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BloGluriA
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Biologia  de]  Desarrollo,  bajo  la  tutela  de  [a  Dra.  Ver6nica  Palma,   para  realizar  una

unidad de investigaci6n,  basada en el uso de cultivos primarios humanos, en btlsqueda
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En  la  actualidad,  he  sido  aceptada  al  programa  de  Doctorado  en  Biologia  Molecular,
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experimental.
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F]ESUMEN

Las   patologias   que   involucran   alteraciones   al   proceso   de   sanaci6n   de   la   piel

constituyen   un   problema  grave  en   nuestra   sociedad,   por  lo  que  la  bt]squeda  por

modelos confiables que permitan abordar su tratamiento resulta fundamental.

En  este  trabai.o  se  evalu6,  en  un  modelo  murino  de  reparaci6n  dermal,  una  terapia

celular  basada  en  la  aplicaci6n  de  matrices  bioartificales,  constituidas  principalmente

de  colageno,  conteniendo  c6lulas  mesenquimaticas  provenientes  de  la  gelatina  de

Wharton (WJ-MSC).

En   el   cultivo   tridimensional,   las   WJ-MSC   se   asentaron   de   manera   homogenea,

sobreviviendo  ante  situaciones  de  estfes,  y  ademas,  expresaron  y  secretaron  una

vasta  gama  de  factores  tr6ficos  relacionados  con  procesos  de  angiog6nesis,  tales

como   VEGF-A,   Netrina4,   Angiogenina,   Angiopoyetina-1,   aFGF,   entre   otros.   Sin

embargo,  el  perfil  de  secreci6n  de dichas celulas  dependi6 de la  matriz en  que fueron

cultivadas,   siendo  mejor  conservado   en   matrices   lntegra®.  Ademas,   las  WJ-MSC

probaron   ser  angiogenicas   /.n   vino,   mejorando   la   reparaci6n   de   piel   mediante   la

secreci6n de factores tr6ficos. Interesantemente las WJ-MSC demostraron promover la

formaci6n  de una  red vascular definida y acelerada  respecto  del efecto  promovido  por

las  c6lulas  mesenquimaticas  derivadas  de  tejido  adiposo  (AD-MSC),  utilizadas  como

control, puesto que actualmente son utilizadas en la cllnica con fines reparativos.

Cabe destacar que las WJ-MSC no generaron  rechazo inmunogenico en  los animales

inmunocompetentes   utilizados,   permanecieron   viables   y  confinadas   dentro   de   las

matrices implantadas, constituyendo a su vez un notable estimulo para la infiltraci6n  de

celulas murinas.



Puesto  que  las  WJ-MSC  pueden  ser  aisladas  con  facilidad,  son  cultivadas  con  altas

tasas  de  expansion  y criopreservadas con  un  alto  porcentaje de sobrevida.  Si  a esto

agrgamos,    los   resultados   prometedores   presentados   en   este   trabajo,    nosotros

proponemos  que  estas celulas  representan  una fuente atractiva de  MSC  para  uso en

terapia celular alog6nica para el tratamiento de isquemias agudas y/o cr6nicas.

ABSTF]ACT

Skin   pathologies   involving   healing   impairment  constitute   a   serious   problem   in   our

society, which  is why the search for new and  reliable models that allows  us to address

the treatment of such wounds is fundamental.

ln  this  work,  a  cell-based  therapy  centered  in  collagen  bioartificial  scaffolds  enriched

with  Wharton's  Jelly  Mesenchymal  Stem  Cells  (WJ-MSC),  was  evaluated  ih  a  wound

healing mouse model.

ln   three-dimensional   culture,   WJ-MSC   settled   homogenously,   survived   to   stress

conditions and furthermore, expressed and secreted a broad spectrum of trophic factors

related to angiogenic processes,  such as VEGF-A,  Netrin-4, Angiogenin, Angiopoyetin-

1,  aFGF,  among  others.  However,  cell's  secretion  profile  depended  on  the  scaffold  in

which  they  were  cultivated,  being  better  conserved  on  lntegra®  scaffolds.  Moreover,

WJ-MSC proved to be angiogenic /.n v/.vo,  improving skin repair through the secretion of

trophic factors.  Interestingly, WJ-MSC demonstrated to promote the formation of a well-

defined vascular network, that was accelerated when compared to the effect promoted



by  Adipose  tissue  derived  Mesenchymal  Stem  Cells  (AD-MSC),  which  were  used  as

control, since they are used currently in the clinic with reparative purposes.

lt  is  worth   mentioning  that  WJ-MSC   didn't  generate   immunogenic   rejection  on  the

utilized imunocompetent animals. Additionally, cells remained viable and confined to the

implanted scaffolds,  provoking a notable stimulus for murine cell  infiltration.

As WJ-MSC  can  be easily  isolated,  are cultured with  high  expansion  rates and  can  be

cryopreserved   with   great   survival   percentages.   If  we   add   the   promising   results

presented in this work, is that we propose these cells as an attractive source of MSC for

their use in allogeneic cell therapy for the treatment of acute and/or chronic ischemia.
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1. INTRODUCC16N

1.1. Antecedentes bibliogfaficos

1.1.1.   Angiog6nesis

La angiog6nesis es el proceso por el cual se forman vasos sanguineos nuevos a partir

de   vasos   preexistentes   y   constituye   un   proceso   esencial   tanto   en   el   desarrollo

embrionario   como   en   la   homeostasis   de   tejidos   y/o   reparaci6n   de   lesiones   en

individuos  adultos.  En  mamiferos,  este  proceso  se  encuentra  altamente  regulado  por

mtlltiples factores,  incluyendo  la  oxigenaci6n  y cambios  en  la  actividad  metab6lica  del

tejido,   puesto   que   los   capjlares   son   necesarios   para   la   difusi6n   de   nutrientes   y

metaboljtos  (Krogh,1919;  Folkman  & Shing,1992).  Tal coma se  indica  en  la  Figura  1,

se  han  descrito  dos  tipos  de  angiogenesis,  "brotante"  e  "intususceptiva"  (del  ingles

sprout/.ng e /nfussusceptive, respectivamente (Adair & Montani, 2010).

Figura   1.   T]pos   de   angiogenes]s.    Esquema   de   la   organizaci6n   de   los   procesos   de
angiogenesis  brotante  (izquierda)  e  intususceptiva  (derecha)  (modificado  de  Adair  &  Montani,
2010).

La  angiog6nesis  brotante  se  caracteriza  por  la  formaci6n  de  brotes  compuestos  por

c6lulas endoteliales,  que generalmente migran  hacia estimulos  angiogenicos,  tal como



el  factor  de  crecimiento  vascular  endotelial  de  tipo  A  (del  ingles,  vasct//ar  endote//.a/

growfh facfor, VEGF-A) (Gerhardt, 2008). Es asi como este tipo de angiogenesis puede

afiadir  vasos  a  porciones  de  tejido  carente  de  ellos.  Por  otra  parte,  la  angiogenesis

intususceptiva  involucra  la  formaci6n  de  vasos  sanguineos  mediante  un  proceso  de

partici6n,  en  el  cual,  elementos  del  intersticio  invaden  los  vasos  existentes,  formando

una  red  de tejido  transvascular que  se  expande  (Makanya  y col.,  2009).  Ambos  tipos

de  angiogenesis  pueden   ocurrir  en  todos  los  tejidos  del  cuerpo  (Adair  &   Montani,

2010).

En  condiciones  fisiol6gicas,  los  capilares  crecen  y  retroceden  en  los  tejidos  sanos  de

acuerdo a  las  demandas funcionales  de los  mismos,  sin  embargo,  estos procesos  se

desregulan en ciertas enfermedades (Contreras-Tellez y col., 2007). Es par esto que se

ha  reconocido  que  el  control  de  la  angiogenesis  podria  tener  valor  terap6utico,  por

ejemplo,  al  estimularla  durante  procesos  de  reparaci6n  de  tejido  dafiado,  asl  como

tambien  en  pacientes que  posean  enfermedades de  isquemia  cr6nica  (Danner y col.,

2012),    entendiendo   por   isquemia   al   estfes   celular   causado   por   la   disminuci6n

transitoria  o  permanente  del flujo  sanguineo y consecuente  disminuci6n  del aporte  de

oxfgeno,  de nutrientes y la eliminaci6n de desechos metab6licos  (Varu y col„  2010), o

bjen,  deprimirla  en  enfermedades  como  el  cancer  o  artritis  reumatoide,  entre  otros

(Adair & Montani, 2010).

Siguiendo con esta linea, es importante mencionar que la  inducci6n de la angiog6nesis

se  ha relacionado con  mol6culas de diversa  indole, tales como las  pertenecientes a  la

familia  del VEGF,  angiopoyetinas, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

y miembros de  la familia de] factor de crecimiento tumoral (TGF),  entre  otros  (Presta y

col.,  2005; Otrock y col„  2007; Wilcke y col.,  2007;  Barrientos y col.,  2008;  Kaully y col.,



2009),  siendo VEGF-A la  proteina con  mayor potencial  pro-angiogenico descrito  hasta

la fecha (Otrock y col., 2007).

1.1.2.   Similitudes a nivel molecular y estructural  de los sistemas de gui'a axonal

y vascular

Puesto que las redes vasculares y neuronales son dos sistemas ramificados complejos

que  comparfen  similitud  en  terminos  de  su  formaci6n,  organizaci6n  y  patrones  de

distribuci6n   en   los  tejidos   (Figura   2),   se   ha   postulado   que  ambas   podrian   estar

finamente  reguladas  por factores  en  comtln  (Carmeliet,  2003; Anders  y col.,  2006).  EI

paralelismo  celular  entre  el  cono  de  crecimiento  axonal  de  una  neurona,  y  la  c6lula

endotelial   punta   presente   en   un   vaso   sanguineo   angiog6nico,   sugiere   que  estas

estructuras,  responden de manera similar a las sefiales quimicas provenientes de sus

respectivos  medio  ambientes   (Tarn  &  Watts,  2010),   por  lo  que  la  investigaci6n  de

moleculas  de  gufa   axonal   (efrinas,   semaforinas,   slits  y   netrinas)   en   procesos   de

angiogenesis se ha vuelto relevante.

Diversos estudios han demostrado que las cuatro familias de moleculas de guia axonal

son  capaces  de  dirigir  el  patr6n  de  formaci6n   del  sistema  vascular  (Klagsbrun  &

Eichmann, 2005;  Eichmann y col., 2005; Carmeliet & Tessier-Lavigne, 2005; Weinstein,

2005).  Particularmente  las  netrinas,  las  primeras  en  ser identificadas  como  mol6culas

atractantes, han sido las ma§ estudiadas a la fecha (Springer, 2008).
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Figura  2.  Slm!Iitud  anat6mica  del  sistema  nervioso  y  vascular.  A)  Esquema  del  patron
anat6mico  comdn  entre  las  redes  del  sistema  vascular  y  ciroulatorio  en  el  cuerpo  humano
(modificado  de  Tarn  &  Watts  2010).   a)   lnmunofluorescencia   who/e  mount  de  piel   de  una
extremidad  de  rat6n  en  estado  embrionario  E15.5  evidenciando  la  similitud  en  el  patr6n  de
distribuci6n de nervios (verde) con arterias (rojo) (modificado de James & Mukouyama 2011 ).

En este sentido,  ha sido descrito que factores de guia axonal pertenecientes la familia

de  las  netrinas  (Netrina-1,  2  y  4)  estimulan  la  proliferaci6n  endotelial  (Wilson  y  col.,

2006;  Castets  y  col.,  2009)  y  existen  variadas  evidencias  tanto  r'n  v/.fro  (Klagsbrun  &

Eichmann,   2005;   Yang   y   col.,   2007)   como   /.n   v/.vo   (Wilson   y   col.,   2006;   Larrieu-

Lahargue  y col„  2010:  Li  y col.,  2011 )  que  sugjeren  que dichos factores cumplirian  un

rol en  la  regulaci6n  de  la angiogenesis, tanto estimulandola  (Park y col.,  2004;  Castets

y col., 2009;  Larrieu-Lahargue y col.,  2010;  Li y col.,  2011 ) como deprimi6ndola  (Lejmi y

col.,  2008).

Por  consiguiente,  la  inducci6n  de  procesos  controlados  de  angiogenesis  mediante  el

uso  de  estas  mol6culas  angiog6nicas  no  clasicas  podria  tener  valor  terapeutico  en

procesos de sanaci6n de heridas.



1.1.3.    I]eparaci6n tisular

La reparaci6n  de tejidos es uno de los procesos biol6gicos mss complejos que ocurren

durante  la  vida  humana  (Singer &  Clark,1999).  Su  estudio  ha  surgido  en  los  ultimos

afios   con   el   objeto   de   desarrollar   herramientas   y   tecnologfas   dirigidas   a   tratar

enfermedades   isquemicas   de   diversa   indole.   Luego   de   un   dafio,   mdltiples   vias

metab6licas  y  procesos  extracelulares  son  activados  y  sincronizados  para  responder

en  pos  de  recobrar  la  homeostasis  del  tejido  (Gurtner  y  col.,  2008).  Este  proceso

dinamico se divide en  3 fases que se sobreponen  en el tiempo:  inflamaci6n,  formaci6n

de  tejido   (proliferaci6n)   y   remodelaci6n   del   tejido   (Maxson   y   col.,   2012),   en   que

participan  componentes  de  la  matriz  extracelular,  mediadores  solubles,  celulas  de  la

sangre,  celulas  endofeliales,   queratinocitos,  fibroblastos,  entre  ctros  tipos  celulares

(Singer & Clark,  1999).

•Las  grandes  injurias  provocadas  en  la  piel  pueden  deberse  a  varios  factores,  tales

como  accidentes  traumaticos,  heridas  producto  de  una  cirugia,  quemaduras  graves,

tllcera§, entre otros,  resultando en graves problemas funcionales y psicol6gicos a largo

plazo para los pacientes  (Egafia y col„ 2009;  Hocking  & Gibran, 2010). Se sabe que la

sanaci6n   de   dichas   heridas   requiere   de   una   compleja   integraci6n   de   eventos

moleculares finamente regulados en el tiempo,  relacionados tanto con la migraci6n y la

proliferaci6n    celular,    como    del    establecimiento    de    la    matrk    extracelular   y    la

participaci6n de  procesos angiogenicos (Gurtner y col.,  2008).  En  personas sanas con

heridas de poca profundidad,  no existen mayores inconvenientes para la progresi6n del

proceso de sanaci6n,  sin  embargo,  6sta se ve mayormente alterada en  personas con

heridas  de  sanaci6n  lenta,  incluyendo  heridas  cr6nicas  debido  a  patologfas  como  la

diabetes  (Contreras-T6llez  y  col.,  2007;  With  y  col.,  2009),  as[  como  tambien  a  las



heridas de gran tamafio y profundidad,  que sanan mediante procesos de contracci6n,

dejando cicatrices hipertr6ficas (Falanga, 2005).

