). Luego de esto, se
incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a fluoréforo IgG Alexa Fluor ® 555
Donkey anti-goat por una hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Para identificar
los nicleos se utilizé diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 10 pg/ml en
Hank’s, 5 minutos) que tifiec preferentemente el DNA doble hebra. Finalmente las células
fueron cubiertas con medio de montaje y cubreobjetos para su conservacién y posterior
analisis, Tanto para WJ-MSC como para HUVEC, las células marcadas fueron

visualizadas usando un microscopio de epifluorescencia AxioVert 200M (Carl Zeiss).

4.2.10 Generaci6on de particulas lentivirales sShNEO-1

La generacion de las particulas lentivirales usadas para la transduccion estable y
silenciamiento de Neogenina-1 en HUVEC se llevd a cabo en células empaquetadoras
HEK293T. Para ello, se sembraron 1,5E6 células en DMEM con 10% de suero sin
antibidticos en placas de cultivo de 10 cm de diametro tratadas previamente con poli-L-
Lisina (Sigma Aldrich). Luego fueron co-transfectaron usando CaCl, con los plasmidios
VSVG (7Tug), CMVA8.91 (13pg) v PGIPZ (13ng). Este ultimo contiene la secuencia
target shNEO-1 o shSCR en el caso control, ademas de la expresion reportera de la
proteina TurboGFP. A las 48 horas se recolectd el medio de las células transfectadas, el
cual contenia las particulas virales. Los sobrenadantes fueron centrifugados a 500 xg
por 5 minutos a 4°C, pasados a través de un filtro de 0,4 pm y congelados a -80 ° C

hasta su posterior uso. Un esquema resumen se puede observar en la figura 5.

4.2.11 Silenciamiento de Neogenina-1 en HUVEC y generaciéon de cultivos

establemente transducidos mediante seleccién por puromicina

Para la generacidon de un cultivo celular HUVEC estable knock-down (kd) para

Neogenina-1, se agregaron 1,5 mL de sobrenadante viral junto con 1,5 mL de EGM-2 a
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150.000 células en suspension en pasaje uno, las cuales fueron cultivadas en placas de 6
pocillos. 48 horas después de la infeccion, las células fueron observadas al microscopio
para corroborar la presencia de células GFP positivas. Las células transducidas fueron
seleccionadas con puromicina en EGM-2 a 1,5 pg/mL siguiendo un protocolo
desarrollado en el laboratorio y esquematizado en la figura 5.

A Vector de envoltura
- Campo Claro

Vector de transferencia ¢ Vector de empaque

HEK 293 F

Transfeccion de céelulas

bl:ico

Recoleccion le particulas virales

Infeccion de células blanco

B ———

Figura 5. Obtencion de particulas lentivirales shNEO-1. A El proceso de producir lentivirus
infeccioso transgénico, se resume en el esquema. Tres plasmidios son transfectados en la linea celular
HEK293: un vector de transferencia que codifica para el SINEO-1 o shSCR (control), un vector de
empaque y un vector que codifica para proteinas de la capside. Luego del cambio de medio y un
breve periodo de incubacion, el sobrenadante con el virus es recuperado, filtrado y almacenado a -
80°C hasta su posterior uso. B Se muestran células HUVEC transducidas con shSCR y shNEO-1,
las células estan transducidas va que presentan marca GFP. No se observan diferencias morfologicas
entre las células control y aquellas kd para Neogenina-1.

4.2.12 Ensayo de migracion scratch

La migracion celular fue evaluada usando el ensayo de scratch (también
conocido como wound healing assay). Para ello HUVEC en pasajes tempranos (2 a 6),
fueron sembrados en placas de 24 pocillos (150.000 células por pocillo) en EGM-2 hasta
alcanzar la confluencia en un periodo de 12 horas. Posteriormente se realizo con una
punta de pipeta, una bifurcacion en la monocapa celular a lo largo de cada pocillo,
creando una “raya” o herida abierta libre de células. Las células desplazadas fueron

removidas lavando con PBS 1X. El medio EGM-2 fue reemplazado por los medios
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condicionados de WJ-MSC o ligandos Netrina-1 y RGMa recombinantes segun el caso
correspondiente. La migracion hacia el 4rea de la herida fue documentada mediante
fotografias tomadas en microscopio Leica MZ 12 con camara digital AxioVision
incorporada, con un aumento de 10X a las 0, 3 y 8 horas post-scratch. La cuantificacion
de la migracidn se realizé con el programa ImageJ (NIH Image). Para cada condicion se

obtuvieron cuadruplicados.

4.2.13 Ensayo de angiogénesis in vitro

Para evaluar la induccién de angiogénesis por parte de los medios condicionados
de las WIJ-MSC o los ligandos recombinantes de Neogenina-1, se usé el ensayo de
formacion de tubulos en Matrigel (BD Biosciences). Para ello, el dia previo al
experimento, placa de 96-pocillos, puntas de 200 pL y Matrigel fueron mantenidas
durante toda la noche a 4°C. Cabe mencionar que se utilizaron células HUVEC en
pasajes tempranos previamente deprivadas de suero. Brevemente, pocillos de una placa
de 96 pocillos, fueron cubiertos con Matrigel e incubadas a 37 °C durante 1 hora. Luego
las células previamente resuspendidas en el medio condicionado de WJ-MSC de 48
horas, o los recombinantes RGMa/Netrina-1, fueron sembradas sobre el Matrigel ya
gelificado (40.000 células por pocillo). Como control positivo se utilizo el medio EGM-
2. La formacién de los tiibulos fue observada y fotografiada en microscopio Leica MZ
12 con cimara digital AxioVision incorporada, con un aumento de 10X luego de
incubacion a 37 °C en camara himeda con 5% de CO; durante 3 a 5 horas. La
angiogénesis fue cuantificada contando el niimero de puntos de ramificacién en cada
pocillo, considerando un punto de ramificacién como la interseccién enire dos o mds

extensiones. Para cada condicion se obtuvieron cuadruplicados.

4.2.14 Citometria de flujo

Para la deteccién de antigenos de superficie (RGMa, CD31), las células fueron

despegadas mecédnicamente utilizando cell scraper e incubadas con el anticuerpo
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primario por 20 minutos en un volumen final de 100 pl. Luego de lo cual, fueron
lavadas 3 veces con buffer tincion (PBS 1% SFB) e incubadas con el anticuerpo
secundario acoplado a fluoréforo en un volumen final de 100 pl. Para la deteccion de
los antigenos intracelulares (Neogenina-1, Netrina-1, Netrina-4), las células fueron
despegadas incubandolas 5 minutos con tripsina 1X y tratadas con el kit BD
Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization (BD Bioscience). Brevemente, las células
fueron incubadas con 250 ul de la solucién de Fijacion/Permeabilizacion y fueron
lavadas dos veces con el buffer Perm/Wash. A continuacién, se incubaron con la
solucién de anticuerpo primario diluido en buffer Perm/Wash durante 30 minutos, luego
de dos lavados con este mismo buffer, se incubd con el anticuerpo secundario acoplado a
fluor6foro. Finalmente, las células fueron fijadas en PFA 1% y posteriormente pasadas
en el equipo FACSCalibur (BD Biosciences). Los anilisis se realizaron usando el

software FlowJo.
4.2.15 Analisis estadistico.

Para comparar la significancia entre las diferencias de los grupos estudiados se
us6 el andlisis de varianza (ANOVA) y el test de Tukey para variables no paramétricas.

Se consideraron diferencias estadisticamente significativas con un valor de p<0.05. El

analisis de la relacion entre las variables se realizé con el software Graph Pad Prism 5.
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5. RESULTADOS

5.1 Evaluacion de la expresion de Netrina-1, Netrina-4 y RGMa en WJ-MSC tanto
en normoxia como en hipoxia, asi como de Neogenina-1 y DCC en células

endoteliales de la vena de cordon umbilical humano.

5.1.1 WJ-MSC expresan factores angiogénicos no cldsicos (Netrina-4, Netrina-1)

El primer objetivo de este estudio, consistid en determinar la expresion de
factores angiogénicos no clasicos, principalmente Netrinas, en células mesenquimaticas
presentes en la gelatina de Wharton del cordén umbilical. Esto fue evaluado tanto en
cortes de cordon umbilical mediante tincién inmunohistoquimica como en cultivos
celulares mediante RT-PCR, citometria de flujo y Western blot. Como se observa en la
figura 6, se detectd la presencia de Netrina-1, Netrina-4 y RGMa en secciones

transversales de cordon umbilical de 12 pm de espesor.
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Figura 6. Los ligandos de Neogenina-1, Netrina-1, Netrina-4 y RGMa, son detectados en la
gelatina de Wharton en cortes de cordon umbilical. Se muestran imagenes representativas de
tinciones inmunohistoquimicas donde se revela la expresion de los ligandos de Neogenina-1, Netrina
1, Netrina 4 y RGMa. Ademas se muestra tincion con el colorante Alcian Blue, afin por
proteoglicanos; los niicleos se indican con flechas. NTN-1 (Netrina-1); NTN-4 (Netrina- 4); RGMa
(Molécula de accion repulsiva).
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Posteriormente, se determind la expresion de los ligandos anteriormente
mencionados en cultivos primarios de WJ-MSC, previamente caracterizadas en nuestro
laboratorio (tesis de pregrado de Ingenieria en Biotecnologia de Samuel Martinez,
2012). Se midi6é a nivel de RNA mensajero mediante RT-PCR y a nivel proteico
mediante Western Blot (WB), citometria de flujo e inmunofluorescencia (IF). De manera
concordante con el resultado anterior, observamos que WJ-MSC expresan Netrina-1,
Netrina-4 y RGMa (figura 7). En el caso de la citometria de flujo, Netrina-1 y Netrina-4
fueron evaluados a nivel intracelular y esta expresion fue homogénea en el cultivo
celular. En el caso de RGMa, cuando se evalud a nivel extracelular (figura 7C) se
observaron dos poblaciones celulares, una de las cuales no presentaba RGMa en la
membrana y otra menor que si lo hacia. Sin embargo, a nivel intracelular se vio una