En este escenario, Ia carencia de terapias confiables para el tratamiento de heridas de

sanaci6n lenta  representa en  la actualidad  una  limitante en el campo clinico  (Pecoraro

y  col„   1990;  Hocking  &  Gibran,  2010).  Resulta  evidente  entonces,  la  necesidad  de

desarrollar  nuevas  terapias  dirigidas  tanto  para  heridas  cr6nicas  como  para  heridas

profundas que desarrollan cicatrices hipertr6ficas.

1.1.4.   E§trategias utilizadas para la regeneraci6n de tejidos

En  la actualidad,  no  existen  alternativas  posibles  para  una  reconstrucci6n  permanente

del tejido  posterior a prolongados perl'odos sin sanaci6n del mismo.  Es por esto que se

han  abordado  diversas  estrategias,  tales  como trasplantes  de  piel  alog6nicos  (Burd  &

Chiu,  2005),  spray de queratinocitos  (Grant y col.,  2002;  Currie y col., 2003),  inyecci6n

sistemica  de  celulas  (Ezquer y  col.,  2008;  Ezquer y col.,  2011;  Li  y  col.,  2013),  entre

otros.  Sin  embargo,  pese al  progreso  logrado  en  los  tiltimos  afros  mediante el  Liso  de

estas  estrategias,  es  altamente  probable  que  las  heridas  cr6nicas  se  resistan  a  las

terapias antes mencionadas.

Con   estos  antecedentes  es  que  se   han  generado  materiales   biosint6ticos  con   la

intenci6n   de   sustituir   la   piel   en   heridas   de   sanaci6n   lenta   o   de   gran   extensi6n.

Particularmente,  el  uso  de  matrices  bioartificiales  basadas  en  colageno  se  ha  vuelto

relevante  (Drury  &  Mooney,  2003;  Moiemen  y  col.,  2006;  Lee  y  col.,  2008;  Macneil,

2008;  Murphy & O'Brien,  2010;  Shi y col.,  2011).  Dichas  matrices tienen  como finalidad

emular la  matriz extracelular,  reflejando de  mejor manera  las  condiciones  biol6gicas y



como andamiaje para la infiltraci6n de celulas, seguido por procesos de angiogenesis y

regeneraci6n tisular (Moiemen y col., 2006).

El  uso  de  matrices  bioartificiales  presenta  una  serie  de  ventajas  en  comparaci6n  con

los  trasplantes  de  piel,  En  e]  caso  de  un  trasplante  aut6[ogo  (del  mismo  individuo),

existen  riesgos asociados a la falta de sitios donadores de piel sana.  Por otro lado,  las

estrategias de transplante heter6logo (de otro individuo) y xenoinjerto (de otra especie),

conllevan los riesgos de rechazo inmunog6nico y transmisi6n de enfermedades.

Sin  embargo,   pese  al  hecho  de  que  los  materiales  bioartificales  no  presentan   los

problemas asociados a estrategias de trasplante,  su uso es aun limitado debido a que

existen  reportes  clinicos  indicando  altas  tasas  de  infecci6n  en  pacientes,  junto  con

bajas  capacidades  regenerativas  (Heimbach y col.,1988;  Machens y col.,  2000;  Pham

y col.,  2007);  problemas principalmente relacionados con una disminuida angiog6nesis,

que  limita  los  niveles  de  oxigeno  y  nutrientes  en  la  zona  de  la  herida  (Egafia  y  col.,

2009).

Dado que el factor limitante para que una matriz bioartificial sea exitosa en la clinica es

la    vascularizaci6n,    se    han    utilizado    modelos    de    matrices    bioartificiales    unidos

covalentemente a mol6culas  promovedoras de angiog6nesis o factores de crecimiento

recombinantes  tales  como  VEGF  (Zisch  y  col.  2003;  Kleinheinz  y  col.,  2010),  bFGF

(Wilcke  y  col.,   2007)  y  PDGF  (Park  y  col.,   2012),   entre  afros,   que  pemitan   una

liberaci6n [enta de los mismos.

Se  ha  postulado  tambien  como  altemativa,  la  entrega  directa  de  mol6culas  activas,

como factores  de  crecimiento y citoquinas,  al  sitio  de  la  herida.  Dichas  moleculas  han



mostrado  efectos  pro-angiog6nicos  sustanciales  en  numerosos tipos  celulares  /.n  v/.fro

(incluyendo  fibroblastos,  queratinocitos  y  c6lulas  endoteliales),  asi  como  tambi6n  una

sanaci6n   acelerada  en   modelos   murinos   (Werner  &  Grose,   2003;   Falanga,   2005;

Eming y col.,  2008;  Barrientos y col„  2008).  Sin embargo,  pese al  potencial del uso de

factores   recombinantes,   a   la   fecha   los   ensayos   clinicos   no   han   sido   del   todc`

concluyentes (Falanga, 2012).  La principal limitante de este tipo de ensayos, es que los

factores  no  penetran  el  lecho  de  la  herida  en  concentraciones  suficientes  para   la

mantenci6n adecuada de dicho tejido  (Falanga, 2012). Se ha demostrado ademas que

en  muchos  casos,  los  factores  de  crecimiento  entregados  sufren  una  degradaci6n

fapida  debido  al  ambiente  proteolitico  al  cual  son  expuestos  en  el  sitio  de  la  herida

(Robson y col.,1992;  Mast,1996;  Robson,1997).  Es por esto que se ha  propuesto  el

uso   de   c6lulas   geneticamente   modificadas   para   la   sintesis  y   entrega   de   dichas

mol6culas en  forma  regulada  con  el objeto  de sobrellevar las  limitaciones  asociadas a

la  aplicaci6n  t6pica  de  proteinas  recombinantes  (Vogt y col.,1994;  Nomi y col.,  2002;

Park y col., 2012; Song y col., 2012).

Cabe  destacar  que,  puesto  que  la  sanaci6n  de  herida§  es  sumamente  compleja,  se

encuentra  guiada  par  una  estricta  regulaci6n  de  muchos  factores  de  crecimiento  y

citoquinas  cuya  acci6n  es  altamente  especifica  en  terminos  temporales  y  espaciales

(Singer  &  Clark,   1999).   Es  por  esto  que  ligeros  cambios  en  los  niveles  de  dichos

factores,   asl   como   la   secuencia   temporal   en   que   aparecen   podrian   llevar  a   un

resultado   completamente   diferente   (Barrientos   y   col.,   2008;   Gurtner  y  col.,   2008;

Maxson y col., 2012).



1.1.5.   Terapia celular con c6lulas troncales

Considerando  lo  anterior,  surge  el  planteamiento  del  uso  de  un  sistema  de  terapia

celu]ar, que se adapte al microambiente dinamico de la herida,  liberando dnicamente la

cantidad necesaria de factores de crecimiento en la secuencia temporal apropiada, asi

como  tambi6n  de  los  componentes  de  la  matriz  extracelular  (Schultz  y  col„  2012;

Falanga,   2012).   Esto   es   posible   mediante   el   uso   de   celulas   que   naturalmente

presenten  un  secretoma  rico  en  factores  de  crecimiento  y  citoquinas  que  modulen  la

inflamaci6n de la herida  (Hocking  & Gibran, 2010), en  un proceso de interacci6n activa

y   bidireccional   entre   las   celulas   y   el   microambiente   que   las   envuelve.    Dichas

interacciones juegan un  rol fundamental durante procesos de regeneraci6n de tejidos,

puesto  que  las  respuestas  moleculares  y  celulares  de  la  herida  se  ven  dirigidas  por

esta conversaci6n (Schultz y col., 2012).

A  la  fecha,  se  ham  abordado  terapias  celulares  mediante  el  uso  de  queratinocitos

(Grant y col.,  2002;  Truong y col„  2005),  fibroblastos  (Yasuoka y col.,  2008;  Martinez-

Santamarla  y  col„  2013),  asi  como  la  combinaci6n  de  ambos  tipos  celulares  (Kim  y

col,,1999;  Wisser  &  Steffes,  2003).  Sin  embargo,  el  uso  exclusivo  de  estos  2  tipos

celulares  no  puede  reemplazar  todas  las  funciones  del  tejido  sano  (Supp  &  Boyce,

2005),  por lo que se ha incluido el uso de otros tipos celulares en ingenieria de tejidos.

Un  ejemplo  de  ello  es  el  uso  de celulas  endoteliales,  que  ham  sido  estudiadas  /.n  v/fro

para  iniciar los procesos de angiogenesis  (Schechner y col., 2000),  empero no ha sido

demostrado /.n v/.vo (Sahota y col., 2003).

Con  estos  antecedentes  en  consideraci6n  es  que  se  ha  propuesto  la  inclusi6n  de

celulas   gen6ticamente   modificadas   en   sustitutos   de   piel   para   poder,   en   teoria,
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sobrellevar   estas    limitaciones    mediante    la    sobreexpresi6n    de    factores    tr6ficos

relacionados  con  el  proceso  de  sanaci6n  (Vogt y  col„  1994;  Wemer &  Grose,  2003).

Sin  embargo,  los  resultados  no han  sido del todo concluyentes  (Supp &  Boyce,  2005).

Con  lo  cual,  surge  el  planteamiento  del  uso  de  celulas  que  de  manera  end6gena

expresen factores que asistan la §anaci6n de tejidos de manera homeostatica.

En  este sentido,  se  ha  propuesto  que  el  uso de  celulas troncales  puede ser de  gran

utilidad     para    el    tratamiento    de    diversos    sindromes    y    patologias     donde    la

vascularizaci6n se encuentre alterada  (\/Vei y col., 2012).   Mas at]n,  durante los  dltimos

afios,  el uso de las celulas troncales se ha destacado con un  rol importante dentro de

la  investigaci6n y aplicaci6n  en el area clinica  (Salem & Thiemermann 2010;  Bartosh y

col.,  2010;  Azari y  col.,  2011;  Volarevic  y col„  2011;  W.-Y.  Lee  y  col.,  2012;  Danner y

col.,  2012; Sukpat y col.,  2013).

Las  c6lulas  troncales  se  caracteriean  par tener distintas  propiedades  que  permiten  la

autorenovaci6n  y  diferenciaci6n  hacia   mtiltiples   linajes  celulares  y  tipos  de  tejidos.

Dicho   potencial   de   diferenciaci6n   es   jefarquico,   siendo   en   orden   descendiente:

totipotente   i>   pluripotente   >   multipotente   +   unipotente.   Las   celulas  troncales   se

clasifican  de  acuerdo  a  la  etapa  especifica  de  la  ontog6nesis  en  que  aparecen,  es

decir,   embrionario,   fetal   o   perinatal   y   adulto   (Pappa   &   Anagnou,   2009).   Esto   es

importante  puesto  que   la  obtenci6n  y  uso  de  c6lulas  troncales  embrionarias   esfa

fuertemente  limitada  por  temas  eticos  y  regulatorios,  al  ser  obtenidas  a  partir  de  los

primeros estadios del desarrollo embrionario (Wobus & Boheler, 2005)

Debido  a  lo  anterior,  es  que  la  mayor parte  de  la  investigaci6n  se  ha  centrado  en  las

celulas  troncales  de  origen  perinatal  y adulto,  las  cuales  se  pueden  subdividir en  dos
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tipos de celulas troncales  multipotentes,  con  capacidad de diferenciaci6n  a  un  ntimero

de   linajes   celulares   limitado   (Vvolf,   2009),   que   son   las   hematopoyeticas   y   las

mesenquimaticas,   tambien   denominadas   ce[u[as   mesenquimales   multjpotentes   de[

estroma (Phinney & Prockop, 2007).

1.1.6.   C6Iulas troncales mesenquimaticas (MSC)

Las  MSC  se caracterizan  por una serie  de  propiedades,  tales  como:  (1)  capacidad  de

auto-renovaci6n (Peng y col., 2008); (2) mu[tipotencia, potencial de diferenciaci6n hacia

diversos    tejidos    del    [inaje    mesenquimatico    (osteocitos,    condrocitos,    adipocitos,

mioblastos,  cardiomiocitos,  entre  otros) tanto  /.n  v/.fro (Mouiseddine y col„  2007)  como

i.r7  vi.vo (Stewart &  Stewart,  2011)  y  posiblemente tambien  a  tejido  no  mesenquimatico

(neuronal, endotelial,  hepatico)  (Schwartz y col., 2002;  Lee y col., 2004; Wagner y col.,

2005);  (3)  formaci6n  de  colonias  fibroblastoide  (CFU-F)  cuando  son  cultivadas  sobre

superficies  de  p[astico  (Castro-Malaspina  y  col.,1980);  (4)  expresi6n  de  marcadores

tlpicos  de  c6Iulas  troncales  (CD29,  CD44,  CD73,  CD105),  asi  como  la  ausencia  de

expresi6n  de  marcadores  hematopoyeticos  (CD14,  CD34,  CD45)  (Wang  y col.,  2004;

Pozzi y col.,  2006;  Rojewski y col.,  2008) y  muy  importantemente,  (5)  participan  en  la

homeostasis  de  tejido  mediante  la  secreci6n  de  factores  de  crecimiento  y  citoquinas

(Stappenbeck & Miyoshi, 2009).

El uso de MSC en terapia celular resulta particularmente ventajoso debido una serie de

factores.  Pueden ser aisladas y expandidas de manera confiable a partir de una amplia

gama  de  tejidos  y  fluidos  corporales  (Stewart  &  Stewart,  2011),   principalmente  en

nichos  perivasculares  (Hass y col.,  2011),  tales  como  la  medula  6sea  (Friedenstein  y
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col„  1968),  tejido adiposo  (Zuk y col.  2002),  membrana sinovial (De  Bari y col.,  2001),

sangre  periferica  (Cao y col.,  2005),  cordon  umbilical  (Wang y col„  2004),  entre otros.

Asimismo,  se  ha  demostrado  que  las  MSC  secretan  una  gran  cantidad  de  factores

tr6ficos que favorecen  la angiog6ne§is,  migraci6n  hacia el sitio  del dafio,  proliferaci6n,

diferenciaci6n  y  remodelamiento  de  la  matriz  extracelular  (Valtieri  &  Sorrentino,  2008;

Hematti,  2009;  Ribeiro  y  col.,  2012;  Burlacu  y  col„  2013).  Las  MSC  tienen  notables

capacidades  inmunomodulatorias y anti-inflamatorias,  asi como una  baja expresi6n  de

moleculas de histocompatibilidad de clase I y nula expresi6n de clase 11  (Morandi y col.,

2008),  ademas  poseen  la  capacidad  de  migrar  hacia  zonas  patol6gicas,  incluyendo

heridas o areas isquemicas   (ROLifosse y col., 2004). Por lo tanto, la habilidad de dichas

celulas de modificar e[ microambiente de la herida mediante su migraci6n  hacia el sitio

del   dafio   y   posterior  secreci6n   de   factores   tr6ficos,   puede   contribuir  de   manera

significativa a la reparaci6n de 6stos (Phinney & Prockop, 2007).

Una de las fuentes de MSC mas  utilizada,  par ser la  primera en ser descrita,  es  la de

medula   6sea   (BM-MSC)   (Friedenstein   y  col.,   1970),   cuyo   estudio  y   uso   presenta

resultados prometedores  en terapia celular regenerativa (Chen y col., 2009;  Hocking  &

Gibran,  2010;  L. Wei y col.,  2012).  Sin  embargo,  las  BM-MSC  presentan  una serie  de

limitaciones,  debido  a  que  su  obtenci6n  es  invasiva  y  la  cantidad  de  c6lulas  obtenida

por cada extracci6n es  relativamente baja, atln mss, tanto su  ntlmero  /.n  vino como su

capacidad  de  expansion  y  diferenciaci6n   ex  vino  van  declinando  con  la  edad  del

donante, asi como tambien de las patologias que este pueda padecer (como diabetes,

hepatitis,   etc.)   (Shetty  y  col.,   2011).   Estas   razones   ham   obstaculizado   su   uso   en

protocolos   de   regeneraci6n   tisular,   por   lo   que   ha   emergido   el   uso   de   celulas

mesenquimaticas  derivadas  de  otras  fuentes,  como  el  tejido  adiposo  (AD-MSC),  cuya
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obtenci6n es menos invasiva que las  BM-MSC al ser aisladas a partir de lipoaspirados.

El  metodo  de  obtenci6n  de las AD-MSC  provee un  ntlmero celular mayor que  las  BM-

MSC  por  cada  extracci6n  (Zuk  y  col.,  2002)  y  se  ha  demostrado  que  las  AD~MSC

presentan   una   mayor  tasa  de   proliferaci6n  y  sobrevida   en   condiciones  de  estfes

cuando se compara con  BM-MSC  (Peng y col., 2008).  Sin embargo,  posteriormente se

describi6 que independiente de la fuente de MSC, la edad del donante se ve en directa

relaci6n con efectos perjudiciales en t6rminos de proliferaci6n y multipotencia (Sensebe

y col" 2011 ).

Con  esto  en  evidencia,  nace  la  necesidad  de  buscar  fuentes  j6venes  de  MSC.  En

particular,  el tejido perinatal  resulta atractivo,  puesto que contiene un  gran volumen  de

tejido, es de facil acceso y su uso no presenta dilemas bio6ticos como el de las c6lulas

troncales  de  origen  embrionario  (Pappa  &  Anagnou,  2009),  sumado  al  hecho  de  que

contienen grandes poblaciones de MSC  (Sensebe y col.,  2011).  Es  relevante destacar

a su vez que,  existen  estudios  indicando que las  distintas fuentes  de  MSC  presentan

una gran variabilidad en su secretoma (V\fagner y col., 2005;  Ribeiro y col., 2012;  Hsieh

y col.,  2013),  reforzando  la  idea  de  que nuevas fuentes de  MSC  podrian  resultar  mas

id6neas para su aplicaci6n en medicina regenerativa.

El   cord6n   umbilical,   es   un   ejemplo   de   tejido   perinatal   que   tradicionalmente   es

considerado un material de desecho,  se obtiene mediante un procedimiento que no es

invasivo  ni  presenta  dilemas  bioeticos  por lo  que se  convierte  en  una  atractiva  fuente

de MSC (Troyer & Weiss, 2008).
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1.1.7.    C6Iulas troncales mesenquimaticas de la gelatina de Wharton (WJ-MSC)

El  cordon  umbilical  es  un  anexo extraembrionario  que  posee  en  el  interior  una vena  y

dos  arferias,  rodeadas  por  un  tejido  conjuntivo  denominado  gelatina  de  Wharton,  rico

en celulas estromales (Figura 3), que sefan el foco de estudio del presente trabajo.
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Figure  3.   Histologia  de   un  cord6n   umbilical   humano.   Corte   histol6gico  de   un   cord6n
umbilical teflido con  Hematoxilina &  Eosina.  El tejido correspondiente a la Gelatina de Wharton.
asi como la vena y dos arterias estan  indicados.  Barra:  2  mm  (Modificado de A.  Kadner y col.,
2004).

Se  ha  sido  descrito  que  las  WJ-MSC  expresan  diversos  factores  de  crecimiento  y

citoquinas   relacionados   con   procesos   de   angiog6nesis   y   regeneraci6n   de   tejidos

(Wilson  y  col.,  2006;  Shetty  y  col.,  2011;  Carvalho  y  col.,  2011;   Bulmer  y  col.,  2012:

Ribeiro  y  col.,  2012).  Lo  anterior,  sumado  al  hecho  que  las  WJ-MSC  se  encuentran

naturalmente   en   un   ambiente   inmunotolerante   (Weiss   y   col.,   2008),   las   vuelve

potencialmente aptas para su uso en terapia celular alog6nica,  superando ampliamente

las limitaciones que presentan las BM-MSC y AD-MSC.

Es relevante mencionar que trabajos desarrollados en el marco del Proyecto  FONDEF

DO911047,   nan   permitido   caracterizar,   estandarizar  y  optimizar   las   condiciones   de
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cultivo de WJ-MSC,  asi como  la realizaci6n de una serie de estudios /.n vilro en cuanto

a la liberaci6n de factores promovedores de la angiogenesis y cicatrizaci6n.

1.1.8.   Aplicaci6n de MSC en reparaci6n tlsular

A  la  fecha  se  nan  realizado  ensayos  de  terapia  celular  (autogenica  o  alogenica)  en

modelos  animales  cuya  administraci6n  se  realiz6  mediante  inyecci6n  intraperitoneal,

intravenosa  o  directa  en  la  zona  de  la  herida,  cuyos  resultados  ham  sido  exitosos,

donde  las  MSC  utilizadas  se  establecieron  en  el  sitio  de  la  herida  y  promovieron  la

sanaci6n del tejido dafiado  (Kim y col., 2012;  Guercio y col.,  2012;  Dong y col.,  2012;  Li

y  col.,  2013).  Sin  embargo,  no  se  ha demostrado que  dichas  c6lulas  no  migren  hacia

otros tejidos promoviendo la formaci6n de tumores; mas aan, existen trabajos donde se

demuestra   que   MSC   inyectadas   mediante   administraci6n   intravenosa   en   ratones

migran  hacia el hfgado,  medula espinal, coraz6n y rifiones (Ezquery col., 2008; Ezquer

y col.,  2011 ;  Li y col.,  2013).

Asimismo,  mantener  las  c6lulas  apljcadas  en  el  sitio  del  dafio  resulta  fundamental,

puesto que los factores tr6ficos que estas secreten, deben actuar sobre la herida y sus

proximidades  pare  ejercer el  efecto  esperado,  no  asf  sobre  tejidos  distantes.  Es  por

esto que se ha abordado la estrategia del uso de c6lulas en combinaci6n con matrices

bioartificiales  (Lee  y  col.,  2008;  Egafia  y  col.,  2009;  Shi  y  col.,  2011;  Danner  y  col.,

2012),  a  modo de  otorgar una  superficie  de  adhesi6n  a  las  celulas  que  posiblemente

las mantenga confinadas al sitio de la herida.

Cabe destacar que  la  mayoria  de  los  estudios  realizados  se  han  llevado  a  cabo  con

celulas  humanas  implantadas  en  animales  inmunodeprimidos   (Truong  y  col.,  2005;
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Sukpat y col., 2013), subestimando el rechazo inmunogenico que podria sufrir el animal

en  el  caso  de  abordarse  una  terapia  celular  alogenica.  Seria  interesante  entonces,

evaluar los efectos inmunomodulatorios que podrian presentar MSC implantadas en un

modelo animal inmunocompetente.

Tomando  en  cuenta  los  antecedentes  mencionados,  queda  en  evidencia  el  atractivo

que podrl'a presentar,  para  la abordar una terapia celular alogenica,  la bioactivaci6n de

matrices  artificiales  mediante  la  combinaci6n   /.n  v/.1no  con  WJ-MSC,   productoras  de

factores tr6ficos que fomenten la reparaci6n de tejidos y angiogenesis funcional.

La presente memoria de titulo tiene por objetivo analizar el comportamiento de las WJ-

MSC i.n v/.fro e /.r} vivo al ser cultivadas sobre matrices bioartificiales, enfocandose en su

potencial promovedor de angiogenesis y regeneraci6n dermal  /.n v/.vo.
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1.2. Hip6tesis

Las   celulas   troncales   me§enquimaticas   humanas   provenientes   de   la   gelatina   de

Wharton (WJ-MSC) incluidas en una matriz biosintetica  inerte promueven  la reparaci6r.

de tejidos en un mode[o murino,

1.3. Objetivo general

Determinar la producci6n de factores tr6ficos de las WJ-MSC sembradas en una matriz

biosintetica para su posterior evaluaci6n en un modelo murino de reparaci6n demal.

1.4. Objetivos especificos

1.    Evaluar la adhesi6n,  viabilidad y expresi6n  de factores  pro-angiog6nicos  de  las

WJ-MSC cultivadas en distintas matrices /.n v/.fro.

2.    Establecer  la  contribuci6n  del  cultivo  de WJ-MSC  en  matrices  implantadas  en

ratones en cuanto a la angiog6nesis e inflamaci6n sist6mica.

3.    Cuantificar la permanencia y viabilidad de las WJ-MSC en matrices implantadas

en ratones con lesiones tisulares inducidas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Selecci6n de cordones umbilicales y consideraciones 6ticas

Las   muestras   de   cord6n   umbilical   fueron   obtenidas   a   traves   de   Vidacel   previo

consentimiento   informado  para  la  donacj6n  del  material  biol6gico  de  las   pacientes

reclutadas en el marco de este Proyecto. Dichas muestras fueron utilizadas solo con,ei

fin  expuesto  en  este  seminario  de titulo,  que  cuenta  con  la  aprobaci6n  de  Comite  de

etica  de  la  Facultad  de  Ciencias  de  la  Universidad  de  Chile  y  con  la  aprobaci6n  del

Comite asesor de bio6tica de FONDEF (DO911047).

Posterior al alumbramiento, el equipo de asistentes pafamedicos de la sala de  partos

deposit6  los  cordones  en  DMEM  (Gibco,  Life  Technologies)  esteril  suplementado  con

1 %  (v/v) antibi6ticos  (100  U/ml  Penicilina/Estreptomicina,  Hyclone,  Thermo Scientific).

S6lo fueron seleccionadas aquellas muestras normales y de termino.

2.2. Cultivo primario de C6lulas Mesenquimaticas de la Gelatina de Wharton

Se realizaron los cultivos de WJ-MSC a partir de cordones umbilicales frescos (no mas

de  un  dia  a  partir  de  la  fecha  de  parto),  segtln  un  protocolo  previamente  descrito

(Prasanna y col., 2010).  Brevemente, el cord6n fue cortado en trozos de 1  cm a los que

se les retiraron  los lechos vasculares.  La gelatina de Wharton fragmentada rue digerida

con  la enzima  colagenasa tipo  I  a  una  concentraci6n  de  1  ug/ul  (215  U,  Gibco  by  Life

Technologies)  durante  un  periodo  de  15-20  horas  a  37°C  con  agitaci6n  suave.  Luego

de   dicho   perlodo,   se   descartaron   los   restos   no   digeridos   mediante   filtraci6n   por

gravedad.  El tejido digerido y filtrado,  se disolvi6 con  PBS  I(mM):  KH2P04  1,059,  Nacl
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155.172,   Na2HP04-7H20  2.966,   pH  7.4  (Gibco)I  sucesivas  veces,   intercalando  con

centrifugaciones  a  400  x  g  durante  10  minutos  en  cada  paso  (Hettich  zentrifugen,

Rotofix  32).  2  x  106  celulas  fueron  sembradas  en  placas  de  cultivo  de  100  mm  en

medio  de  cultivo  complete:  DMEM  (Gibco  by  Life  Tecnologies)  pH  7.2  suplementado

con   10%   (v/v)   de   suero   fetal   bovino   (FBS,   Biological   Industries)   y   1%   (v/v)   de

antibi6ticos [100 U/ml Penicilina/Estreptomicina (Hyclone, Thermo Scientific)I.

Los cultivos fueron incubados (HEPA class  100, Thermo Electron Corporation) a 37°C,

bajo  condiciones  controladas  de  humedad  (95%),  di6xido  de  carbono  (5%)  y  ox[geno

(210/o).

Luego  de  24  horas  se  elimin6  la  fracci6n  de  c6lulas  no  adherentes  y  se  realiz6  un

recambio  con  medio  fresco.  A partir de  este  momento,  el  medio  de  cultivo  se  cambi6

cada 3 dias hasta obtener una monocapa de celulas semiconfluente que fue estimada

por  observaci6n  directa  bajo  el  microscopio  de  luz  6ptica.  Al  alcanzar  un  90%  de

confluencia,   las   celulas   fueron   tratadas   con   tripsina   [0.025%,   37°C,   5   minutes

(Hyclone,  Thermo  Scientific)I  y  subcultivadas  en  las  mismas  condiciones  de  cultivo

para su amplificaci6n.

Todos los experimentos se realizaron con  cultivos primarios de celulas en  pasaje igual

o menor a 6.

2.3. Cultivo en matrices tridimensionales

Las   WJ-MSC   se   cultivaron   sabre   matrices   lntegra   Matrix   (lM),   comercialmente

disponibles   (lntegra®,   Lifescience   Corporation),   asi  como  tambien   en   matrices  de

colageno tipo  I  generadas en  el  laboratorio a  partir de tendones  de cola de  rata.   Se
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utilizaron  tambien  las  matrices denominadas  Integrated  Implant System  (I[S),  que  han

sido  desarrolladas  por  un  grupo  de  investigadores  de  la  Universidad  de  Valparalso,

liderados  por  la  Dra.  Caroline  Weinstein  (Weinstein-Oppenheimer  y  col.  2010),  cuyo

desarrollo  y evaluaci6n  fue financiado  por los  proyectos  FONDEF  D0211009 y  FONIS

SA06120092.

2.3.1. Matrices lntegra (lM)

En temiinos generales,  Ias  matrices  lntegra estan  compuestas par fibras de colageno

bovino    entrelazadas    con    glicosaminoglicanos,    formando    una    estructura    porosa

biodegradable  que  simula  la  matriz  extracelular  presente  naturalmente  en  los  tejidos

(Murphy & O'Brien, 2010)

El  protocolo  de  cultivo  tridimensional  en  estas  matrices  ha  sido  descrito  previamente

(Egafia y col.,  2009).  En  breves terminos, se utilizaron trozos de lM, cuyo tamafio vari6

de acuerdo al experimento real.izado, siendo de 6 mm de diametro (capa simple) para

los experimentos /.n v/.fro y de 12 mm de diametro (con una monocapa de silicona) para

los  experimentos  t.n  v/.vo.   En  ambos  casos,  las  matrices  fueron  secadas  con  gasa

esteril  y  depositadas  en   una  placa  de  24  pocillos  donde  se  sembraron   las  MSC

resuspendidas  en  medio  de  cultivo  completo.  Finalmente,  las  celulas  se  incubaron  en

las   matrices   durante  60   minutos  y  se  afiadi6   el   medio   correspondiente  en   cada

condici6n experimental,
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2.3.2. Matrices de colageno I de cola de rata.