expresion homogénea en todas las células (figura suplementaria 4).
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Figura 7. WJ-MSC expresan los ligandos de Neogenina-1. La expresion de ligandos de
Neogenina-1 en cultivos primarios de WJ-MSC fue confirmada mediante diversas técnicas
experimentales. A Se muestra el nivel transcripcional de Netrina-1, Netrina-4 y RGMa. Como
control de carga se utilizé6 GAPDH. B Western Blot de las proteinas Netrina-1, Netrina-4 y RGMa.
Se usod como control de carga B-actina. C Citometria de flujo donde el histograma azul representa la
condicion con anticuerpo mientras que el rojo muestra el control sin primario. Para RGMa las células
fueron cosechadas usando rastrillo, manteniendo la integridad de las moléculas de superficie. Para
Netrina-1 y 4, las células fueron cosechadas enzimaticamente. D Imagenes representativas de IF de
cultivos primarios de WJ-MSC para los ligandos de Neogenina-1. La contra-tincién con DAPI
permite identificar los nucleos celulares.
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5.1.2 La presencia de Netrina-1 es mayor en el medio condicionado de WJ-MSC

cultivadas en hipoxia en comparacion con normoxia

Es sabido que la expresion de factores angiogénicos clasicos tales como VEGF,
es inducida en situaciones de hipoxia. Por dicha razén, consideramos importante
estudiar la induccion de Netrinas y RGMa en condiciones de hipoxia, esto es,
concentraciones de oxigeno al 2%. Netrina-/ aumento su expresion a nivel de mRNA
en condiciones hipoxicas(ver figura suplementaria 5). Sin embargo, como se aprecia en
la figura 8A, a nivel de proteina, evaluado mediante Western Blot, no se observé una
diferencia en los niveles de Netrina-1, Netrina-4 o0 RGMa en los lisados totales de WJ-
MSC sometidas a hipoxia durante 48 horas con respecto al control normoxia, como si se
observo en la expresion del factor angiogénico clasico, VEGF, el cual se ve aumentado
en hipoxia. Este resultado fue confirmado con una técnica més sensible como lo es la
citometria de flujo (8B) donde tampoco se observaron cambios entre una condicion y
otra. A modo de control de la técnica, utilizamos células de la linea tumoral Caco-2 que
muestran un aumento en la expresion de Netrina-1 cuando son sometidas a hipoxia, tal
como esta documentado en la literatura (Rosenberger y col, 2009). Para corroborar que
las células efectivamente estaban respondiendo a la baja concentracién de oxigeno, se
evalué mediante WB la induccion del factor de transcripcion HIF-1a a las 6 horas de
tratamiento con hipoxia (8A). Ademas del extracto celular, se evalué mediante WB el
medio condicionado por 48 horas de las células cultivadas en condiciones de normoxia e
hipoxia (figura suplementaria 6B). Si bien no se obtuvo un aumento en la expresion de
Netrina-1 en el lisado total en condiciones de hipoxia (ver cuantificacion en figura
suplementaria 6A), interesantemente si hubo un aumento de esta proteina en el medio
condicionado de WJ-MSC en condiciones de oxigeno del 2%, con respecto al 21% de

oxigeno como se muestra en la figura 8C.
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Figura 8. En condiciones hipoxicas hay mayor presencia de Netrina-1 en el medio condicionado
de WJ-MSC. A Se evalué la expresion de ligandos de Neogenina-1, Netrina-1, Netrina-4 y RGMa,
asi como VEGF vy el factor de transcripcion HIF-la en normoxia e hipoxia mediante Western Blot.
Como control de carga se utilizo B-actina. Todas las proteinas fueron evaluadas 48 horas luego del
inicio del experimento, excepto HIF-1o, el cual fue medido a las 6 horas. B El resultado anterior fue
confirmado mediante citometria de flujo. Se muestran los densify plois representativos para ambas
condiciones-normoxia ¢ hipoxia- asi como los histogramas correspondientes. Como control de la
técnica se utilizaron células de la linea Caco-2. C Western Blot de Netrina-1 en medios
condicionados de WI-MSC (libres de suero) tratadas en normoxia e hipoxia en duplicado. Como
control de carga se utilizo la tincidn con rojo Ponceau. SN, sobrenadante.
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5.1.3 Células endoteliales de la vena de cordon umbilical (HUVEC) expresan el
receptor candnico de Netrinas Neogenina-1 pero no DCC, asi como también la

subunidad f; del receptor no canénico a;f};

Lo siguiente fue evaluar la expresion de los receptores conocidos de Netrinas,
Neogenina-1 y DCC en células HUVEC tanto en cortes de cordon umbilical mediante
IHQ como en cultivos celulares primarios. Como se observa en la figura 9, Neogenina-1,

pero no DCC, fue detectada en las células que recubren la vena de cordon umbilical.
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Figura 9. Neogenina-1 pero no asi DCC es detectada en el endotelio de cordén umbilical
humano. Se muestran imdgenes representativas de tinciones inmunohistoquimicas de la zona de la
vena del cordon umbilical. Se observa Neogenina-1 presente en células endoteliales revistiendo la
vena umbilical. Sin embargo, DCC no es detectada.

Una vez evaluada la expresion en cortes de cordon, se evalud la expresion de
Neogenina-1, en cultivos primarios de HUVEC a nivel de RNA mensajero, mediante
RT-PCR vy a nivel de proteina mediante WB, citometria de flujo e inmunofluorescencia,

corroborando lo observado anteriormente mediante IHQ (figura 10A, B, C y D).

También se estudio la expresion del homologo de Neogenina-1, DCC, el cual no
fue detectado mediante WB (figura 10E). Ademas, se estudio la expresion de una de las
subunidades de la integrina a3, la que ha sido descrita como uno de los receptores no
candnicos de ciertas Netrinas, especificamente, se ha demostrado que media los efectos

pro-angiogénicos de Netrina-4 en el contexto de linfo-angiogénesis (Larrieu y col,
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2011). A modo de control de pureza de los cultivos, se midi6 en los cultivos primarios
de HUVEC el marcador de células endoteliales CD31. Como se aprecia en la figura 10F
y 10G, el 100% del cultivo expresa la subunidad B; (CD29) y corresponden a células

endoteliales, dado que expresan CD31.
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Figura 10. Células endoteliales derivadas de cordén umbilical humano (HUVEC) expresan los
receptores de Netrinas, Neogenina-1 y la subunidad de integrinas p1, pero no asi a DCC. A Se
muestra el nivel transcripcional del gen Neogenina-1. Como control de carga se utilizé GAPDH. B
Western Blot que muestra la expresion de la proteina Neogenina- 1. Se usé como control de carga f3-
actina. C Citometria de flujo para Neogenina-1 confirmando el resultado obtenido mediante Western
Blot. D Inmunofluorescencia para Neogenina-l la cual muestra una distribucidon punteada y
homogénea de la proteina (visualizada en verde), acompaiiada de contra-tincion DAPI (en azul) para
la identificacién de los nucleos celulares. E WB para DCC en HUVEC. Como control positivo de
DCC se usaron células neuronales granulares precursoras (GNP) de raton en dia postnatal 7 (P7) y
como control de carga B-actina. F Citometria de flujo para CD29, una de las subunidades de la
integrina a;B,. G Como control para el aislamiento de HUVEC se evalud por citometria de flujo el
marcador de células endoteliales CD31. NEO-1, Neogenina-1; DCC, Deleted in colorectal cancer.
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5.2 Estudio del efecto angiogénico de medio condicionado de WJ-MSC y los
ligandos de Neogenina-1, RGMa y Netrina-1, mediante ensayos de migracion y

formacion de tibulos en células endoteliales HUVEC

Una vez caracterizado el modelo de estudio, esto es, WJ-MSC y HUVEC, lo
siguiente fue evaluar la capacidad de los medios condicionados de WJ-MSC de inducir
procesos angiogénicos en HUVEC tales como la migracion celular mediante el ensayo
de wound healing o cierre de la herida, y la angiogénesis in vifro a través del ensayo de
formacion de tubulos en matrices (tales como colageno o matrigel). Cabe mencionar,
que todos estos experimentos, fueron realizados con medios condicionados obtenidos en
condiciones libre de suero, ya que es sabido que éste contiene gran cantidad de proteinas
que pueden enmascarar el efecto de aquellas secretadas por WJ-MSC. Ademas, se
demostré que el suero utilizado en el crecimiento de las células, contiene gran cantidad
de Netrinas, tanto la 1 como la 4, incluso aquel suero que ha sido inactivado por calor

(figura 11).
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Figura 11. Netrina-1 y Netrina-4 estin presentes en ¢l medio de crecimiento de WJ-MSC. En
cada carril se muestra la expresion de Netrina-1 y Netrina-4 presente en el medio de cultivo DMEM
con concentraciones crecientes de suero fetal bovino (inactivado y sin inactivar) en un gel
poliacrilaminda-SDS al 12%.