EI  colageno  utilizado  para  e§tas  matrices se  obtuvo a  partir de  colas  de  ratas adultas

Sprague-Dawley,  segtln  previamente  descrito  (Elsdale  &  Bard  1972).  Brevemente,  se

aislaron   los  tendones  de   las   ratas,   se  sumergieron   en   acido  ac6tico  0,1   N  y  se

mezclaron   durante   3   dias   a   4°C.   Posteriormente,   se   filtr6   con   gasa   para   ser

ultracentrifugadas  (17000 x g,  4°C,  2  horas),  recupefandose el sobrenadante que fue

uti[izado  como  so[uci6n  de  colageno  tipo  I.  Finalmente,  dicha  soluci6n  se  dializ6  con

DMEM      (1/10,   pH   4.0,   4°C,   48   horas),   cambiando   el   medio   una   vez   durante   el

transcurso de la dialisis.

Las  matrices  de  colageno  I  provenientes  de  cola  de  rata  solamente fueron  utilizadas

para experimentos /.n  v/.fro.  Estas se generaron  en  una proporci6n  7:2:1,  donde el 70%

corresponde a la preparaci6n de colageno tipo I, el 20% a  medio  DMEM (4X,  pH 7.2) y

el  10%  restante  a  las  celulas  resuspendidas  en  medio  completo.  Rapidamente,  se

deposito un volumen de 80  LII de dicha mezcla en  placas de 96 pocillos,  procurando no

generar burbujas,  posterior a  lo  cual  se  incub6  a  37°C  durante  un  periodo  de  5  a  10

minutos   para   permitir   que   el   colageno   polimerice.   Finalmente   se   trasladaron   las

matrices a placas de 24 pocillos para afiadir el medjo de cultivo correspondiente a cada

condici6n experimental.

2.3.3. Matrices Integrated Implant System (lls)

Las  matrices  lls  estan  basadas  en  quitosano,  acido  acetico  y acido  hialur6nico,  qu6

ademas incluyen geles de fibrina en su interior,  las cuales fueron  utilizadas tlnicamente

para experimentos /'n v/'fro. Se cortaron trozos de lls de 6 mm de diametro en seco, los
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cuales fueron esterilizados con etanol 70% durante 24  horas,  posterior a lo cual fueron

secadas  con  gasas  esteriles  y  traspasadas  por  una  soluci6n  de  DMEM  con  1%  dc

antibi6ticos  durante  24  horas  para  desplazar  el  etanol  contenido  en  ellas.  Luego,  se

secaron  nuevamente  con  gasa  esteril  y  se  depositaron  en  una  placa  de  24  pocillos

donde   se   sembraron    las   MSC   resuspendidas   en    medio   de   cultivo   completo.

Finalmente,  se  incubaron  las  matrices  durante  60  minutes  y  se  adicion6  el  medio  de

cultivo correspondiente en cada condici6n experimental.

2.4. Ensayos /.n v/.fro

Se  realizaron  estudios  /.r}  v/.two para  determinar el  comportamiento  de  las WJ-MSC  en

diversas matrices tridimensionales en cuanto a su asentamiento, viabilidad, expresi6n y

secreci6n  de factores tr6ficos involucrados en  procesos de angiog6nesis  y reparaci6n

de tejidos.

Tambi6n se realizaron  ensayos comparativos de dicho comportamiento para  la matriz

lntegra Matrb( entre WJ-MSC y AD-MSC.

2.4.1. Asentamiento y distribuci6n de las c6Iulas en las matrices

Se sembraron  1  x  105 WJ-MSC  en  cada una de las matrices  (lM,  Colageno  e  lls),  asf

como tambien  1  x  105 AD-MSC  (solamente en  IM),  incubandolas con medio de cultivo

complete.  Luego  de  48  horas,  se  fijaron  las  matrices  con  PFA  4%  (p/v)  durante  30

minutos en agitaci6n suave y se retir6 el excedente con lavados sucesivos de PBS (3 x

10 minutes).
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Para la visualizaci6n de las c6Iulas se realiz6 una inmunofluorescencia pare el marcaje

de  nticleo  con   TO-PRO   (TO-PRO-3   iodide,   lnvitrogen)  y  filamentos  de  actina  con

faloidina (Phalloidin-TRITC,  Sigma-Aldrich).

Para  la  permeabilizaci6n celular,  se utiliz6 una soluci6n de  PBS,  5%  BSA,  0.2% Triton

X-100,  durante  5  minutos  a  temperatura  ambiente  y  agitaci6n  suave,  seguido  de  2

lavados  con  PBS  durante  5  minutes.  La  incubaci6n  de  las  sondas  se  realiz6  en  una

soluci6n  de  PBS,  faloidina  (1 :50),  TO-PR03  (1 :200)  durante  1  hora a 37°C en  camara

hdmeda,  seguido de  3  lavados con  PBS de 5  minutos.  Para  montar las  muestras,  se

utiliz6  el  protector de  fluorescencia  Vectashield®  (Vector  H-1000)  y  para  la  obtenci6n

de imagenes se utiliz6 el microscopio con focal Zeiss LSM 510 Meta.  Las longitudes de

onda de excitaci6n y emisi6n para cada color estan explicitadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Longitudes de onda de excitaci6n y emisi6n para los colores rojo,
rojo lejano y verde utilizadas en experimentos de microscopia confocal

Color Sonda/ Marcaje A  excitacl6n A omisi6n (rango)

ROJ'0 Faloidina/ Fi[amentos de actina 543 nm 560 nm -615 nm

Rojo lejano TO-PR03/ DNA 633 nm > 650 nm

Verde M atriz autofluoresce nte 488 nm 505 nm -530 nm

2.4.2. Viabilidad de las c6Iulas en las maitrices

A  modo de  evaluar la viabilidad  de  las  c6lulas  (tanto WJ-MSC  como AD-MSC)  en  las

distintas  matrices,  se  cuantific6  la  actividad  metab6lica  mediante  un  ensayo  de  MTT.

Este  ensayo  se  basa  en   la  reducci6n  metab6lica  del  reactivo  bromuro  de  3-(4,5-

dimetiltiazol-2-yl)-2,5  difeni]tetrazolio  (MTT)  en  un  compuesto  co[oreado  de  tonalidad

azul (fomiazan) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa.
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En  t6rminos  breves,  se  sembraron  1  x  105  MSC  en  condiciones  de  privaci6n  de  FBS

durante  12,  24,  48,   120  y  240  horas,  Iuego  de  lo  cual,  se  afiadi6  61  reactivo  MTT

(Sigma-Aldrich)  0.5  mg/ml  en  PBS  (Gibco,  Life  Technologies)  sobre  las  matrices  con

celulas  y  en  ausencia  de  ellas  como  control  negativo.  La  reacci6n  se  incub6  a  37°C

durante una  hora,  posterior a  lo cual se sec6  levemente la  matriz  con  una  gasa y se

deposit6  en   un  tubo  conteniendo  dimetilsulf6xido  (DMSO),  que  disuelve  el  azul  de

formazan  sintetizado  en   [as  matrices  (por  la  actividad  mitocondrial  de  las  celu[as),

genefandose una soluci6n coloreada cuya intensidad puede ser cuantificada mediante

absorbancia a 550 nm.

2.4.3. Expresi6n de factores tr6ficos

Se  sembraron  105 WJ-MSC  en  cada  una  de  las  matrices  y  se  cultivaron  durante 24

horas en  ausencia de  FBS,  posterior a  lo  cual se evalu6  la  expresi6n  de los factores

promovedores  de  la  angiogenesis  Netrina-1,  Netrina4  y  VEGF-A  a  nivel  de  mRNA

como  de  las  proteinas  Netrina4 y VEGF-A mediante ensayos de  RT-PCR y Western

blot,  respectivamente. Ademas de evaluar la secreci6n de dichas moleculas mediante

Western blot, tambi6n se midi6 junto a una serie de otros factores tr6ficos relacionados

con la angiogenesis mediante el uso de un kit (Proteome ProfilerArray).

2.4.3,1. Expresi6n a nive[ de mRNA

a)   Extracci6n  de  mRNA.   Para   esto,  se  proces6   la  matrk  con   la  ayuda  de   un

homogeneizador pequefio y se extrajo mRNA desde las c6lulas contenidas en la matriz

mediante  el  Reactivo  RNA-Solv  (Omega  Bio-tek).  Posterior  a  esto  se  extrajo  el  RNA
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total  segdn  las  instrucciones  del  fabricante.  Finalmente  se  resuspendi6  el  "pellet"  de

RNA con agua libre de RNasas (DEPC Treated water,  lnvitrogen).

En  este  punto  se  cuantific6  el  mRNA  al  medir  la  absorbancia  con  un  Nanofot6metro

(lmplen) a 260 nm y se cargaron 2 ul por muestra en geles de agarosa al 1 % en buffer

TAE  (44.5  mM  Tris,  44.5  mM  acido  b6rico,  1  mM  EDTA,  pH  8.0)  conteniendo  3  ul de

rojo-gel  (GelRed  Nucleic  Acid  Stain  Biotium)  por  cada  150  ml  de  mezcla,  donde  se

separaron  electrofoieticamente  pare  verificar  su  integridad  (150  Volt,  30  minutes).  El

tamafio  de  las  bandas  de  RNA  se  evalu6  utilizando  el  marcador  de  peso  molecular

GeneRuler 1  kp (Fermentas).

b) Tratamiento con  DNasa I. Se trat6 el RNA extraido con  la enzima DNasa  I  con el

fin  de  eliminar trazas  de  DNA  presentes  en  la  muestra.  Para  ello.  se  utiliz6  1   ug  de

RNA por reacci6n,1  ul de DNasa  I  lu/1  ul (Promega M610A),1  ul Buffer DNasa 110X

(Promega  M198A)  y  se  complete  con  agua  libre  de   nucleasas  hasta  obtener  un

volumen de  10 ijl,  el cual se incub6 a 37°C durante 30 min,  luego de  lo cual se detuvo

la  reacci6n  con   1   Lil  de  DNasa  Stop  solution  (Promega  M199A)  incubando  a  65°C

durante 10 minutes.

c)  Si.ntesls  de  CDNA.  Se  sintetiz6  DNA  complementario  (CDNA)  en  un  volumen  total

de  20  ul,  donde  10  ul  corresponden  a  las  muestras  de  RNA tratadas  con  DNasa  I,

mientras  que  los  otros   10  iJl  corresponden  a  una  mezcla  de  0,5  ul  de`  par[idores

aleatorios   3   iJg/lil   (Random   primer,   Thermoscientific,   4   ul   de   inhibidor  de   RNasa

(RNAsinR,  Promega),  2  I.I  de  dNTPs  10  mM,  4  ul  de  amortiguador  5X  (Buffer  RT,

Fermentas),  1  ul de transcriptasa  reversa  200  U/ul  (ReverIAid"  Thermoscientific) y 2

lil  de  agua  libre  de  nucleasas  (DEPC)  para  completar  el  volumen  mencionado.  La
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reacci6n  se  incub6  a  42°C  durante  60  minutos  y  se  detuvo  calentando  la  mezcla

durante 10 minutos a 7o°C.

d)  F!T-PCR.  Una vez sintetizado el CDNA,  se amplificaron  las  secuencias  humanas de

Ivelr/'na-7,  Ivefr/.ria-4,  VEGF-A  y  GAPDfJ mediante  un  PCR  convencional.  La  Tabla  2

muestra  las  secuencias  de  los  partidores  utilizados,  asf  como  el tamafio  del  producto

de PCR obtenidos con cada pareja de partidores.

Tabla 2. Secuencias de pahidores utilizados en la amplificaci6n del CDNA generado y tamafio
de amplicones generados.

Ti.anscrito

Secuencias de partidores TamafiodeamplJ'con

Anter6grado Retrogrado

NTN-I 5' TGCAAGAAGGACTATGCCGT 3' 5' GCTCGTGCCCTGCTTATACAC 3' 203 pb

NTN4 5. TCAGCACAACACAGAAGGACA 3. 5' GGATGGCAGGAACACGGTITG 3. 1 08 pb

VEGF-A 5' CTCTACCTCCACCATGCCAAG 3' 5. AGACATCCATGAACITCACCACTTC 3' 111  pb

GAPDH 5' CAAGAAGGTGGTGAAGCAGGC 3' 5' CCACCACCCTGITGCTGTAG 3' 94pb

Las   reacciones  de   PCR   se   realizaron   en   un   volumen   final  de   25   LIl,   donde   1   ul

corresponde   a   CDNA,   mientras   que   los   otros   24   ul   a   la   mezcla   de   los   otros

componentes  de  la  reacci6n  (5  Lil    Buffer  5X  GOTaq  Flexi,  0.125  Lil  de  GOTaq,  0.5  ul

partidor anter6grado,  0.5  ul  partidor retr6grado,  0.5  ul  dNTPs  10  mM,1.5  ul  Mgc12 25

mM y  15.875  ul de agua libre de  nucleasas).  El  blanco de cada  reacci6n  se  realiz6 en

paralelo, utilizando 1  ul de agua DEPC en lugar de 1  ul de DNA molde.

La   amplificaci6n   se   realiz6   en   un   termociclador   (2720   Thermal   Cycler,   Applied

Biosystems) bajo [as condiciones indicadas a continuaci6n:



27

•      Denaturaci6n  inicia]     :95°C                  2min

(:

Denaturaci6n                 : 95oC

Hibridaci6n                       : 60°C

Elongaci6n                      : 72°C ;::)xnciclos

•      Elongaci6n final            : 72°C                 5 min

Donde n = 35 ciclos, con la excepci6n del caso de  VEGF-A, donde n = 30 ciclos.

Los amplicones se separaron electrofotetieamente en geles de agarosa (20/o) en buffer

TAE conteniendo  rojoi]el  (3  Ill / 150  ml de gel),  posteriormente se obtuvo  una  imagen

digitalizada  (Canon  Powershot A480),  utilizando  un transiluminador-UV.  La  intensidad

de las bandas fue cuantificada mediante la medici6n de pixeles con el soft\^/are  lmageJ

(National Institute of Health, EEUU).

2.4.3.2. Expresi6n a nivel de proteinas

a) Extracci6n de proteinas.  Para extraer las proteinas de las c6Iulas inmersas en las

matrices,  se  trasladaron  las  matrices  a  un  tubo  conteniendo  buffer de  ljsis  (SDS  2%,

glicerol   10°/a,   Tris-Hcl   pH   6,8   50   mM)   mezclado   con   un   cocktail   de   inhibidor  de

proteasas  (Complete  Mini  EDTA-free,  Roche).  Luego  se  proces6  con  la  ayuda  de  un

homogenekador y se retiraron los restos de matriz no homogenizados, posteriormentc

se  lis6  con  una jeringa  para  un  procesamiento  mas  fino.  Fjnalmente  se  centrifug6  a

10.000  rpm durante  10  minutos  a 4°C  (Hermle,  Z233) y se  recolect6  el sobrenadante,

cuya concentraci6n de protefnas fue cuantificada mediante el uso de un kit (DO Protein

Assay, Bio-Rad) segtin las indicaciones del fabricante.
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b) Electroforesis en geles de poliacrilamida. Las proteinas se separaron en geles de

poliacrilamida   al   10%   mediante  SDS-PAGE.   Dichas   muestras   fueron   previamente

denaturadas  mediante  la  mezcla  con  buffer  de  carga  6X  (Tris  Hcl  1   M  pH  6.8  70%,

glicerol  30%,  SDS  0.1   g/ml,  azul  de  bromofenol  0.12  mg/ml  y  a-mercaptoetanol  5%)

durante 5  minutos a  95°C.  La fase de concentraci6n  se  realiz6 a 70 Volt (15  minutos),

mientras que la separaci6n de proteinas se realiz6 a  120 Volt (2 horas).  Para estimar el

tamafio de las proteinas separadas, se utiliz6 un marcador de peso molecular entre  10

y 250 kDa (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific).

c) Western blot. Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (0.45

|lm)  mediante  el  uso  del  equipo  de  transferencia  Trans-blot® TurboTM  Bloting  System

(BioRad), a 25 V con una corriente maxima de 2.5 Ampere durante 1  hora.

Posteriormente,  se  tifieron  las  membranas  con  una  soluci6n  de  Ponceau  (Ponceau

0.1%  en  acido  acetico  5%)  para  verificar  correctamente  la  transferencia.  La  soluci6n

Ponceau  se  retir6  mediante  lavados  con  TBS-Tween  0.1%  (50  mM  Tris-Hcl,150  mM

Nacl,    pH    7.4)   y   se    bloque6    e    incub6    con    la    concentraci6n    de   anticuerpos

correspondiente en cada caso (Tabla 3).

Despu6s   de   la   incubaci6n  con   los  anticuerpo   primarios  y  secundarios   para  cada

proteina,   las   membranas   se   lavaron   con   TBS-Tween   0.1%   (3   x   10   minutos)   y

finalmente se  revel6  mediante quimioluminiscencia  utilizando un  sustrato pico sensible

(Supersignal   West   Pico   Chemiluminescent   Substrate,   Thermo   Scientific)   o   femto

sensible (Supersignal West Femto Maximum Sensitivfty Substrate, Thermo Scientific).

Las bandas reveladas en placas radiogfaficas (Fuji Medical X-Ray Film,  Fujifilm) fueror.

analizadas mediante la cuantificaci6n de pixeles   (lmageJ).
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Table  3.   Resumen   de   concentraciones  de   leche   descremada,   anticuerpos  y  tiempos   de
incubaci6n para los ensayos de Western blot realizadcis.

Epitope BIoqueo Antlcuerpo pr[marlo Antl cuerpo secundal.Io

Netrlna4(70-75kDa) 5% leche1hora
1 : 1000 (cabra) 1 :2000 (burro)

1% le`che,15  horas 5% leche 3 horas

(R&D, AF  1254) (Santa cruz, SC2020)

VEGF-A(43kDa) 5% leche1hora
1 : 1000 (conejo) 1 :5000 (cabra)

5% leche,15 horas 5% leche,  1  hora

(Abcam. ab46154) (Jackson lmmunoResearch,  111-036-003)

0-actina(42kDa) 5% leche1hora
1 :5000 (rat6n) 1 :5000 (cabra)

5% leche,  1  hora 5o/a leche,  1  hora

(Sigma-Aldn.ch, A 5316) (Jackson lmmunoResearch.115-036-003)

2.4.3.3. Secreci6n de factores angiog6nicos

a)  Western  blot.  Para  realkar  ensayos  de  Western  blot,  fue  necesario  generar  un

protocolo de concentraci6n  de proteinas presentes en el sobrenadante de las celulas.

Por cada  1  ml  de  medio  condicionado,  se afiadieron  500  ul de  metanol frl'o  y se agit6

en vortex durante  30  segundos,  posterior a  lo  cual se afiadieron  125  ul  de  cloroformo

frio,  agitando  nuevamente  en  v6rtex  por 20  segundos.  Esta  soluci6n  se centrifug6  a

14.000  rpm  durante  5  minutos  a  4°C  (Hermle,  Z  233),  sepafandose  la  mezcla  en  3

fases.  Se  conserv6  la  interfase  y  se  descart6  el  resto,  resuspendiendo  en  25  iJl  de

buffer de  lisis  con  inhibidor de  proteasas  para  su  posterior cuantificaci6n  (DO Protein

Assay,  Bio-Rad).  Se  utilizaron  60  Lig  de  protefnas  para  realizar  ensayos  de  Western

blot como fue descrito  en  la  secci6n 2.4.3.2,  con  leves cambios en  las condjciones de

incubaci6n (Tabla 4).
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Tabla   4.   Resumen   de   concentraciones   de   leche   descremada,   anticuerpos   y   tiempos   de
incubaci6n para los ensayos de Western blot a partir de medios condicionados.

Epl'tope BIoqueo Antlcuerpo primario Antlcuerpo secundario

Netrlna4 1% Ieche

1 : 1000 (cabra)1%[eche,15horas (4®C) +
1 :2000 (burro)

5% leche 3,5 horas
(70-75 kDa) 1  hora 2  horas IT.  ambiente)(R&D,AF1254)

(Santa Cruz, SC2020)

VEGF-A 5% leche

1 : 1000 (conejo)5%Ieche,15horas (4°C) +
1 :5000 (cabra)

5% Ieche,  1,5 horas
(43 kDa) 1  hora 2 horas IT. ambiente)(Abcam,ab46154)

(Jackson lmmunoResearch,111-036-003)

Como control de carga se  utiliz6  la cuantificaci6n  de pixeles de  la tinci6n  con  soluci6n

Ponceau.

b)    Proteome   profiler   array.   Se   utilizaron   medios   condicionados   de   WJ-MSC

cul{ivados   en   matrices   lM   y  de  colageno   para   la   realizaci6n   de   los   ensayos   de

proteoma   segtln   las   indicaciones   del   fabricante   (Human   Angiogenesis   Array   Kit,

Protome Profiler Antibody Arrays,  R&D Systems).

En  breves  terminos,  este  kit  permite  detectar simultaneamente,  de  manera  fapida  y

sensible,   los   niveles   de   expresi6n   de   55   proteinas   relacionadas   con   procesos

angiog6nicos  sin  la  necesidad  de  realizar  ensayos  por  separado  para  cada  una  de

ellas.  Para  lograr  esto,  el  kit  provee  de  membranas  de  nitrocelulosa  que  contienen

anticuerpos  especificos  adosados  en  puntos  por  duplicado,  mientras  que  la  muestra

debe  ser  preparada  con  un  cocAIa/./ de  anticuerpos  acoplados  a  biotina.  Posterior a

esto,   la  muestra  es  incubada  sobre  la  membrana,  pegandose  las  proteinas  a  su

anticuerpo  especifico.  Luego  de  tres  lavados  se  incub6  con  un  anticuerpo  secundario

acoplado  a   peroxidasa  de   fabano   (HRP)   que   reconoce   la   biotina.   Finalmente,   la
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presencia  de  la  peroxidasa  permiti6,  mediante  una  reacci6n  de  quimioluminiscencia,

detectar la cantidad de cada uno de los analitos presentes en el medio de cultivo.

2.5. Ensayos /.n vi.vo

Cada set experimental const6 de la operaci6n de ratones Balb/c macho de 2 -4 meses

de  edad,  en  los  cuales  se  implantaron  matrices  lM  conteniendo WJ-MSC,  AD-MSC  o

acelulares,  manteni6ndolos durante  perl'odos de 5  610 dlas  para evaluar la  respuesta

del rat6n en terminos de sanaci6n de la herida,  producci6n de factores angiogenicos e

inflamaci6n,   asr   como   tambien   la   permanencia  y  viabiljdad   de   [as   celu[as   en   las

matrices posterior al tiempo de implantaci6n esfab[ecido.

2.5.1. Clrugi'a de los ratones

El   dia   previo   a   la   cirugla,   se  sembraron   106  c6lulas   sobre   matrices   lM   con   una

monocapa  de silicona  de  12  mm  de  diametro,  incubandose  a  37°C  durante  una  hora.

Posterior  a  este  periodo,  se  afiadi6  medio  DMEM  suplementado  con  10%  de  FBS

inactivado (55°C durante 30 minutos) y antibi6ticos.

En   terminos   resumidos,   cada   animal   operado   fue   sometido   a   anestesia   general

(inyecci6n  intraperitoneal con ketamina 120 mg/kg -xilazina 24 mgckg) y ubicado sobre

una   mania   calefactora   durante   el   transcurso   de   la   cirugia,   que   consisti6   en   la

extirpaci6n  de  trozos  circulares  de  10  mm  de  diametro  de  piel  completa  en  ambos

costados del dorso bajo campana de flujo laminar.  En las zonas sin piel se implantaron

las  matrices,  en  ausencia  o  en  presencia  de  celulas,  que  se  fijaron  en  la zona  de  la

herida  mediante  el  uso  de  suturas  no  absorbibles.  Cabe  destacar que  para  evitar  la
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contracci6n  de  la  herida y  posibles problemas en  la posterior extirpaci6n  del tejido,  se

uti[iz6 una malla de polipropileno titanizada (TiMESH,  GfE  Medizintechnik GmbH) entre

el lecho de la herida y el andamio implantado.  Finalmente los ratones fueron vendados

para protegerlos, colocados de a uno porjaula y monitoreados diariamente para evitar

una posible infecci6n de la herida.

2.5.2. Sacriticio y extirpaci6n de tejido

Posterior  al  tiempo  de  duraci6n   del  experimento  establecido,   los  animales  fueron

sacrificados  mediante  sobredosis  de  anestesia  (doble  de  la  dosis  normal).  Una  vez

muertos, se les retir6 el dorso para fotografiarlo (Sony-Dos T99) mediante una t6cnica

de  transiluminaci6n  de  tejido  con  luz  visible  blanca,  luego  de  lo  cual,  se  aisl6  cada

matriz  y  se  dividi6  en  2  trozos,  a  utjlizar  para  extracci6n  de  protelnas  y  fijaci6n  de

tejido.  Sin  embargo  en  algunos  casos  se  utmz6  la  matriz  completa  para  posterior

recuperaci6n de las c6lulas presentes en ella a modo de evaluar su viabilidad.

2.5.3 Analisis de imagenes y cuantificaci6n de vasos sanguineos

Para estudiar la revascularizaci6n en el animal como respuesta al implante, luego de la

extirpaci6n  del tejido (Figura 4),  se cuantificaron  los vasos sanguineos en  las  matrices

extirpadas  segdn  descrito  (Egafia  y  col„  2009).   Concisamente,  se  combinaron  las

tecnicas  de  transiluminaci6n  de  tejido  con  segmentaci6n  digital  de  la  red  vascular

mediiarrfe  al  usa  dad  software Vesseg  (Institute  for  Signal  Processing,  University  of

Lt;beck,   Alemania),   que   permite   analizar   las   imagenes   para   obtener  valores   de

porcentaje de cobertura de los vasos sanguineos en un area determinada.
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Figura 4. Esquema del dorso del  rat6n luego de su extirpaci6n.  Las zonas de injerto estan
indicadas, asl como la zona utilizada como control jntemo para la normalizaci6n de dates.

Primero se debe seleccionar una zona  para analizar (una de las matrices o  una zona

sin   ella,   todas   del   mismo   tamafio),   la   cual   sufre   una   serie   de   modificaciones:

conversi6n  a  escala  de grises,  inversi6n  de colores,  aumento de contraste,  realce  de

los vasos sanguineos y conversi6n a una imagen en blanco y negro,  donde los vasos

sanguineos  son  blancos.  Finalmente  se  "esqueletonizan"  Ios  vasos  sanguineos  para

disminuir el grosor de todos ellos a una  linea delgada,  con  lo cual se puede cuantificar

el area de los pixeles en blanco dentro de la circunferencia seleccionada y obtener asi

un el porcentaje del largo de los vasos. La expresi6n  1  define mejor el calculo descrito.

0/o Vasos sangufneos = Area de pixeles
Area cirounferencia seleccionada

xl00%   (1)

El  analisis  recien  descrito  se  aplica  tanto  para  las  matrices  implantadas  como  para  el

tejido propio del rat6n,  puesto que este tiltimo es utilkado para normalizar los datos de

cada raton. La expresi6n 2 aclara de mejor manera c6mo se normalizaron  los dates de

cada rat6n.

Endicedevascularizaci6n-~ % vasos en matriz
9/a vasos sin matriz (2)
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2.5.4. Cuantificaci6n de factores angiog6nicos

Se  realiz6  extracci6n  de  protelnas  para  la  realizaci6n  de  ensayos  de Western  blot y

Proteome  Profiler  Array,  como  se  detall6  con  anterioridad,  con  la  excepci6n  que  el

tejido no fue previamente lavado con PBS sino que tratado directamente con buffer de

lisis  suplementado  con  inhibidor  de  proteasas.   En  ambos  casos,  se  evaluaron  los

mismos factores. Para los ensayos de Western blot se utilizaron 40 ug de proteinas por

carril  (condiciones  mostradas  en   la  Tabla  3),   mientras  que  para  cada  ensayo  de

Proteome  Profiler Array,  se  utilizaron  200  ug  de  proteina  segdn  las  indicaciones  del

fabricante.

2.5.5. Evaluaci6n de citoquinas inflamatorias en el §uero de ratones

En  todos  los  experimentos  con  WJ-MSC  se  obtuvo  sangre  de  los  ratones,  tanto  el

primer  dia  post-cirugia  come  el  dia  mismo  del  sacrificio  (5  610  dias).  En  todos  los

casos,  se  dejaron  reposar  los  tubos  durante  una  noche  a  temperatura  ambiente,

durante la cual se separa el plasma del suero,  permitiendo extraer este dltimo con  una

jeringa.   Luego,  se  centrifug6  el  suero  extraido  a  400  x  g  (5  minutos,  temperatura

ambiente) para eliminar restos celulares del plasma, rescatando el sobrenadante para

posterior analisis.

El metodo  utilizado  para cuantificar citoquinas  inflamatoria§  en  el suero de los  ratones

operados  esta  descrito  en  e[  manual  del  kit  utilizado  (Cytometric  Bead  Array  -CBA-

Mouse Inflammatory Cytokines Kit,  BD).  EI principio de este ensayo es la cuantificaci6n

de citoquinas solubles mediante citometrra de flujo
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El en§ayo consiste en  la  captura de citoquinas solubles  (lL-6,  lL-10,  lL-12p70,  Mop-1,

TNF-a  y  lFN-v)  con  micro-perlas  ("beads")  de  fluorescencia  conocida,  cubiertas  con

anticuerpos  especificos  contra   las  citoquinas.   Por  otro  lado,   el  kit  provee  de  una

soluci6n de detecci6n, que consiste en una mezcla de anticuerpos contra las citoquinas

conjugados    con    ficoeritrina    (PE),    que   permite    la   obtenci6n    de   una   sefial   de

fluorescencia  proporcional a  la  cantidad  de analitos  unidos a cada tipo  de microperla.