5.2.1. El medio condicionado de WJ-MSC induce la migracion de células endoteliales
En primer lugar, se evaluo la capacidad de medios condicionados por 48 horas de
WIJ-MSC de inducir la migracién de células endoteliales usando el ensayo de wound

healing. Se tomaron fotografias a las 0, 3, 8 y 24 horas de realizada la herida. En la

figura 12A, se muestran imagenes representativas para cada una de las condiciones
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evaluadas a las 8 y 24 horas, esto es, medio condicionado, control, correspondiente a
DMEM solo y control positivo, en este caso VEGF (40 ng/mL). En 12B, se muestra la
cuantificacion de las condiciones anteriormente mencionadas, donde se grafico el area a
las 8 y a las 24 horas, normalizada con respecto al area de la herida en el tiempo cero. A
las 8 horas ya existe una diferencia significativa en cuanto al area de la herida de
aquellas células tratadas con el medio condicionado, con respecto al control. Esto estaria
dando cuenta del efecto angiogénico paracrino de las WJ-MSC sobre las células
endoteliales, en este caso HUVEC. Este hecho, se hace aun mas evidente a las 24 horas
donde en la condicion medio condicionado existe un cierre casi total de la herida, al
igual que para el control positivo correspondiente a VEGF, mientras que el control no

existe mayor variacion con respecto al area al tiempo cero.
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Figura 12. El medio condicionado (CM) de WJ-MSC promueve la migracion de células
endoteliales in vitro. El cfecto paracrino de WJ-MSC fue evaluado mediante un ensayo de scratch
utilizando el medio condicionado (de 48 horas de cultivo) en células endoteliales HUVEC. VEGF
(40 ng/mL) fue usado como control positivo mientras que ¢l control corresponde a medio DMEM
solo. A Se muestran imdgenes representativas de cada condicion a las 0, 8 y 24 horas. B
Cuantificacion de las imagenes mostradas en A indicando diferencias significativas respecto al
control. (*p <0,05; *** p<0,0001; n=4).
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Ademas de estudiar el efecto del medio condicionado de células WJ crecidas al
20% de oxigeno y dado que anteriormente obtuvimos que Netrina-1 aumentaba en el
medio condicionado en hipoxia, probamos si la exposicion de las WJ-MSC a
condiciones de oxigeno al 2%, podia aumentar su capacidad paracrina en la induccion de
la migracion de las células endoteliales. Se encontré que las células HUVEC
presentaron una leve mayor movilidad celular cuando se administrd el sobrenadante
proveniente de WJ-MSC expuestas a hipoxia, versus aquellas cultivadas en condiciones
de normoxia (figura 13), aunque estas diferencias no resultaron ser significativas. Cabe
mencionar que existe una variabilidad inherente al hecho que se trabaja con cultivos
primarios. En el experimento anterior, transcurridas 24 horas, las células aun estaban en
buenas condiciones y seguian migrando. En este experimento utilizamos células
HUVEC provenientes de un cordon distinto del anterior, y a las 24 horas, las células
estaban muy estresadas y entrando en apoptosis, incluso con el control positivo VEGF.
Hay que resaltar el hecho ademas de que todos estos experimentos son realizados sin
suero, y si bien algunos tipos celulares, entre ellos WJ-MSC resisten esta condicion por
periodos prolongados, no sucede lo mismo con las HUVEC, las cuales necesitan suero

para sobrevivir (Raymond y col, 2004).
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Figura 13. El medio condicionado (CM) de WJ-MSC cultivadas en hipoxia promueve la
migracion de células endoteliales in vitro de manera similar a aquellas cultivadas en normoxia.
Se comparo el efecto del medio condicionado de WJ-MSC cultivadas en normoxia y en hipoxia
(durante 48 horas) mediante un ensayo de scratch en células endoteliales. VEGF (40ng/mL) fue
usado como control positivo, mientras que el control corresponde a medio DMEM solo. A Se
muestran imdgenes representativas de cada condicion a las 0 y 8 horas. B Cuantificacion de los
resultados mostrados en A indicando diferencias significativas respecto al control (*p <0,05; * *
p<0,01; n=4).

Una vez evaluado lo anterior, y dado que quedé demostrado que células WJ-
MSC producen ademas de factores angiogénicos clasicos, factores angiogénicos no
clasicos, especificamente las Netrinas, se estudio la capacidad de Netrina-1 de inducir
la migracion de HUVEC a distintas concentraciones, utilizando el mismo ensayo

anteriormente descrito.
5.2.2 Netrina-1 pero no RGMa induce la migracion de células endoteliales HUVEC

Como se muestra en la figura 14, si bien en todas las concentraciones estudiadas,
se redujo considerablemente el area de la herida en un tiempo de 8 horas, sélo se
obtuvieron diferencias significativas a las concentraciones mas bajas de ligando, esto es,
a 10 y 100 ng/mL cuando fue comparado con la situacion control. Cabe mencionar que
la estimulacion con Netrina-1 indujo la migraciéon de HUVEC (59,6 % con 100 ng/mL
de Netrina-1) de manera similar a VEGF (60% en presencia de 40 ng/mL de VEGF)
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comparado con aquellas células incubadas en ausencia de factores de crecimiento (86%
en el caso del control). Los resultados obtenidos en este experimento, son concordantes
con otros trabajos donde muestran el efecto pro-angiogénico de Netrina-1 (Wilson y col,
2006; Park y col, 2004).
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Figura 14. Netrina-1 induce la migracion de células endoteliales in vifro. Se muestra el efecto de
Netrina-1 a diferentes concentraciones (10-1000 ng/ml) sobre la migracion de HUVEC mediante un
ensayo de scratch. VEGF (40ng/mL) fue usado como control positivo, mientras que el control
corresponde a medio EBM solo. A Se muestran imagenes representativas de cada condicion
experimental al inicio del experimento y a las 8 horas después. B Cuantificacion de los resultados
mostrados en A indicando diferencias significativas respecto al control (*p <0,05; n=4)

Si bien las Netrinas son los ligandos de Neogenina-1 mas estudiados en
contextos angiogénicos, nos parecid interesante investigar el efecto de otro de los
ligandos de este receptor como es RGMa, en la induccidon de la migracion de estas
células endoteliales. Esta glicoproteina de tipo repulsiva, no tiene una homologia
significativa con otras moléculas de guia axonal y su afinidad por Neogenina-1 es
alrededor de 10 veces mayor que la de Netrinas (Wilson y Key, 2007). Si bien ha sido
ampliamente estudiada en contextos de sistema nervioso, no hay informacion en la

literatura acerca de una funcion en el contexto de la angiogénesis.
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Del mismo modo que para Netrina-1, se realizé un ensayo de wound healing, con
concentraciones crecientes de RGMa. Sin embargo, a diferencia de lo obtenido con
Netrina-1, no se observo una induccion en la migracion de células endoteliales a ninguna

de las concentraciones de RGMa estudiadas, con respecto al control.
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Figura 15. RGMa, a diferencia de Netrina-1, no tiene efectos sobre la migracion de células
endoteliales. Para determinar el efecto del ligando de neogenina-1, RGMa sobre la migracion de
HUVEC, se realizo un ensayo de scratch donde las células fueron tratadas durante 8 horas en medio
libre de suero con diferentes concentraciones de RGMa como se indica. VEGF (40ng/mL) fue usado
como control positivo, mientras que el control corresponde a medio EBM solo. A Se muestran
imagenes representativas de cada condicion a las 0 y 8 horas después de realizar la herida. B
Cuantificacion de los resultados mostrados en A indicando que solo VEGF presenta diferencias
significativas respecto al control (**p <0,01; n=4).

5.2.3 El medio condicionado de WJ-MSC promueve la formacion de tibulos en
células endoteliales.

Como meétodo alternativo para estudiar la capacidad angiogénica del medio
condicionado de WJ-MSC, se utilizo el ensayo de formacion de tubulos en dos
dimensiones, el que permite observar la organizacion de células endoteliales en una
estructura tubular, semejante a un vaso sanguineo, en respuesta a diferentes estimulos.
Del mismo modo que en experimentos de wound healing, se estudio el efecto del medio
condicionado de WJ-MSC a las 48 horas en ausencia de suero sobre la formacion de

tubulos en células endoteliales (HUVEC). Obtuvimos que estos medios condicionados
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de 48 horas indujeron la formacion de tubulos de HUVEC sembradas en Matrigel de
manera significativamente mayor que el control (DMEM solo), en un periodo de
aproximadamente tres horas. Este efecto, se puede ver en la figura 16A donde se
muestran imagenes representativas de cada condicion. Como control positivo del
experimento se utilizd el medio de crecimiento EGM-2, el cual ademés de contener

suero al 2%, contiene factores angiogénicos comunes tales como EGF, FGF-b y VEGF.
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Figura 16. El medio condicionado de WJ-MSC promueve la angiogénesis in vitro. El efecto del
medio condicionado de WJ-MSC fue determinado usando un ensayo de formaciéon de tubulos.
HUVEC fueron sembradas en Matrigel en presencia del medio condicionado de WJ-MSC (WJ-MSC
CM) durante 4 horas. Como control positivo se utilizd medio endotelial EGM-2 rico en factores
angiogénicos. A Se muestran imagenes representativas de cada condicion. B Cuantificacion de los
resultados mostrados en A indicando diferencias significativas respecto al control. (*p <0,05;
**%p<0,0001; n=4).