Entonces, al mezclar una muestra de suero con los "beacld' y reactivo de detecci6n, se

genera   un   complejo   tipo   sandwich   (perla   de   capture   +   citoquina   +   reactivo   de

detecci6n),   que   en   conjunto   con   una   curva   de   calibraci6n,   permite   cuantificar  la

concentraci6n  de citoquinas presentes en el suero de  los  ratones  mediante citometria

de flujo (cit6metro FACscanto 11).

2.5.6. Permanencia de las WJ-MSC en la matriz

Para   evaluar   si   las   WJ-MSC   permanecen   en   la   matriz   durante   el   periodo   de

implantaci6n,  se  realizaron  ensayos  de  inmunohistoquimica  con  el  anticuerpo  anti-

Presenilina-1,  que  es  una  proteina  transmembrana  qiie  se  expresa  anicamente  en

c6lulas humanas sin reacci6n cruzada con celulas murinas.

E[  dia  del  sacrificio  (5  610  dias  post-cirugia),  se  recuperaron  los  trozos  de  matriz

implantados  en  el  dorso  de  los  animales  (con  WJ-MSC  o  control),  los  cuales  fueron

inmediatamente  fijados  en  PFA  4%  durante  dos  noches  a  4°C,  luego  de  lo  cual  se

reemplaz6 por PBS hasta posterior uso.

El primer paso fue la  deshidrataci6n  del tej.ido,  para  lo cual se siguieron  los  siguientes

Pasos:
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•      EtanolMerck:PBS       (50%:50%)                      1xl0min
•      EtanolMerck:PBS       (70%:30%)                      1  x20min
•      EtanolMerck:PBS       (90%:10%)                       1  x20min

•      EtanolMerck:PBS       (95%:5%)                         1  x20min

•      EtanolMerck                  (100%)                              2x20min   +   1x30min

Luego se clarific6 el tejido con  un  sustituto de xilol (Neo Clear,  Merck) y se procedi6 a
sumergir en parafina hasta montaje en tacos listos para ser cortado.

•     NeoclearMerck                        (100%)              3x30min
•      Parafina:NeoclearMerck      (50%:50%)       1  x30min
•      Parafina:NeoclearMerck      (75%:25%)       1  x30min
•      Parafina                                           (100%)               1x30min   +   1x60min   +   1xON

Se realizaron cortes de 25 urn de espesor con un micr6tomo  (Spencer 820)  utilizados

posteriormente para tinci6n Hematoxilina y Eosina (H&E) e inmunohistoquimica.

a)  Tinci6n   Hematoxilina  &   Eosina.   Una  vez  montados  los  cortes  de  tejido,  fue

necesario   desparafinar   (65°C   durante   una   noche)   seguido   de   una   rehidrataci6n

seriada:

•      Xilol                      (100%)                                3xl0min

•      Etanol                 (100%)                              2x5min

•      EtoH:H20d    (95%:50/o)                      1  x5min
•      EtoH:H20d    (75%:25%)                    1x5min
•      EtoH:H20d    (50%:50%)                    1x5min

•      H20d                    (100%)                               2x5min

Una  vez  hidratados  [os  cortes,  se  afiadi6  Hematoxiljna  (tinci6n  de  ndcleo)  durante  1

minuto,  luego  de  lo  cual  se  lav6  una vez  con  agua  destWada.  Luego  se  procedi6  a  la

tinci6n con Eosina (tinci6n citoplasmatica), retirada inmediatamente con agua destilada.

Finalmente  se  montaron  las  muestras  en  medio  de  montaje  acuoso   (Aqua-Mount,

Lerner  Laboratories),  dejando  secar  una  noche  previo  a  la  toma  de  imagenes  (lupa

Leica  MZ125).
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b) lnmunohistoqui'mica. Una vez montados los cortes se procedi6 a desparafinar una

noche  a  65°C  en  estufa,  seguido  par 3  lavados  con  xilol  100%  (1   x  15  min  +  2  x  10

min). Posterior a ello fue necesario inactivar la peroxidasa end6gena del tejido:

•      MetoH                               (100%)                               1  x5min

•      MetoH  : H202                (100% : 0,3%)                1  x30 min (temperatura ambiente)
•      MetoH/H20d                  (50% : 50%)                    1  xl0min

•      H20d                                   (100%)                               2x5min

Para   desenmascarar  el   a"geno   se   utiliz6   una   soluci6n   de   "Antigen   Unmasking

Solution" (Vector Laboratories)  (1% v/v en agua destilada)  durante 30  minutos a  80°C,

seguido  de  un   lavado  fapido  con  agua  destilada  y  un  lavado  con  PBS  durante  5

minutes.

La   inmunohistoquimica   se   realiz6   mediante   el   uso   del   kit   ABC   universal   R.T.U

Vectastain ovector Laboratories).

Para  bloquear/permeabilkar,  se dej6 2  horas a temperatura ambiente en  una camara

htlmeda con soluci6n de bloqueo (R.T.U normal horse serum 2.5%, Vector).  Posterior a

lo  cual,  se  incub6 con  la soluci6n  de anticuerpo  primario  anti  Presinilina-1  (conejo,  US

Biological  M3985-05)  (1:100)  en  soluci6n  de  bloqueo  durante  una  noche  a  4°C  en

camara   htlmeda,   seguido   par  3   lavados   de   30   minutes   con   PBS.   El   anticuerpo

secundario  (R.T.U.  Biotinilated  Universal Antibody anti-rabbit/mouse, Vector) se incub6

durante  una  noche  a 4°C  en  camara  htlmeda,  seguido  de  lavados  con  PBS  (3  x  30

minutos).  Posteriormente,  se  incub6  con  una  soluci6n  ABC  (Avi.di.n-Bi.ofi.ni./afed-Hf]P

Camp/ex)(R.T.T.  Elite ABC Reagent, Vectastain) y se dej6 incubar durante 30 minutos

a temperatura ambiente, seguido de 5 lavados de 10 minutos con PBS.
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Para   revelar,   se   prepar6   la  soluci6n   DAB   segtln   las   instrucciones   del   fabricante

(lmmpACTTM  DAB,  Vector  Laboratories),  dejando  reaccionar  hasta  que  apareciera

marca (proximadamen{e entre 30 y 60 segundos) seguido de 3 lavados de 10 minutos

con  PBS.  Finalmente montaron  las  muestras con  un  medio  de  montaje acuoso  (Aqua-

Mount, Lemet Laboratories). Se dej6 secar una noche a temperatura ambiente previo a

la toma de imagenes con lupa (Leica MZ125).

2.6. Analisis Estadl'stico

Todos  los  ensayos se  realizaron  con  muestras  provenientes  de al  menos  3  donantes

diferentes.  Los gfaficos mostrados y analisis estadisticos se realizaron con el programa

Graphpad   Prism   5,   donde   los   resultados   son   mostrados  como   promedio   ±   error

estandar.  Para  estudiar diferencias  entre  los  grupos experimentales,  se  aplicaron  [os

analisis estadisticos i-Student no  parametrico y Anova de 2 vfas  para la comparaci6n

de  2  y  mas  de  2  grupos,  respectivamente.  En  todos  los  casos,  se  consider6  p<0.05

como diferencia e§tadlsticamente significativa.
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3. F}ESULTADOS

El  desarrollo  de  este  trabajo  comenz6  por  la  caracterizaci6n  /.r}  v/.fro  de  las  WJ-MSC

sembradas sobre  distintas matrices  bioartifieiales  en  comparaci6n  con  las AD-MSC en

terminos  de asentamiento y viabilidad  en  condiciones de esttes,  posterior a  lo  cual  se

enfoc6 el estudio a la expresi6n y secreci6n de factores angiog6nicos.

En   una   segunda   etapa   se   evalu6   el   potencial   promovedor   de   angiogenesis   y

regeneraci6n  de tejido  /.n  vi.vo en  un  modelo  murino  en comparaci6n  con  las AD-MSC,

asi como la determinaci6n de factores promovedores de angiogenesis expresados por

las  WJ-MSC  en  el  lecho  de  la  herida  y  la   inflamaci6n  sist6mica  generada  en  los

animales  en  respuesta  al  implante.  Finalmente  se  determin6  la  permanencia  de  las

WJ-MSC en las matrices posterior al periodo de implantaci6n establecido.

3.1.       Caracterizaci6n /.n v/.fro de wJ-lvISC cultivadas en matrices bioartificiales

3.1.1. Asentamiento y viabilidad de fas WJ-MSC en matrices tridimensionales

Mediante tecnicas de tinci6n celular y microscopfa con focal, se evalu6 el asentamiento

de las WJ-MSC en distintas matrices,  usando como control  las AD-MSC (Figura 5).  Se

observ6  que  las  WJ-MSC  se  asentaron  en  la  matrk  lM  y  de  colageno  I  de  manera

homogenea,  no asi en  la matriz lls. Asi mismo,  las AD-MSC se asentaron de manera

homog6nea  en  lM.  Es  posible  visualizar  tambi6n  que  el  tamafio  de  las  AD-MSC  es

ligeramente mayor que de las WJ-MSC.
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Posteriormente,  estudiamos  si  la  actividad  metab6lica  de  las WJ-MSC  sembradas  en

matrices  tridimensionales  era  conservada  durante  largos   periodos  de  privaci6n   de

suero,  similar  a  las  condiciones  en  que  se  encontraria  la  matriz  bioactivada  /.n  vi'vo,

carente   de   medio   de   cultivo   y   factores   de   crecimiento   ex6genos,   dependiendo

dnicamente de una sefializaci6n autocrina y paracrina apropiada.

Se  estim6  que  la  actividad   metab6lica  de  la  condici6n   inicial  (12  horas)   versLis  la

condici6n  final  (10  dias)  solo  disminuy6  ~32%  cuando  fueron   incubadas  en   lM  en

comparaci6n con ~76% cuando fueron sembradas en colageno I y ~93% en  lls (Figura

6A).  Si bien  no se puede discriminar que en matrices  lM,  las WJ-MSC  ham  presentado

menor  muerte,  mayor  proliferaci6n  o  bien  que  todas  las  c6lulas  de  manera  individual

hayan  reducido  en  menor  medida  su  actividad  metab6lica,  los  resultados  obtenidos

sugieren  que  de  manera  global,  las  WJ-MSC  sembradas  en  la  lM  tienen  una  mayor

viabilidad  durante 10 dias sometidas a situaciones de estfes en comparaci6n con otros

tipos de matrices bioartificales

Como  la  viabilidad  fue  mayor en  lM,  a  continuaci6n  se  compararon  las  WJ-MSC  con

las  AD-MSC   sembradas  en   esta   matrLz,   mostrando   un   decrecimiento   significativo

despu6s   de   24   horas   de   privaci6n   de   suero,   alcanzando   valores   de   ~97°/o   de

disminuci6n  en  su  actividad  metab6lica  luego  de  10  dias  (Figura  68).  Este  resultado

sugiere que probablemente  las AD-MSC no podrian  resistir a las condiciones de estfes

/.n v/.vo como lo harian las WJ-MSC.

Cabe destacar a su vez que la presencia de las WJ-MSC en las matrices de colageno

tipo   I   promueve   una   disminuci6n   de   su   tamafio,   probablemente   por   acci6n   de

proteasas expresadas por las mismas c6lulas. Sin embargo este efecto no se observa
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para el  uso de matrices  lM  nj  lls  (Figura 6C).  Este motivo  podria estar involucrado en

la  reducci6n  observada  para  la  actividad  metab6lica  de  las  WJ-MSC  sembradas  en

matrices de  colageno tipo  I,  posiblemente porque existe  una  mayor confluencia  celular

o   bien   las  celulas  presentan  menor  superficie  de  adhesion   y  por  consiguiente,   el

numero celular total en  la matriz disminuye.

vNj   +ft   pot    g¢    .gr#            vgrrf   +fi   Fry    4¢    .ifrf

B       -         +         -         +      -           +      -        +

Figura 6. En matrices lM,  las WJ-MSC mantlenen mayor actividad metab6lica que las AD-
MSC  luego de  largos  perlodos de privaci6n de suero. A) Actividad metab6lica de WJ-MSC
en  matriz lntegra  (lM),  colageno  I  (Col) e Integrated  Implant System  (lls)  (* p<0,05  lM  vs.  Col;  qi
p<0,05  lM  vs.  IIS).  8) Actividad  metab6lica de WJ-MSC y AD-MSC sembradas en  lM  (*p<0,05).
C) lmagenes representativas de las mall.ices luego del ensayo MIT.  Los valores corresponden
al  promedio ±  E.S.  (n  = 6).
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3.1.2. Expresi6n de factores tr6ficos de fas WJ-lv]SC en matrices trjdimensionales

Puesto que el intetes es generar una matriz bioactivada con celulas mesenqujmaticas,

se evalu6  la expresi6n  de  los factores angiog6nicos a nivel del mRNA,  asl como de  la

abundancia   de   las   proteinas   expresada    por   WJ-MSC   sembradas   en   matrices

tridimensionales.  Para  ello,  se  sembraron  las  WJ-MSC  resuspendidas  en  medio  de

cultivo   completo   e   incubaron    las   matrices   durante   una   hora   para   permitir   su

asentamiento,  luego  de  lo  cual  se  privaron  de  suero  durante  24  horas,  conservando

tanto las matrices como el medio condicionado.

Los   resultados   indican   que  a   nivel  de   mRNA,   Ia§  WJ-MSC  expresaron   Ivelr/'ria-7

(NTN1),  Netrina-4  (NTN4) y  VEGF-A  ouando  son  sembredas  tanto  en  lM  como  en

colageno  I  (Figura  7).  Ademas,  se  demostr6  que  a  nivel  de  la  proteina,  expresaron

Netrina4  y  VEGF-A  cuando  son  sembradas  en  matrices  lM,  colageno  tipo  I  e  lls

(Figura 8A).

AtiH
AV7NIEI
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```.-`..S                    `*."`.* ``®®@®`0

Figura 7.  WJ-lvISC  sembradas  en  matrices  de colageno  expl.esan  Welrina-J,  rvefrt.nat y
VEGF-A a nivel de mRNA.  Imagenes representativas de las bandas amplificadas (A) asi como
la cuantificaci6n relativa de  Ivetr/.na-7 (8),  rvefr/.r]a4 (C) y  VEGF-A (D) respecto del  GAPOH.  Los
valores corresponden al promedio ± E.S. (n = 6).



44

El  medio  condicionado  almacenado  se  concentr6  para  evaluar la  secreci6n  y  difusi6n

de  factores  angiog6nicos  mediante  Western  blot,  resultando  en  una  mayor  difusi6n,

tanto  de  Netrina4  como  de  VEGF-A  en  los  experimentos  realizados  con  WJ-MSC

sembradas en  matrices  lM  respecto de colageno  I,  sin  observar cambios  significativos

respecto a  lls debido al ntlmero reducido de experimentos realizados con dicha matriz

(Figura 88).