5.2.4 Netrina-1 y RGMa inducen angiogénesis in vitro en procesos angiogénicos en

células endoteliales.

A continuacion se estudio el efecto de los ligandos RGMa y Netrina-1 en la
angiogénesis in vitro en células endoteliales, utilizando el ensayo de formacion de
tabulos. Se estudiaron concentraciones crecientes de ambos ligandos. En el caso de
Netrina-1, como se observa en la figura 17, y concordante con los resultados obtenidos
en el ensayo de migracion, la angiogénesis se indujo de una manera dosis dependiente.

A dosis mas bajas el efecto angiogénico de Netrina-1 es mayor que a dosis altas, como
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se muestra en la cuantificacion en la figura 17B. En el caso de RGMa, como se muestra
en la figura 18 y de manera inesperada, obtuvimos que esta proteina recombinante,
también tenia un efecto pro-angiogénico sobre células endoteliales, pero a diferencia de
Netrina-1, el efecto solo fue significativo a las dosis mas altas, a 100 y 1000 ng/ml.
Dado que el unico receptor conocido de RGMa es Neogenina-1, este hallazgo confirma

la presencia de este receptor en las HUVEC.

Figura 17. Netrina-1 induce la angiogénesis in vifro. El cfecto de Netrina-l1 en la
angiogénesis in vitro, se determind usando un ensayo de formacion de tubulos. Las células
fueron tratadas durante 8 horas con diferentes concentraciones de Netrina-1, como se indica en
la figura, en medio libre de suero. Como control positivo se utilizéo medio endotelial EGM-2 rico en
factores angiogénicos. A Se muestran imagenes representativas de cada condicion. B
Cuantificacion de los resultados mostrados en A (*p <0,05; ** p <0,001; ***p<0,0001; n=6).
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| Figura 18. RGMa induce la angiogénesis in vitro. A El efecto de RGMa en la angiogénesis in
| vitro, se determind usando un ensayo de formacion de tabulos. Las células fueron deprivadas de
suero por 8 horas previo al experimento y sembradas en Matrigel tratadas durante 4 horas con
diferentes concentraciones de RGMa como se indica en la figura. Como control positivo sc utilizo
medio endotelial EGM-2 rico en factores angiogénicos Se muestran imagenes representativas de cada
condicion experimental. B Cuantificacion de los resultados mostrados en A. (*p <0,05, ***p<0,0001;
n=3).

5.3 Determinar la contribucion al proceso angiogénico de Neogenina-1 mediante

ensayos de migracion y formacion de tibulos, en experimentos de pérdida de

funcion de Neogenina-1 en HUVEC.

5.3.1 La transduccion con lentivirus y posterior seleccion con puromicina permite

silenciar de manera estable Neogenina-1 en células endoteliales.

Habiendo descartado la participacion del receptor DCC en la modulacién del
proceso angiogénico en las HUVEC por no ser expresado por estas células, el altimo
objetivo de este estudio, consistid en estudiar especificamente la contribucion del
receptor Neogenina-1 en la en la angiogénesis inducida de manera paracrina por WJ-
MSC. La estrategia utilizada consistio en silenciar esta proteina utilizando un shRNA

especifico contra Neogenina-1. El protocolo con el cual se obtuvieron las particulas
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lentivirales shNEO-1 y shSCR en el caso control, se ilustra en la figura 19. Cabe
mencionar que el plasmidio que contenia el shRNA, ademas de esta secuencia
interferente, codificaba para la proteina fluorescente verde GFP, y para su seleccion un
gen de resistencia a puromicina. De esta manera, fue posible evaluar la eficiencia de la
transduccion, contabilizando el nimero de células GFP+ y mediante la seleccion con
puromicina, fue posible obtener un cultivo estable kd para NEO-1 con una eficiencia de

100% tanto para shSCR como shNEO-1 (figura 5, seccion materiales y métodos).

La disminucion en los niveles de Neogenina-1 en aquellas células transducidas

con shNEO-1 en comparacion con aquellas shSCR se verifico mediante WB (figura 19).
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Figura 19. Generacion de una linea de células endoteliales con silenciamiento estable para
Neogenina-1. A Mediante Western Blot con un anticuerpo policlonal anti-Neogenina-1, se confirmo
la disminucion en la expresion de la proteina en las células endoteliales NEO-1-kd. Como control
positivo se utilizo la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y, la cual expresa altos niveles de
Neogenina-1. Se muestra también B-actina como control de carga. B Cuantificaciéon de lo mostrado
en A por densitometria. n=1. NEO-1, Neogenina-1; WT, HUVEC sin transducir.

Para corroborar la accion del shRNA en el silenciamiento de Neogenina-1, estas
particulas lentivirales fueron probadas en la linea de neuroblastoma humano SK-N-SH,
la cual expresa mayores niveles de Neogenina-1 que células HUVEC y en la cual se
obtuvo una disminucion significativa de los niveles de proteinas en células transducidas

con shNEO-1 en relacion a su control shSCR (figura suplementaria 8).
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5.3.2 El silenciamiento de Neogenina-1 no tiene efectos significativos en la migracion

de células endoteliales en respuesta al medio condicionado de WJ-MSC

Una vez obtenida la transduccion estable de las células endoteliales con sShNEO-1
y shSCR se procedid a evaluar la inducciéon de la migracion usando medios
condicionados de WJ-MSC de 48 horas libre de suero. Se observo que si bien en células
NEO-1 kd habia un leve aumento en la migracion con respecto a aquellas shSCR en
respuesta al medio condicionado de WJ-MSC, estas diferencias no fueron significativas.
Estos resultados, se muestran en la figura 20A y la cuantificacion realizada para los

tiempos 3 y 8 horas, en 20B.
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Figura 20. El silenciamiento de Neogenina-1 no tiene efectos en la migracion de células
endoteliales en respuesta a medios condicionados de WJ-MSC. A Se evaluo el rol de Neogenina-
1 en la migracion de HUVEC en un ensayo de scratch con WJ-MSC. Se muestran imagenes
representativas de cada condicién experimental a los tiempos indicados. B Cuantificacién de lo
mostrado en A, n=4.
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5.3.3 El silenciamiento de neogenina-1 aumenta de manera significativa la capacidad
de células endoteliales de formar titbulos en respuesta al medio condicionado de WJ-
MSC

A continuacion, se evalud en un ensayo de formacién de tibulos el efecto de la
disminucion de Neogenina-1 en HUVEC en la angiogénesis inducida por el medio
condicionado de WJ-MSC. Como se aprecia en la figura 21, se observo una diferencia
significativa en el nimero de puntos de ramificacion en aquellas células shNEO-1 con
respecto a shSCR con el estimulo, especificamente, las ramificaciones. En la figura 21B
se muestra la cuantificacion de lo mostrado en A. Por lo tanto, la angiogénesis in vitro
fue significativamente mayor en células shNEO-1. Esto contrasta con el resultado
anterior donde no se observaron cambios en aquellas células shNEO-1 y shSCR en la
migracion frente al medio condicionado. Por ende se sugiere que la migracion y la
formacion de tabulos serian procesos independientes y Neogenina-1 estaria participando

activamente en modular este ultimo aparentemente.

1

Puntos de ramificacién

e

o

shSCR ShNEO-1

Figura 21. Neogenina-1 modula la angiogénesis in vitro inducida por WJ-MSC CM. Mediante
ensayos de formacion de tibulos se encontrd que el silenciamiento de Neogenina-1 aumenta la
formacion de tibulos inducida por el medio condicionado de WJ-MSC (WJ-MSC CM). A Imagenes
representativas de la formacion de tubulos en los diferentes grupos experimentales. B Cuantificacion
de los resultados mostrados en A (***p<0,0001; n=4).
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5.3.4 El silenciamiento de Neogenina-1 aumenta de manera significativa la capacidad
de células endoteliales de formar tibulos y de migrar en respuesta al ligando de

Neogenina-1, Netrina-1

Dado que anteriormente observamos que frente al medio condicionado de WJ-
MSC, aquellas células NEO-1-kd, exhiben una mayor formacion de tibulos que aquellas
silvestres, y dado que Netrina-1 esta presente en el medio de WJ-MSC, nos parecid
interesante dilucidar el comportamiento de células transducidas con shNEO-1 frente a
Netrina-1 en el proceso de formacion de tubulos. Obtuvimos que cuando no esta
presente Neogenina-1 en el sistema, las células exhiben mayor angiogénesis en respuesta
a Netrina-1 (10 ng/ml) al formar significativamente mayor cantidad de tabulos (figura
22) que aquellas células control (HUVEC shSCR). Estos resultados, nuevamente
confirman lo obtenido previamente, respecto a una accion moduladora de Neogenina-1
en este proceso. Referente a Netrina-1, los datos sugieren que la interaccion con
Neogenina-1, seria anti-angiogénica ya que disminuye su efecto inductor de
angiogénesis. Es probable por tanto que Neogenina-1 participe en el proceso de manera

antagonica a €l o los receptores que median el efecto pro-angiogénico de Netrina-1.

B

8

Puntos de ramificacién

shSCR shNEO-1

Figura 22. Neogenina-1 modula la angiogénesis in vitro inducida por Netrina-1. Mediante
ensayos de formacion de tibulos se encontré que el silenciamiento de Neogenina-1 aumenta la
formacion de tabulos inducida por Netrina-1. A Imagenes representativas de la formacion de tubulos
en los diferentes grupos experimentales. B Cuantificacion de los resultados mostrados en A (**p
<0,01, n=3).
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6. DISCUSION

Hoy en dia, la terapia basada en células madres tiene un rol importante en el
tratamiento de diversos tipos de enfermedades. Dentro del repertorio de posibilidades
inmunoterapéuticas, se ha demostrado que las células madre tienen efectos significativos
en la angiogénesis. Dado la importancia que conlleva este proceso celular, actualmente
numerosos estudios estdn enfocados en descubrir nuevos factores angiogénicos. Entre
los que se han encontrado, destaca la familia de protefnas de las Netrinas. Estas
corresponden a moléculas originalmente identificadas en el sistema nervioso en el
contexto de una funcidn en guia axonal, pero que hoy en dia se sabe que ademas tienen
una funcién angiogénica. Tanto asf que estudios recientes sugieren que estas moléculas
podrian convertirse en blancos terapéuticos en el tratamiento de diversas patologias ya
sea para estimular la angiogénesis, como en el caso de la diabetes, o para inhibirla, como

en el caso del cancer (Eveno y col, 2011; Natch y col, 2008).

Si bien la fuente principal de células madre mesenquimaticas utilizada con fines
terapéuticos y de tipo investigativo corresponde a aquella proveniente de la médula 6sea,
se ha demostrado que células madres mesenquimaticas derivadas de la gelatina de
Wharton de cordon umbilical, producen también factores de crecimiento y citoquinas
capaces de promover la angiogénesis de manera paracrina. Con el objetivo de indagar si
¢l efecto terapéutico de estas células puede explicarse en parte por la presencia de
factores angiogénicos no clésicos en el medio condicionado, en esta tesis se estudio la
expresion de las Netrinas y RGMa en las WI-MSC y la particular contribucién del

receptor de Netrinas, Neogenina-1, en la mediacion de este proceso.

Como primer objetivo, se evaluaron los ligandos Netrina-1, Netrina-4 y RGMa
en WIJ-MSC y sus receptores Neogenina-1 y DCC en HUVEC a través de variadas
técnicas de biologia celular e IHQ en secciones de cordén umbilical y cultivos celulares.
Ademas, se determiné la presencia de estos ligandos en el medio condicionado por 48

horas de WJ-MSC. Se obtuvo que tanto Netrina-1 y 4 como RGMa eran expresados por



las células de Wharton. Mas atin, Netrina-1 estaba presente en el medio condicionado de
las mismas. Cabe destacar que en todas las muestras de corddn analizadas, las cantidades
de estos ligandos, tanto a nivel de extracto celular como de medio condicionado, eran
altamente variables, expresdndose fuertemente en algunas muestras y débilmente en
otras, Esta variabilidad observada se corresponde con resultados de arreglos de proteoma
de nuestro laboratorio, los cuales dan cuenta de la existencia de grandes diferencias en
cuanto al perfil de proteinas expresado por diferentes muestras de WI-MSC (resultados
no publicados, Gabriela Zavala). Estas diferencias también fueron observadas en los
ensayos funcionales, ya que el medio condicionado de algunos cordones inducia mayor
respuesta angiogénica que otros. Si bien todos los cordones umbilicales utilizados en
este estudio son de término y sin enfermedades asociadas, desconocemos otros
antecedentes de los donantes que puedan dar cuenta de esta alta variabilidad. Sin
embargo, una posible proyeccién de este trabajo, serfa utilizar un método de muestreo o
screening que nos permitiese identificar a priori aquellas muestras con un mayor
potencial angiogénico. En nuestro caso, una opcién podria ser la deteccion de Netrina-1

en el medio condicionado de los cordones mediante 1a técnica de ELISA.

Dado que la mayoria de los trabajos referentes a Netrinas y Neogenina-1, se
cenfran en Netrina-4, y no en Netrina-1, decidimos enfocar nuestro estudio en este
ligando en particular. RGMa, si bien corresponde a una molécula no relacionado con las
Netrinas también es ligando de Neogenina-1 por lo cual nos pareci6é interesante
estudiarla en este contexto, ademas de que su participacion en procesos angiogénesis a la

fecha no ha sido descrita.

Por otra parte, es sabido que en condiciones de hipoxia, aumenta la expresion de
ciertos factores angiogénicos, siendo el caso mas estudiado VEGF. Por lo cual, se
investigé si esta sobreexpresion también se daba en factores angiogénicos no clasicos
en el contexto de WI-MSC. Para ello, se compararon cultivos celulares crecidos a
concentraciones normales de oxigeno (20%), versus aquellos sometidos a hipoxia (2%).

Nosotros no detectamos diferencias en la expresion de los ligandos estudiados en ambas
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condiciones a nivel de extracto celular mediante citometria de flujo ni Western Blot,
aunque para Netrina-1 observamos mediante RT-PCR una tendencia en la cual, habia
una mayor induccion de Netrina-1 en condiciones de hipoxia (figura suplementaria 5).
Referente a estos resultados, si bien en la literatura, no hay informacién referente a una
induccidn de Netrina-4 o RGMa en hipoxia, hay un articulo (Rosenberg y col, 2009),
que relaciona la induccidén de Netrina-1 con hipoxia, especificamente en el contexto de
la inflamacion de la mucosa intestinal. En primera instancia y usando lineas de células
tumorales de colon, estos investigadores encontraron una robusta induccion de Netrina-
1 en células epiteliales cultivadas en ambiente hipéxico, y més alin, ellos confirmaron
que esta induccioén era dependiente de HIF-1a e identificaron sitios putativos de unién a
este factor de transcripcidon (HRE; elementos de respuesta a HIF-1¢). Es por esto que
nosotros decidimos utilizar células de la linea CaCo-2 como control de la induccion de
Netrina-1 en WJ-MSC frente a hipoxia. Si bien determinamos mediante citometria de
flujo, una sobreexpresién de esta molécula en CaCo-2, no fue posible observar lo mismo
en WJ-MSC, donde no hubo cambios entre una condicién y otra, corroborando los

resultados obtenidos previamente mediante WB.

Dado lo anterior, decidimos examinar el medio condicionado de WI-MSC
tratadas en hipoxia, para lo cual se utilizé un protocolo de precipitacion de proteinas que
nos permitié concentrar el medio y detectar Netrina-1 (figura suplementaria 6B). Los
datos obtenidos sugieren que hay mayor presencia de Netrina-1 en el medio
condicionado en las células que fueron expuestas a hipoxia comparada con aquellas
expuestas a normoxia. Sin embargo no se observaron diferencias a nivel proteico en el
extracto celular entre una condicion y otra en el caso de WI-MSC. Por tanto, es factible
que efectivamente Netrina-1 sea producida en mayor cantidad en hipoxia pero dado que
es secretada rapidamente al medio, el medir esta proteina en la célula, no nos da cuenta
de su sobreexpresion como si lo hace el medio condicionado. Cabe mencionar que es
poco probable que haya habido muerte celular que pudiera dar cuenta de un aumento de
Netrina-1 en el caso de la condicion hipoxia, dado que el cultivo de estas células en

condiciones hipdxicas imita su microambiente natural. Mas atin, se ha demostrado que la
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capacidad proliferativa de las MSC hipdxicas es mayor en comparacion con el cultivo en
normoxia. Este efecto se correlaciona ademds con un dafio y muerte celulares
significativamente reducidos bajo condiciones de hipoxia asi como también con la
existencia de minimas diferencias en la apoptosis entre ambas condiciones (Lavrentieva

y col, 2010).

Una vez confirmada la expresion de los ligandos de Neogenina-1 en WJ-MSC y
su medio condicionado, se investigé la expresion de este recepior en células
endoteliales, asi como también otros de los receptores candnicos de Netrinas. Se
encontro que HUVEC expresan Neogenina-1, ademds de UNC5C y UNCS5B (figura
suplementaria 7) pero no DCC, otro receptor conocido de las Netrinas, y homélogo de

Neogenina-1.

Referente a DCC, la informacién en la literatura coincide en que este receptor no
esta presente en HUVEC (Lejmi y col, 2008). Sin embargo, en el caso de Neogenina-1,
no hay un consenso respecto a su expresion en este tipo de células endoteliales. En gran
parte de los articulos al respecto, la presencia de este receptor es solo evaluada mediante
RT-PCR y comparada con los niveles de expresion de otros tejidos como cerebro, donde
Neogenina-1 es fuertemente expresado. A partir de esto, se afirma que la expresién de
Neogenina-1 es casi indetectable. Sin embargo, un par de trabajos si demuestran la
expresion de Neogenina-1 en HUVEC, mas aun, uno de ellos no sélo a nivel de RNA
mensajero sino también a nivel de proteina mediante WB (Eveno y col, 2011; Lejmi y
col, 2008).