Lisado WJ-M SC/Matriz

W"5C  L+_ ....-..I     L: ...... I     Lt-~--:I

Matti[           iM                         col                         lls

VECF,-A

Medio condicionado WJ-Mst/Matrjzt

Nctrlna4(75koa|

I                                                            ..,                                                           1

IM                          Cat

<+         cP         \\q

Figura  8.  WJ-MSC  sembradas  en  matrices  3D  expresan  Netrina-4  y  VEGF-A  a  nivel  de
protei'na y presentan mayores niveles de secreci6n cLlando son sembradas en lM.  Luego
de 24 horas de  privaci6n  de suero,  A) las WJ-MSC expresan  las prote[nas Netrina4 y VEGF-A
determinado  mediante  Western  blot  de  partir  de  lisado  celular  de  las  WJ-MSC  contenida  en
matrices  lntegra  (lM),   colageno  tipo  I   (Col)  e  Integrated   Implant  System  (lls).   Se  muestran
imagenes  representativas  de  las  bandas  y  cuantificaci6n  relativa  respecto  de  P-actina.  a  las
WJ-MSC    secretan    Netrina-4    y   VEGF-A,    presenfando    mayores    niveles    cuando    fueron
sembradas   en   lM.   Se   muestran   imagenes   representativas   de  las   bandas   y  cuantificaci6n
relativa  respecto de tinci6n  Ponceau.  Los valores corresponden  al  promedio ± E.S (lM,  Col,  n =
6;  lls,  n=2).  *p <  0.05,  lM vs.  Col.



Se  utiliz6  el  medio condicionado  recolectado  luego de 24  horas de  privaci6n de suero

para  evaluar  los  factores  angiog6nicos  secretados  por  las  WJ-MSC  sembradas  en

tanto  lM  como  en  colageno  I  y  posteriormente  difundidos  desde  las  matrices  hacia  el

medio de cultivo.  Encontramos que en ambos tipos de matrices,  las c6lulas secretaron

una    extensa    gama    de    factores    involucrados    en    procesos    de    angiogenesis,

regeneraci6n  de  tejidos,  inflamaci6n  y  cicatrizaci6n,   los  cuales  difundieron  mejor  al

medio  de  cultivo  cuando  las  celulas  fueron  sembradas en  lM  en  comparaci6n  con  su

cultivo en matrices de colageno tipo I.

El hecho de que las WJ-MSC presentaron  mayores niveles de secreci6n de factores o

difusi6n  a  traves  de  la  matrk  o  bien  que  los  factores  secretados  por ellas  son  mss

estables  cuando  6stas  son  sembradas  sobre  matrices  lM,  fue  evidente  dado  por  la

mayor cantidad de factores observados en el proteoma, asi como tambi6n un aumento

en las concentraciones de la mayoria de dichos factores (Figura 9).
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Fjgura 9. WJ-MSC secretan mayor cantidad de factores tr6fjcos cuando son cu]tivadas en
matrices lntegra que en colageno tipo I. A)  lmagen  representatlva de ensayos de proteoma
con el medio condicioriado de WJ-MSC sembrado en matrices de lntegra  (izquierda) y colageno
I  (derecha).  8)  Cuantificaci6n  relativa  de todas  las  mol6culas  expresadas  respecto  del  contrc)I
positivo graficadas de acuerdo  a su funci6n.  Los valores corresponden al  promedio ± E.S.  (n =
3) (' p < 0,05).

Considerando  que el  potencial tr6fico  promovedor de  la  angiog6nesis  se conserva  de

manera  importante en  lM,  Ios estudios  que se detallan  a continuaci6n  se centraron  en

la evaluaci6n de dicha matriz mediante ensayos realizados /.r] v/.vo.
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3.2.       Evaluaci6n /.n v/.I/a del uso de matrices bioactivadas con wJ-MSC

3.2.1.  Angiog6nesis  e  inflamaci6n  promovida  por  WJ-MSC  implantadas  en  un

modelo murino de regeneraci6n derma[

Para  evaluar  el  efecto  que  produce  el  secretoma  de  las  WJ-MSC,  se  escogi6  un

modelo  murino  de  regeneraci6n  dermal que  permiti6  no  solo  evaluar los  procesos  de

angiog6nesis, sino que una dinamica de sanaci6n integral de tejidos  /.n v/.vo.   Para esto,

se operaron 34 ratones Balb/c macho de 24 meses de edad, de los cuales, a 12 de los

cuales  se   [es   implantaron   matrices  sin   c6lulas   (control  vehiculo),   13  con   matrices

conteniendo  WJ-MSC  y  9  con  AD-MSC  de  al  memos  3  donantes  distintos.   Dichos

ratones  fueron  seleccionados  para  implantaci6n  durante  periodos  de  5  6   10  dias,

posterior a lo cual fueron sacrificados y analizados.  Para esto, el dorso de los animales

fue  rctirado  y  fotografiado  para  el  procesamiento  de  las  imagenes  con  el  programa

Vesseg  (Figura  10A),  que  permite cuantificar los vasos sanguineos  contenidos dentro

de  las  matrices,  y  normalizar  respecto  de  los  vasos  contenidos  en  un  area  de  igual

tamafio de piel normal (Figura 108).

Luego  de  5  dias  de  implantaci6n,  los  ratones  operados  con  WJ-MSC,  mostraron  uno.

vascularizaci6n  significativamente  mayor (0,93)  que en  los  ratones  operados  con  AD-

MSC (0,67) y respecto del control (0,35).  Luego de 10 dia§, se mantiene la significancia

observada a los 5 dfas,  entre las WJ-MSC  (1,22) y AD-MSC (0,96),  asi como entre  las

WJ-MSC   y   control   (0,89).   Cabe   destacar   que   el   uso   de   AD-MSC   no   presenta

diferencias   significativas   en   los   niveles   de   vascularizaci6n   luego   de   10   dias   de

implantaci6n respecto de las matrices por si solas.
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Estos  resultados sugieren  que  la  presencia  de WJ-MSC  en  las  matrices promueve  el

establecimiento de una  red vascular bien definida dentro de ellas,  en  comparaci6n con

las matrices vacias o con AD-MSC. Mas adn,  la cuantificaci6n del area vascularizada a

distintos  tiempos  sugiere  que  las  matrices  bioartificiales  enriquecidas  con  WJ-MSC

aceleran   el   proceso   de   vascularizaci6n   en   comparaci6n   con   matrices   solas   o

enriquecidas con AD-MSC.

Acelular WI.MSC
-  WJ-MSC (lM)
+  AD-MSC(lM)
rfu   Acefular (lM)

Qb`®

Dras post lmpLantacidn

Figura    10.    Matrices    IM    enriquecidas    con    WJ-lvI§C    aceleran    la   angiog6ne§is    en
comparaci6n   con  AD-IVISC.   A)   Foto   representativa   de   la   transiluminaci6n   de  tejido  y   la
correspondiente segmentaci6n digital para cada grupo experimental: matrices vaclas (n=12) con
WJ-MSC    (n=13)    o   AD-MSC    (n=9).    Barra   de   tamarto:    5    mm.    ®    Cuantificaci6n    de   la

:eAgF.eMnsaccj::.d:3j:aioT3Sptr€do:6i°;jv.a+°sr8Sv::ZeDS.PM°g8;nalpromedio±E.S(*p<o,o5wj-Msc

Cabe  destacar  que  el  modelo  utilizado  en  esta  tesis  no  corresponde  a  un  animal

inmunodeprimido,   por  lo  que  evaluar  el  efecto  sist6mico  de  la  inflamaci6n  en  este

re§ulta interesante al corresponder a  un trasplante de tipo xenogenico.  Por esta raz6n,

se  evalu6   la  concentraci6n  de  citoquina§   presentes  en   el  plasma  de  los   ratones

operados  con  matrices  vacias  o  sembradas  con  WJ-MSC  a  modo  de  cuantificar  la

inflamaci6n  sistemica  generada  en  los  animales  producto  de  la  implantaci6n  de  las

mismas.  Los  resultados  mostrados  en  la  Figura  11   indican  que  no  existen  diferencias

significativas  en  los  niveles  de  las  citoquinas  inflamatorias  evaluada§  presentes  en  el

suero  de  los  animales  operados  con  matrices  carentes  de  c6lulas  o   de  las  que
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contenl'an  WJ-MSC  humanas.  Esto sugiere  que  la  presencia  de  las  celulas  humanas

no  genera  una  inflamaci6n  sistemica  mayor  en  el  animal,  que   podria  tener  coma

consecuencia un rechazo inmunol6gico.
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Flgura 11. Inflamaci6n sistemica de ratones implantados con lM enriquecldo carl WJ-MSC
no  aumenta  respecto  de  lM  control.  Cuantificaci6n  de  las  citoquinas  inflamatorias  TNF  (A),
IFN-Y (B),  MCP-1  (C) e lL-6 (D), presentes en el suero de los animales operados luego de 1, 5 y
10 dfas posterior a la cirugia con matrices control (n =  12) o conteniendo WJ-MSC (n =  13).  Los
valores corresponden al promedio ± E.S.
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3.2,2. Expresi6n de factores tr6fjcos en el lecho de la herjda de ]os ratones
tratados

Pare explicar las diferencias en  los procesos de vascularizaci6n al utilizar las WJ-MSC,

se evalu6  la  expresi6n  de  los  factores  angiogenicos  clasicos y no  clasicos  distintivos,

como son VEGF-A y Netrina4 en el lecho de la herida.  Para esto, el homogenizado de

las  matrices  obtenido  5 610  dias despues de  la  implantaci6n,  fue  analizado  mediante

Western  blot  (Figura   12).   Encontramos  que  para  5  y  10  dias  post-implantaci6n   no

existen   diferencias   de   expresi6n   de   Netrina4   entre   las   matrices   control   y   las

sembradas con WJ-MSC. Sin embargo,  la expresi6n de VEGF-A fue significativamente

mayor en las matrices conteniendo WJ-MSC respecto de las carentes de ellas luego de

5 dias de implantaci6n, efecto no observado a los 10 dias de implantaci6n.

Esto sugiere que a tiempos mss cortos de implantaci6n,  Ias WJ-MSC expresan ya sea

altos  niveles  de VEGF-A,  o  bien,  que  su  presencia  en  las  matrices  induce  una  mayor

expresi6n de esta proteina en el animal.  No obstante, tampoco podemos descartar una

combinaci6n  de  ambos  mecanismos.  Lo  anterior  indica  que  el  efecto  de  las  WJ-MSC

posiblemente  es  importante  en  etapas  iniciales  de  los  procesos  de  regeneraci6n  y

consecuentemente  con  las  mayores  diferencias  obtenidas  para  la  vascularizaci6n  a

periodos  cortos  (5  dlas)  asi  como  el  aumento  en   la  tasa  de  formaci6n  de  redes

vasculares dentro de la matriz promovida por la presencia de WJ-MSC.

Como  las  mayores  diferencias  experimentales  se  obtuvieron  luego  de  5  dfas  post-

cirugfa, se profundiz6 en el estudio de expresi6n luego de 5 dias de implantaci6n.
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Figura  12. WJ-MSC incrementa la abundancia de VEGF-A en  el  lecho de la herida luego
de una estadi'a de 5 di'as en los animales. Expresi6n de Netrina-4 y VEGF mediante Western
blot  de  lisado  de    matrices,  represenfativo  de  matriz  izquierda  y  derecha  de  cada  animal  (3
experimentos   distintos)   de   5   (A)   y   10   dias   (F)   de   implantaci6n.   Se   muestran   imagenes
representativas  de  las  prote[nas  (panel  superior),  asi  como  la  cuantificaci6n  relativa  de  las
densitometrias  normalizadas  respecto  de  P-actina  para  ambos  factores  (panel  inferior).  Los
valores corresponden al promedio ± E.S.  (*p < 0,05).

Posteriormente,   se  evalu6  la  expresi6n   /.r}   v/.vo  de  una  extensa  gama  de  factores

tr6ficos  producidos exclusivamente por las WJ-MSC en  el  lecho de  la  herida  mediante

ensayos   de   proteoma   humano   (Figura   13).   El   kit   utilizado   provee   de   anticuerpos

altamente  especfficos  contra  antigenos  humanos,  por lo  que  los  lisados  de  matrices

carentes  de  WJ-MSC  implantadas  en  ratones  durante  5  dfas  no  presentaron  marca

incluso  luego  de  una  sobreexposici6n  prolongada,  exceptuando  en  el  caso  del  factor

endotelina-1  (Figura  13A).

Los  resultados  indican  que  luego  de  5  dias  de  implantaci6n  con  WJ-MSC,  6stas

expresaron una vasta gama de factores tr6ficos relacionados con distintos mecanismos
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involucrados   en   la   sanaci6n   de   heridas,   tales   como   los   procesos   angiog6nicos

(Angiogenina,  Angiopoyetina-1  y -2,  Endostatina,  Endotelina-1,  aFGF,  UPA,  VEGF-A e;.

IGFBP-2),  antiangiog6nicos  (PEDF  e  lGFBP-3),  inflamatorios  (Angiostatina,  HB-EGF,

HGF, TIMP-4 y Trombospondina-1 ), reparaci6n de tejidos (Activina-A, Endoglina,  lL-8 y

Pentraxina-3),   migracidn  celular  (CXCL16,   DPPIV.   MMP-8  y  TIMP-1)  y  coagulaci6n

(Factor de coagulaci6n  Ill,  Factor4 plaquetario y Serpina E1).  Lo anterior, da cuenta de

que   el   tipo   celular   en   estudio   participa   activamente   en   el   proceso   global   de

regeneraci6n de las heridas inducidas experimentalmente en los animales operados.

Acelular (lM)

Prcrfuggivco

iE^.n'(

WJ-MSC^(lM)

Reparacidn
dB Tejidce Mgracich       Coagulacl6n

:..`.``..``i-.`:`:.```:,`:...`...```````....i.`\....`:``'.`.`...``...`.`::...`..`...i.`.`.`.:``:':````..`..:.:...:`.,`..:.:``,.::::.```.;..:`:.`...........:``.

FIgLlra   13.   Las  WJ-MSC   expresan   L[na   extensa  gama  de  factores   relacionados   con
procesos de sanaci6n de tejidos luego de estar implantadas durante 5 di'as en e] dorso de
ratones   adultos.   A)   lmagen   representativa   de   ensayos  de   proteoma   de   matrices   control
(izquierda)  y  conteniendo  WJ-MSC  (derecha).   B)  Cuantificaci6n  relativa  respecto  del  control
positivo  de  todas  las   mol6culas  expresadas  por  las  WJ-MSC  graficadas  de  acuerdo  a  su
funci6n. Los valores corresponden al promedio ± E.S (n=3).
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3.3.      Permanencia  de  las  WJ-MSC  en  las  matrices  posterior  al  perl'odo  de

imp]antaci6n

Para  evaluar la  permanencia de  las WJ-MSC  en  las  matrices  posterior al  periodo  de

implantaci6n de 5 6 10 dias, se evalu6 el contenido celular total mediante la tinci6n con

Hematoxilina  y  Eosina  (Fjgura  14),  que  indic6  la  presencia  de  celulas  tanto  en  las

matrices  control  como  en  las  sembradas  con  WJ-MSC.  Encontramos  que  el  nt]mero

celular fue  mayor en  presencia  de  las WJ-MSC  para  ambos tiempos de  implantaci6n.