Cabe mencionar que si bien las células utilizadas en todos estos trabajos
corresponden a células endoteliales de la vena de cordon umbilical, en 1a mayor parte de
ellos no se utilizan cultivos primarios como en este trabajo sino que lineas celulares
disponibles comercialmente. Esto uitimo representa una diferencia importante que
podria explicar en parte la discrepancia entre los resultados obtenidos por los distintos

grupos de investigacion. La amplia variedad de técnicas que utilizamos para detectar la
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presencia de Neogenina-1 en estas células nos permite asegurar inequivocamente que los

cultivos primarios HUVEC expresan este receptor.

Por ofra parte, el hecho de que WJ-MSC produzcan, ademés de factores
angiogénicos clasicos tales como VEGF, FGF, EGF, etc., moléculas de guia axonal
como potenciales reguladores pro-angiogénicos, representa un hallazgo novedoso que no
ha sido documentado en la literatura hasta el momento y cobra vital importancia en
potenciales aproximaciones clinicas que buscan estimular procesos angiogénicos

mediante el uso de este tipo de células.

Una vez caracterizado el modelo de estudio, lo siguiente fue determinar si las
WI-MSC, al igual que otras poblaciones de células madre mesenquimdticas, tenian
capacidad de inducir angiogénesis en HUVEC y si los ligandos de Neogenina-1 podian
contribuir a este proceso. Para ello, se utilizaron dos aproximaciones ir vitro muy
caracterizadas: €l ensayo de scrafch que nos permitié evaluar la migracion frente a
diferentes estimulos a tiempos cortos, y ¢l ensayo de formacién de tibulos, que da
cuenta de la angiogénesis in vifro. En estos experimentos, se encontré que el medio
condicionado de WI-MSC promueve tanto la migracion como la formacion de tibulos
en células endoteliales de manera significativa. Nosotros estudiamos ademads, qué
sucedia con el medio condicionado de WI-MSC obtenido en condiciones de hipoxia al
2% de oxigeno. Dado que numerosas fuentes indican que factores angiogénicos clésicos
tales como VEGF (Barlacu y col, 2013; Razban y col, 2012; Li y col, 2002) aumentan en
condiciones de hipoxia, nosotros esperabamos obtener diferencias significativas en los
ensayos de angiogénesis in vitro con respecto a normoxia, sin embargo, esto no sucedi
asi. Cabe mencionar que si bien VEGF estd presente en el medio condicionado de las
WJ-MSC (tesis de PhD Srta. Gabriela Zavala, no publicada), no es el factor angiogénico
que mis se expresa, lo cual podria explicar el no haber obtenido diferencias tan
marcadas. Probablemente los factores que se producen en mayor cantidad, no son
regulados por hipoxia. Este resultado estd en concordancia con el trabajo reciente de

Burlacu y colaboradores. Estos investigadores confirmaron un aumento en la expresion
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de VEGF en hipoxia en comparacién con normoxia en MSC de ratén, y vieron que estas
células secretaban altos niveles de citoquinas pro y antiangiogénicas y éstas 1iltimas
seguian siendo producidas en condiciones normoxicas aunque en niveles mas bajos. Esto
tltimo demuestra que las MSCs preservan sus propiedades innatas al ser sometidas a
hipoxia. De manera interesante y concordante con nuestro trabajo, en ensayo de
migracion utilizando células endoteliales (EC) y medios condicionados de MSCs de
médula Osea en condiciones de normoxia e hipoxia, ellos vieron que el medio
condicionado tenia propiedades quimicatractantes sobre las ECs. Sin embargo, no se
obtuvieron diferencias significativas entre los medios normoéxico e hipoxico, mas atin,
éste ultimo era menos eficiente en inducir la migracion que su contraparte norméxico
(Burlacu y col, 2013). Una posible explicacién que los autores postulan para justificar
este resultado involucra la accion de la quimioquina SDF-1, dado que tiene un efecto
quimioatractante sobre las células progenitoras endoteliales durante la adultez (Zheng y
col, 2007). Los autores vieron que esta proteina disminuia en BM-MSCs hipdxicas, no
solo a través de mRNA sino también mediante ELISA lo cual podria explicar la menor
capacidad quimiotactica exhibida por el medio hipéxico comparado con el norméxico en

las ECs (Burlacu y col, 2013).

El hecho de que estas células sean capaces de promover procesos angiogénicos in
vitro, esta acorde con variados trabajos que reportan el efecto paracrino de las células
troncales en general, principalmente las BM-MSC, en la induccidn de angiogénesis ya
sea in vitro o in vive (Duffy y col, 2009; Wu y col, 2007). Si bien este efecto se ha
atribuido principalmente a la expresion de factores angiogénicos clasicos tales como
VEGF o FGF-2 por parte de estas células, nuestros resultados permiten postular que no
se puede descartar la influencia de otros factores menos estudiados pero presentes en los

medios condicionados, como lo son las ya mencionadas Netrinas.
Con respecto a Netrina-1 y Netrina-4, su rol en procesos angiogénicos es materia

de intenso debate, algunos trabajos sefialan una funcién pro-angiogénica mientras que

otros por el contrario dan argumentos que sugieren un rol anti-angiogénico. El escenario
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es atin mas complejo dado que la funcion de estos ligandos es altamente dependiente del
contexto celular, del receptor a través del cual ejercen su funcién y de sus
concentraciones relativas. En nuestro caso encontramos que Netrina-1 por si sola,
promueve la migracion y la angiogénesis in vitro en células endoteliales (HUVEC) y
este efecto es mayor a bajas concentraciones. Estos resultados concuerdan con la
informacion documentada en algunos trabajos que sugieren un rol pro-angiogénico de
Netrina-1 (Wilson y col, 2006; Park y col, 2004), al igual que para el caso de Netrina-4,
(Lambert y col, 2011), y se contradicen con aquellos que reportan una inhibicién de la
angiogénesis con estos ligandos. Sin embargo, es importante mencionar que estudios
previos han analizado el efecto de Netrinas en células endoteliales incubadas en
presencia de medio de crecimiento endotelial completo. En esta tesis nosotros
demostramos que ambas Netrinas estan presentes en el suero {contenido en el medio
completo). Es por esta razdn, que nosotros llevamos a cabo nuestros experimentos en
ausencia de suero y en células previamente deprivadas de suero en el caso de los
experimentos de angiogénesis in vitro. Mds aun, el efecto anti-angiogénico 6ptimo en
estudios previos se ha observado con concentraciones muy elevadas de Netrina-4, esto
es, 400 ng/mL-6 pg/ml. (Lejmi y col, 2008) y 10-50 pg/ml. (Natch y col, 2009). EI
efecto pro-angiogénico 6ptimo que nosotros obtuvimos en el caso de Netrina-1, fue entre
10 y 100 ng/mL, lo cual es concordante con las concentraciones fisiologicas de estos
ligandos (50-500 ng/mL) (Wilson y col, 2006). Por tanto, nuestros resultados son
consistentes con la hipétesis de que las Netrinas estimulan células endoteliales in vifro a
bajas concentraciones pero las inhiben a dosis mds altas y con el hecho de que células de
la vena umbilical (HUVEC) o endoteliales de la arteria umbilical (HUAEC), muestren in

vitro, una respuesta bifdsica a Netrina-1.

Argumentos a favor del rol pro-angiogénico de Netrina-1 se explican por el
efecto de este ligando en el contexto de glioblastoma (Shimizu y col, 2012).
Especificamente, luego de identificar Netrina-1 como una molécula que promovia la
invasion de glioblastoma, estos investigadores concluyeron que la via de sefializacion

gatillada por Netrina-1 incluia la activacién de RhoA y el elemento de respuesta a AMP
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ciclico (CREB). Es altamente probable que estas mismas vias de sefializacién den
cuenta del efecto promigratorio observado en nuestros experimentos con HUVEC en
presencia de Netrina-1; ciertamente una linea de investigacién que habra que abordar en
un futuro proximo. Otros trabajos que apoyan nuestros resultados obtenidos in vifro han
demostrado el rol pro-angiogénico de Netrina- 1 in vivo. De manera interesante, Fan y
colaboradores (Fan y col, 2008) demostraron que la hiperestimulacion con Netrina-1 era
capaz de promover la neovascularizacion focal en el cerebro adulto in vive. Sin
embargo, a diferencia de la induccion de la microvasculatura observada con VEGF, los
vasos recién formados inducidos por Netrina-1, mostraban mas bien un fenotipo arterial.
El hecho de que Netrina-1 principalmente promueva la formacién de grandes vasos
sanguineos, mientras que VEGF generalmente aumente el crecimiento de los
microvasos, sugiere que Netrina-1 y VEGF promueven la angiogénesis a través de vias

independientes.

Otra de las moléculas de guia axonal expresada por WJ-MSC es RGMa. Si bien,
a diferencia de lo que sucede con las Netrinas, en la actualidad no hay informacién que
sugiera un rol como factor angiogénico para esta proteina, y si bien tampoco posece
similitud estructural ni de secuencia con las Netrinas, nosotros encontramos que es capaz
de inducir angiogénesis in vitro en células endoteliales, Sin embargo, en este caso, el
efecto era directamente proporcional a la concentraciéon de ligando en el medio. Esto es,
el efecto era observado a dosis altas de RGMa {entre 100 y 1000 ng/mL). El papel de
RGMa ha sido ampliamente estudiado principalmente en el contexto del sistema
nervioso. Recientes estudios in vitro e in vivo sugieren que Neogenina-1 media una
respuesta quimiorrepulsiva en procesos de guia axonal, en respuesta a RGMa. En
nuestro caso, si bien observamos un efecto con RGMa, en experimentos de formacion de
tibulos, esto no fue asi en experimentos de migracion, donde no obtuvimos diferencias
significativas en cuanto a la movilidad de HUVEC con RGMa. Si bien estos ultimos
resultados se contradicen con el efecto quimiorrepulsivo de RGMa observado en el
sistema nervioso, estas diferencias podrian explicarse por el contexto en el cual ligando

y receptor se encuentran, esto es sistema nervioso versus interaccion célula
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mesenquimatica-célula endotelial. Cabe destacar que el hecho de que células HUVEC
respondan a RGMa, corrobora lo obtenido anteriormente en cuanto a la expresion del
receptor de Neogenina-1 en estas células, dado que a diferencia de las Netrinas, que se
unen a diferentes receptores ademas de Neogenina-1, RGMa se une exclusivamente a
Neogenina-1, por lo cual cualquier efecto observado, debe ser mediado necesariamente

por este receptor.

Resumiendo los resultados de los primeros dos objetivos de este trabajo, nosotros
encontramos que WJ-MSC expresan Netrina-4, Netrina-1 y RGMa y mas atn,
demostramos que estos dos ultimos ligandos por si solos son capaces de inducir
procesos angiogénicos en células endoteliales. Esto sugiere que el efecto paracrino de
WI-MSC se debe en parte a la presencia de estos factores, descritos clasicamente en
sistema nervioso, quedando por resolver atin en qué grado contribuyen al proceso pro-
angiogénico. Para ello, proponemos realizar experimentos en presencia de inhibidores de
receptores de VEGF o usar RNAs de interferencia para Netrina-1 y/o Netrina-4 en las
WI-MSC y evaluar como afectan estos tratamientos, su capacidad de inducir

angiogénesis.

El tercer objetivo de esta tesis consistié en el estudio de la contribucién del
receptor Neogenina-1, a la angiogénesis inducida por el medio condicionado de WJ-
MSC y Netrina-1. Para ello, realizamos experimentos de pérdida de funcidén utilizando
células HUVEC establemente &d para Neogenina-1. Desarrollamos de manera exitosa un
protocolo que nos permitié transducir con una eficiencia del 100% nuestros cultivos, en
circunstancias que la literatura reporta que la transduccion es extremadamente
complicada e ineficiente en estas células. Encontramos que cuando Neogenina-1 no
estaba presente en células HUVEC, la capacidad de formar tibulos en respuesta al
medio condicionado y a Netrina-1 estaba aumentada con respecto a células control.
Interesantemente, su capacidad migratoria no se vio afectada de manera significativa en
respuesta a estos estimulos. Estos datos sugieren fuertemente que Neogenina-1 en su

interaccién con Netrina-1 tendria un efecto antiangiogénico, inhibiendo especificamente

63




el proceso de formacidn de tibulos y no fa migracion celular de células endoteliales, en
respuesta al medio condicionado de WJ-MSC y Neirina-1. Esto ultimo, nos Ileva a
pensar que estos dos procesos, migracion celular y formacion de tibulos, estarian
mediados por vias de sefializacién diferentes y serfa concordante con el hecho de que en
la angiogénesis fisioldgica estos procesos estdn separados temporalmente, ocurriendo
primero la migracidn celular y posteriormente la organizacién de células endoteliales en

estructuras tubulares.

Si bien hay pocos trabajos sobre ¢l rol de Neogenina-1 en el sistema vascular, un
par de articulos abordan el posible papel de este receptor y, concordante con lo obtenido
por nuestro grupo, también atribuyen un efecto anti-angiogénico a Neogenina-1 (Eveno
y col, 2011). Sin embargo, cabe mencionar que el contexto en el cual se sitdan
corresponde a situaciones patoldgicas especificamente, neopldsicas. Si bien este
contexto se aleja de nuestro modelo de estudio, no deja de ser interesante el indagar en el
rol de nuevas moléculas angiogénicas y sus receptores en el contexto del cancer. Sin
duda la angiogénesis podria estar en la base de varias estrategias terapéuticas, en
particular para el tratamiento del céncer. En efecto, el inhibir la angiogénesis podria
obstruir a las células tumorales, evitar su propagacién y la posterior formacién de
metdstasis. En este sentido, se han emprendido ensayos terapéuticos y algunos han
llevado al desarrollo de drogas cuyo blanco es VEGF (Castets y Mehlen, 2010). Sin
embargo, estudios recientes han indicado que los cancer humanos pueden adquirir
resistencia luego de tratamientos anti-VEGF, agravando la situacién patol6gica (Helfrich
y col, 2010; Huang y col, 2010; Priceman y col, 2010) y sumado a lo anterior esté el
hecho que la inhibicién de la funcién de VEGF lleva a severos efectos secundarios
(Eremina y col, 2008). Por tanto, €l encontrar nuevos blancos terapéuticos como factores
angiogénicos no clasicos o sus receptores, cobra mayor importancia en el desarrollo de
estrategias anti-tumorales. En efecto, se ha demostrado una ganancia en la produccion de
Netrina-1 autocrina en un gran porcentaje de canceres de tipo agresivos (Delloye-
Bourgeois y col, 2009; Delloye-Bourgeois 2009b; Fitamant y col, 2008). Sin embargo,

el interés de Netrina-1 como blanco en patologias angiogénicas, no debe restringirse a
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terapias para combatir el cancer y seria interesante explorarla en mas de un nivel. En
primer lugar, tratamientos anti-Netrina-1 podrian ayudar a rescatar desordenes
caracterizados por defectos en los vasos, como se ha propuesto anteriormente para las
vasculopatias diabéticas o para defectos en la perfusién inducidos por isquemia. En
segundo lugar, la medicién de Netrina-1 podria ser una via terapéutica prometedora en

enfermedades causadas por una angiogénesis excesiva (Castets y Mehlen, 2010).

Dado que la familia de las Netrinas esta recibiendo especial atencién como
potencial blanco en el tratamiento del cédncer, seria interesante demostrar también, que la
sobreexpresion de Neogenina-1 disminuye la capacidad angiogénica y, por ende, el
crecimiento de ciertos tumores que producen Netrinas de manera autocrina. Sin
embargo, no se puede dejar de mencionar que este Gltimo planteamiento estaria en
contradiccion con aguellos trabajos que han descrito a Neogenina-1 y otros receptores de
Netrinas como “receptores de dependencia”. Este concepto se refiere a aquellos
receptores de transmembrana que son activos en ausencia de su ligando, induciendo
apoptosis y actuando por lo tanto como potenciales supresor de tumores. Datos recientes
apoyan la idea de que las sefiales pro-apoptéticas de DCC y UNCS5 son un mecanismos
de amparo en regular el crecimiento tumoral y la metéstasis (Chen y col, 1999; Mehlen y
col, 1998). En ese sentido, una ventaja selectiva del tumoral es inactivar esta sefial pro-
apoptotica presente en el receptor de dependencia en ausencia de su ligando. El rol de
Netrina-1 como sefial de sobrevida ha sido descrito durante el desarrollo del sistema
nervioso (Furne y col, 2008; Tang y col, 2008), y mas recientemente, durante la
angiogénesis presente en el desarrollo (Castets y col, 2009). De manera interesante,
Castets y colaboradores, demostraron que Netrina-1 actuaba como un factor de
sobrevida para células endoteliales, blogqueando los efectos pro-apoptoticos del receptor
de dependencia UNC5B y sus efectores de muerte rio abajo, la quinasa serina/treonina
DAPK. El efecto de Netrina-1 sobre el desarrollo de vasos sanguineos, podia ser
reproducido con inhibidores de caspasa en ensayos ex vivo y tanto la inhibicién de la
actividad caspasa como el silenciamiento del receptor UNC5B y el silenciamiento de

DAPK, eran suficientes para rescatar los defectos vasculares inducidos por la ausencia
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de Netrina-1 en el pez cebra, sugiriendo que el efecto pro-apoptético de UNSB sin
ligando y el rol de sobrevida de Netrina-1 en células endoteliales modula finamente los
procesos angiogénicos, al menos durante el desarrollo. Ellos postulan ademés, que la
ganancia de Netrina-1 en células epiteliales tumorales puede tener dos efectos aditivos,
inhibir la muerte celular inducida por el receptor de dependencia (Fitamant y col, 2008)
y favorecer el mantenimiento de vasos sanguineos y/o su desarrollo y consecuentemente

promover la progresién del cancer.

Resumiendo los resultados de la tltima parte de este estudio, nosotros
demostramos el medio condicionado de WJ-MSC y las moléculas de gnia axonal, RGMa
y Netrina-1, tienen un efecto paracrino angiogénico sobre células HUVEC, y que al
silenciar Neogenina-1 este efecto paracrino se hace aiin mas evidente, al menos para el
proceso angiogénico de formacién de tribulos. Esto 1ltimo nos lleva a pensar por
afiadidura que los efectos pro-angiogénicos de Netrina-1 y del medio condicionado de
WJ-MSC estarian siendo mediados por otro receptor que no es Neogenina-1 y
posiblemente pueda ser un receptor no canodnico, tal como una integrina, la cual sabemos
se expresa en HUVEC. Pero dado que RGMa s induce procesos angiogénicos in vitro,
Neogenina-1 también podria actuar como mediador pro-angiogénico en su interaccion
con RGMa. Todo lo anterior, nos lleva a esbozar un modelo hipotético (figura 23) en el
cual, tenemos que células endoteliales HUVEC expresan tanto receptores can6nicos de
Netrinas (Neogenina-1, UNC5) como no canénicos (integrinas). En su interaccién con
un receptor no identificado que probablemente presenta mayor afinidad por Netrina-1
que Neogenina-1, Netrina-1 tiene un efecto que favorece la angiogénesis. Esta hipotesis,
se corresponde con datos de literatura que dan inclusive cuenta de la expresion de UNC3
y DCC y que sin embargo atribuyen la funcién pro-angiogénica de Netrinas a un
receptor desconocido (Wilson y col, 2006). Referente a esto 1iltimo, se ha propuesto
como receptores alternativos, las integrinas a6p4, a3pl y a6B1, que se ha demostrado
actiian como receptores de Netrinas en células epiteliales (Yebra y col, 2003). Hay
antecedentes que dan cuenta de un efecto bioldgico por parte de estos receptores en su

interaccion con Netrinas (Larrieu y col, 2011). Dado que nosotros enconiramos
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expresion de la integrina Bl (CD29) en células, postulamos que en nuestro modelo el
receptor alternativo que mediaria las acciones pro-angiogénicas de Netrina-1,
posiblemente corresponda a uno del tipo integrinas. Siguiendo con nuestro mecanismo
hipotético, planteamos que cuando las concentraciones de Netrina-1 aumentan y el
receptor desconocido se ve saturado, Nefrina-1 comenzaria a unirse a Neogenina-1
gjerciendo un efecto opuesto que contrarrestaria el efecto angiogénico de la interaccion
Netrina-1/receptor desconocido, mencionada anteriormente. Esto explicaria por qué
mientras mayores son las dosis de Netrina-1, menor es la respuesta exhibida por las
células endoteliales en cuanto a la formacion de tiibulos. Con respecto a esto 1iltimo, es
bien sabido que en el contexto del sistema nervioso Neogenina-1 puede interactuar
intracelularmente con receptores de la familia UNCS5 ejerciendo una accién de tipo
repulsiva y algo similar se ha descrito en contextos angiogénicos, para el ligando
Netrina-4 (Lejmi y col, 2008). Por lo cual una posible hipotesis es que en este contexto,
la acci6n anti-angiogénica de la interaccién Neogenina-1/Nefrina-1 estaria en parte
mediada por receptores UNCS, dos de los cuales (UNC5B y UNCS5C) en efecto son
expresados por células HUVEC (figura suplementaria 7). Sin embargo, no podemos
afirmar que Neogenina-1 como tal sea un receptor anti-angiogénico, dado que como se
observo en el experimento con dosis crecientes de RGMa, la formacion de tibulos se ve
favorecida ante la presencia de este ligando, por lo cual, en nuestro modelo, la

interaccion del par Neogenina-1/RGMa seria pro-angiogénica.
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Figura 23. Modelo especulativo del mecanismo involucrado en la interaccion W-MSC-HUVEC.
WI-MSC expresan los factores angiogénicos no cldsicos, Netrina-1, Netrina-4 y RGMa. Células
HUVEC expresan tanto receptores canénicos (Neogenina-1 y UNCS) como no candnicos (integrinas)
de Netrinas. En su interaccion con Neogenina-1, Netrina-1 tiene un efecto anti-angiogénico,
posiblemente mediado a través de la interaccion intracelular con otro receptor, probablemente, de la
familia UNCS (Lejmi y col, 2008). Sin embargo Netrina-1 puede actuar también de manera pro-
angiogenica y este efecto podria estar mediado por un receptor del tipo no canénico como son las
integrinas. Finalmente, los datos obtenidos sugieren que RGM a en su interaccion con Neogenina-1,
tendria un efecto pro-angiogénico.

Los resultados recopilados nos permiten concluir que el rol del receptor
Neogenina-1 basicamente es contexto dependiente, es decir su efecto global depende de
la presencia de otros receptores y ligandos. Los datos sugieren la existencia de un
balance de receptores de Netrinas ejerciendo efectos antagdnicos, algunos inhibiendo y
otros promoviendo procesos angiogénicos. Concluimos que la funcién de las Netrinas

sobre las células endoteliales es mucho mas compleja que la de otros factores
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endoteliales como VEGF. Sumado al hecho de que el sistema probablemente esté
compuesto por una multiplicidad de receptores, las Netrinas son proteinas similares a
lamininas (Schneiders y col, 2007), por lo cual, la membrana extracelular podria regular
las concentraciones locales de Netrinas, actuando como un reservorio de factores de

crecimiento o actuar inclusive como co-receptor (Stanco y col, 2009).

Resumiendo los resultados obtenidos en esta tesis, nosotros encontramos que
WI-MSC producen factores angiogénicos no-candnicos, lo cual no habia sido descrito
anteriormente. Demostramos ademas que Neogenina-1 participa activamente en regular
la angiogénesis inducida por el medio condicionado de WI-MSC y sus ligandos Netrina-
1 y RGMa. Toda esta informacién es de suma relevancia para el conocimiento actual
que se tiene del potencial terapéutico de las células mesenquimaticas troncales y de las
Netrinas. Profundizar en estos estudios podria ser de mucha utilidad para desarrollar y/o

optimizar estrategias terapéuticas tendientes a manipular procesos angiogénicos.
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7. CONCLUSIONES

» Células mesenquimaticas derivadas de la gelatina de Wharton producen factores
angiogénicos no clasicos, entre ellos Netrina-1, Netrina-4 y RGMa, los cuales

podria dar cuenta en parte del potencial pro-angiogénico observado in vitro.

» El efecto pro o anti angiogénico del receptor Neogenina-1 es contexto
dependiente. Los datos obtenidos sugieren que al menos en nuestro modelo de
estudio, en su interaccidn con Netrina-1 actuaria de manera anti-angiogénica,

mientras que en su interaccién con RGMa seria pro-angiogénico.
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10. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Figura suplementaria 1. Control negativo de la inmunohistoquimica de cordoén
umbilical humano. Los tejidos fueron sujetos al mismo procedimiento de
inmunohistoquimica, pero sin agregar anticuerpo primario. A Gelatina de Wharton. B

Vena umbilical.

" 50 uym 50 um ,

Figura suplementaria 2. Control negativo de la imunofluorescencia de WJ-MSC.
Se muestran las inmunofluorescencias para los ligandos de NEO-1 sin anticuerpo
primario. En azul se visualizan los nacleos celulares. A Anticuerpo secundario anti-

rabbit (verde). B Anticuerpo secundario anti-goat (rojo).
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Figura suplementaria 3. Control negativo de la imunofluorescencia de Neogenina-1
en HUVEC. Se muestran la inmunofluorescencias para Neogenina-1 sin anticuerpo
primario, utilizando un anticuerpo secundario anti-rabbit (verde). En azul se visualizan

los nucleos celulares.

Figura suplementaria 4. Expresion de RGMa intracelular en WJ-MSC. Se evalué la
expresion de RGMa intracelular en cultivos primarios de WJ-MSC. A diferencia de la
tincion de superficie, la poblacion es homogénea para la expresion intracelular de
RGMa.
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Figura suplementaria 5. Expresion de Netfrina-1 en normoxia e hipoxia mediante
RT-PCR. A Se evalud la expresiéon de Netrina-1 mediante RT-PCR 48 horas post-
induccién de hipoxia. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. Ademads se muestra el
control correspondiente a la reaccion de RT-PCR sin templado. B Cuantificacion de lo

mostrado en A.
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Figura suplementaria 6. Netrina-1 en condiciones de hipoxia. A Cuantificacion de la
expresion de Netrina-1 evaluada mediante WB en condiciones de hipoxia y normoxia a
nivel de extracto celular. Los datos fueron normalizados a la proteina p -actina y son
presentados como veces de induccion relativos a los resultados obtenidos en normoxia.
B Cuantificacién de la presencia de Netrina-1 en el medio condicionado de WJ-MSC

evaluada mediante WB en condiciones de hipoxia y normoxia (*p <0,05; n=3).
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Figura suplementaria 7. Expresion de los receptores canonicos de Netrinas, UNC5B y

UNCS5C. Como control de carga se utiliz6 GAPDH.
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Figura suplementaria 8. Transduccion de la linea de neuroblastoma SK-H-SH con
particulas lentivirales shNEO-1 y shSCR. A modo de control de la efectividad de las
particulas lentivirales usadas en los experimentos de silenciamiento de NEO-1 en
HUVEC, se transdujo la linea de neuroblastoma SK-N-SH con dichas particulas. A
Mediante Western Blot se confirmo la disminucién en la expresién de la proteina en la
linea celular transducida con shNEO-1 con respecto al control shSCR. Se muestra o-

tubulina como control de carga. B Cuantificacién de lo mostrado en A.
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Figura suplementaria 9. Controles del experimento de formacion de tibulos usando
medio condicionado de WJ-MSC. Se muestra la cuantificacion del control del
experimento correspondiente a DMEM (control} y EGM-2 (control positivo) y se
observa que no hay diferencias significativas entre células HUVEC shSCR y shNEO-1.
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Figura suplementaria 10. Controles del experimento de formacién de tiibulos usando
Netrina-1 recombinante. Se muestra la cuantificacion del control del experimento
correspondiente a DMEM control) y EGM-2 (conirol positivo) donde se observa que no
hay diferencias significativas entre células HUVEC shSCR y shNEO-1.
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