Esto podrfa deberse al hecho de que las WJ-MSC podrl'an aportar con mayor densidad

poblacional  (e  incusive  proliferar en  el parche),  asi como con  una  mayor migraci6n de

las celulas murinas en respuesta al secretoma de estas.

A su vez,  resulta evidente que posterior a los  10 dias de implantaci6n,  existe un mayor

ndmero celular que  luego de 5 dias,  dado por un  mayor tiempo  para  los procesos de

duplicaci6n y migraci6n celular hacia el sitio de la herida.
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Figura  14.  Las  WJ-MSC  lncrom®ntan  la  densidad  poblaclonal  den(ro  de  las  matrices
Integra.  Tinci6n  con  Hematoxilina y Eosina de las matrices posterior a 5  (A-B) y  10  (C-D) dlas
de  implantaci6n  en  ausencja  y  presencia  de WJ-MSC.  Un  acercamiento  a  las  matrices  (panel
superior) revela que el contenido celular en el control es menor que en presencia de WJ-MSC a
los  5  y  10  dias  de  implantaci6n,  no  siendo  posible  sin  embargo  precisar si  se  trata  de  c6lulas
murinas  o  humanas.  Las  puntas  de  flecha  en  el  acercamiento  6ptico  indican  la  posici6n  de
nucleos de celulas dentro de las matrices teflidas.

Luego  de  verificar  la  presencia  de  las  c6lulas  contenidas  en  las  matrices  posterior al

periodo de  implantaci6n,  se evalu6 si efectivamente dentro de dicha  poblaci6n  celular,

las  WJ-MSC   implantadas  aLln  pemanecian  presentes.   Pare   lo  cual,   se   realizaron

ensayos   de    inmunohistoquimica    contra    el    peptido    Presinilina-1,    que   solo    esta

expresado   en   las   c€lulas   provenientes  de   origen   humano   sin   presentar   reacci6n

cruzada con  las celulas de origen  murino (Figura  15).  Los  resultados demostraron  que

luego de periodos de 5 y  10 dias,  las celulas  permanecen dentro de  la  matriz en  que

fueron sembradas. Sin embargo,  no es posible identificar la relaci6n entre el ntlmero de

c6lulas humanas dentro de la matriz  luego de 5 o de  10 dias,  por lo que no se puede

inferir  si  dichas  celulas  estan  muriendo,  proliferando  o  migrando,  o  bien,  que  hayan
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ocurrido   todos   los   procesos   mencionados   en   distintas   subpoblaciones   de   celulas

dentro de la misma matriz.

Figura  15.  Las  WJ-MSC  permanecen  dentro  de  [as  matrices  lmplantas  en  los  animates
luego  del  perfodo  de  implantaci6n.  Inmunohistoqulmica  anti-presinilina-1   para  las  matrices
posterior a  5  (A-B)  y  10  (C-D) dlas de  implantaci6n.  Se  indican  las  matrices  control  y con WJ-
MSC.  Se  observa  que tanto  para  5  (a) como  10  (D) dias,  las WJ-MSC  permanecen  dentro de
las  matrices.  Las  puntas  de  flecha  en  el  acercamiento  6ptico  indican  la  posict6n  de  celulas
humanas dentro de las matrices ensayadas.

Este resultado se vuelve relevante puesto que,  pese a que no se puede descartar que

las  WJ-MSC  no  migren  hacia  sitios  aledaFios  de  la  herida,  la  permanencia  de  estas

c6lulas dentro de  las matrices  sugiere que 6stas son,  efectivamente,  las responsables

de  la  vascularizaci6n  observada  en  el  animal  gracias a  la  secreci6n  local  de factores

tr6ficos dentro de las matrices.
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4.    DISCUS16N

Desde hace  mucho tiempo,  la  piel  ha  sido considerada como  un 6rgano de protecci6n

total,  que les servla a  los seres vivos  para  protegerles y aislarles  del entorno. Aunque

su funci6n principal sigue siendo la de prctecci6n contra los factores nocivos del medio

exterior, tambien constituye un complejo metab6Iico,  inmunol6gico y sensorial  (Supp &

Boyce, 2005).  El concepto de la piel como barrera infranqueable,  ha ido evolucionando

a medida que se ha  ido conociendo  la estructura y las funciones de la piel,  llegandose

a la situaci6n actual en la que se considera a este 6rgano como un sistema de relaci6n

con  el  exterior  (Supp  &  Boyce,  2005).  Si  existen  heridas,  la  piel  estafa  destruida  en

mayor o  menor medida,  y  no  realizafa  su  funci6n  de  barrera  protectora y  metab6lica

(Guo & Dipietro, 2010).

Con  esto en  consideraci6n  es  que  la  reparaci6n  de tejidos  en el  campo  de  medicina

regenerativa  ha  surgido   para   mejorar  la   calidad   de  vida  de  cientos  de   personas

afectadas.   En   este  contexto,   se  han  abordado  mdltiples   estrategias  que  permitan

acelerar el proceso de sanaci6n dermica, dentro de las cuales se encuentra el uso de

matrices  bioartificiales,  particularmente  relevante  durante  los  tlltimos  afios   (Jones  y

col.,  2002;  Gurtner y  col.,  2008;  Macneil  2008;  Shi y col.,  2011 ;  Fomigli y col.,  2012).

Sin  embargo,  el  uso  de  dichas  matrices  es  atin  limitado  debido  a  las  altas  tasas  de

infecci6n y  baja  capacidad  regenerativa observada en  los  pacientes  (Heimbach  y col.,

1988;  Machens y col., 2000;  Pham y col., 2007),  principalmente por la falta de oxigeno

y  nutrientes,  ya  que  una  de  las  restricciones  principales  en  la  reparaci6n  de  heridas

cr6nicas se debe a procesos limitados de angiogenesis.
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En  este  sentido,  existe  un  vasto  ndmero  de  estudios  que  han  demostrado  que  lag

celulas     troncales      mesenquimaticas     tienen      propiedades      pro-angiogenica§     y

promovedoras  de  sanaci6n  de  tejidos  (Gnecchi  y  col.,  2008;  Salem  &  Thiemermann,

2010;  Shefty y  col.,  2011;  Jackson  y  col.,  2012;  Burlacu  y  col.,  2013).  Par  lo  tanto,  el

intefes  de  este  trabajo  fue   la   generaci6n   de   una   matriz  bioactivada   mediante   la

combinaci6n  de  dos  importantes  herramientas  en  ingenieria  de  tejidos:  una  matriz

bioartificial   basada   en   colageno   que,   enriquecida   con   c6lulas   mesenquimaticas

troncales,    promueva    procesos    de    angiogenesis,    permitiendo    la    sanaci6n    de

determinados tejidos, en este caso,  la piel.

En  el  desarrollo  de  este  estudio,  lo  primero  que  se  hizo  fue  caracterizar dos tipos  de

poblaciones  de  MSC  para  poder  optimizar  la  fuente  celular,  para  lo  que  se  busc6

determinar   la   relaci6n   existente   entre   las  WJ-MSC   y  AD-MSC,   sembradas   en   3

distintas  matrices,  en  cuanto  a  una  serie  de  pafametros  celulares  con  6nfasis  en  la

difusi6n    del    principio    activo    (en    este    caso    factores    pro-angiogenicos    y    anti-

inflamatorios).   Una   vez   tipificadas   las   distintas   clases   de   matrices   a   utilizar,   se

ensayaron, empleando diferentes condiciones experimentales /.n v/fro,  para ver si estas

influyen   en   los   procesos   de   liberaci6n   de   factores   paracrinos.    Por   tll{imo,    se

§eleccionaron  las  membranas  lM,  con y sin  WJ-MSC,  pare  ser ensayadas simulando

una "situaci6n real", es decir, colocandolas en heridas en contacto con muestras de piel

murina en un modelo de reparaci6n dermal.  La piel mas parecida a la humana es la de

monos y cerdos, pero la piel que mas se usa en  los laboratorios es la de los roedores

que  presenta   la  caracteristica  de  ser  mss  permeable  en  comparaci6n  con   la  piel

humana  (ldson,1975).
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4.1. Caracterizaci6n /.n v/.fro de las WJ-lvISC en matrices bioar[lficiales

En  este trabajo se demostr6 que las WJ-MSC se asientan homog6neamente tanto en

lM como en  matrices de colageno  I  (Figura  5A,  8),  por lo que  podemos  inferir que  las

celulas  se  adectlan  a  la  situaci6n  de  cul{ivo  tridimensional  en  dichas  matrices.  Otros

autores  nan   demostrado  que  las  WJ-MSC  se  asientan   en   determinados  tipos  de

matrices  bioartificiales  (Kenar y col.,  2010),  sin  embargo,  sin  prop6sitos  de  reparaci6n

dermal.  Cabe  destacar a  su  vez,  que  el  cultivo  de WJ-MSC  en  matrices  lntegra,  de

colageno tipo  I,  o en otro tipo de matrices,  no ha sido  reportado con anterioridad  en  el

contexto de regeneraci6n tisular.

A  su  vez  se  vio  que  luego  de  24  horas  de  privaci6n  de  suero,  no  hay  diferencias

significativas   en   la   actividad   metab6lica   de   las  WJ-MSC   sembradas   sobre   lM   o

colageno   I   (Figura  6A),   par  lo  que  probablemente  ni  el  asentamiento  celular  ni   la

viabilidad  sean  responsables  de  la  habilidad  diferencial  de  secreci6n  observada  para

las WJ-MSC sembradas en ambos tipos de matriz basadas en colageno (Figuras 8-9).

Una  posible  explicaci6n  de  esto  es  que  los  factores secretados  por las  celulas  estan

siendo  retenidos  en  las  matrices  de  colageno  I,  ya  que  ha  sido  reportado  que  6ste

concentra  los factores  secretados  por distintos tipos celulares,  con  el fin  de  emular si:

nicho natural (Martinez y col.,  2013).

Se  ha  demostrado  que  uno  de  los  factores  criticos  para  una  difusi6n  apropiada  de

nutrientes,   materiales   de   desecho   y   factores   solubles   depende   estrictamente   del

tamafio  del  poro,   su   geometria  y  distribuci6n   (Lee  y  col.,   2008).   Es  mas,   se  ha

confirmado que los haces de colageno tipo I tienden a tener un enramado mas grueso

que  aqu6l  presente  naturalmente  en   la   matriz  extracelular  (Elsdale  &  Bard,   1972).

Mientras   que   las   matrices   lntegra   por   su   parte,   tienen   un   tamafio   de   poro   y
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composici6n  disefiados  para  tener  una  estructura  mas  porosa  que  el  colageno  por si

solo  (Murphy  &  O'Brien,  2010;  Yao  y  col.,  2013).  Estas  propiedades  podrian  permitir

una  mejor y  mss  eficiente  difusi6n  de  los  factores  solubles  cuando  las  celulas  estan

sembradas en lM en comparaci6n con las matrices de colageno tipo I.

Se   demostr6   tambien   que   las  WJ-MSC   mantienen   mayores   niveles   de   actividad

metab6lica durante largos periodos de privaci6n de suero cuando estan sembradas en

lM  en  comparaci6n  con  matrices  de  colageno  tipo  I  e  lls  (Figura  6A).   El  caso  del

colageno  se  debe  probablemente  a  la  permeabilidad  reducida  de  nutrientes  como  se

mencion6 con anterioridad,  asf como tambi6n al hecho de que esta matriz se degrada

con el tiempo posiblemente por la  propia acci6n proteolitica de las c6lulas  (Figura 6C),

dejando  menor  cabida  para  el  asentamiento  y  proliferaci6n  celular.  Por  otro  lado,  la

menor actividad  metab6[ica  de  las  mismas  celulas  en  matrices  lls  se  puede  deber a

que  su  distribuci6n  no  fue  homog6nea  dentro  de  la  matriz  (Figura  5C),  pese  a  que su

sembrado  se  realie6  en  las  mismas  condiciones  que  en  matrices  lM  o  colageno  I.

Tambien son  relevantes las propiedades fisicas de las  matrices  lls,  puesto que esfan

constitujdas  de  fibras  de  quitosano  entrecruzadas,  gelatina,  acido  hialur6nico  y  geles

de fibrina,  cuya  biocompatibilidad  ha sido  demostrada  (Weinstein-Oppenheimer y col.,

2010),  sin  embargo,  Ia  fibrina  no  forma  na{uralmente  parfe  de  ]a  matrLz  extrace]u[ar,

sino que solo esfa presente temporalmente durante la sanaci6n de tejidos  (Mano y col.,

2007),  lo  que  podria dar cuenta  del  mal  asentamiento y  baja viabilidad  de  las  celulas

sembradas en lls incluso durante periodos breves carentes de suero.

Cabe destacar que la matriz lntegra esta compuesta por elementos biocompatibles que

emulan   la  matriz  extracelular  y  tienen  una  porosidad  tal  que,,ipeiTnite  la   infiltraci6n

celular y permeabilidad  de nutrientes  (Yao y col.,  2013). Ademas esta aprobada por la
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FDA  y  ha  sido   utilkada   en  varios  ensayos  clinicos  con   resultados   prometedores

(Moiemen y col.,  2006;  Cuadra y col., 2012; Yao y col„  2013).  Por lo anterior,  sumado

al    hecho    que    en    esta    tesis    demostramos    que    las    WJ-MSC    se    asientan

homogeneamente en  dicha  matriz y mantienen su  actividad  metab6lica en  situaciones

de  estfes,  se  determin6  la  utilizaci6n  de  la  matriz  lM  para  llevar  a  cabo  tanto  los

ensayos  /.a v/.fro comparando con AD-MSC, asi como los ensayos /.n v/.vo en un modelo

murino de reparaci6n dermal.

Las   matrices   lM,   sembradas   con   WJ-MSC   o   AD-MSC,   no   presentaron   mayores

diferencias en cuanto al asentamiento celular (Figura 5A,  D), sin embargo,  las WJ-MSC

mantienen  niveles  mayores  de  actividad  metab6lica  en  condiciones  de  privaci6n  de

suero  (Figura 68).  Este resultado  podria  explicarse de acuerdo al tej.ido  de donde son

aisladas dichas c6lulas, si se toma en cuenta el hecho de que las matrices proveen un

ambiente  de  hipoxia  para  ellas  (Landman  &  Cai,  2007).  Considerando  lo  anterior,  es

sabido  que  las  WJ-MSC  se  encuentran  naturalmente  en  el  cordon  umbilical,  cuyos

niveles normales de oxigeno oscilan entre  1,5 y 8%  (Ma y col., 2010), mientras que los

del  tejido  adiposo  fluctdan  entre  10  y  15%  (Bizzarri  y  col.,  2006).  Esto  pudiese  estar

dando cuenta del por qu6 las WJ-MSC pueden adaptarse mejor a mayores niveles de

hipoxia  a  diferencia  de  lo  que ocurre  con  las AD-MSC  (Lavrentieva y col.,  2010).  Mss

aun,  se  observ6  una  mayor  actividad  metab6Iica  asi  como  su  mantenci6n  para  las

WJ-MSC  en  comparaci6n  con  las  AD-MSC,  Io  cual  puede  deberse  al  hecho  que  la

primeras  poseen  una  mayor  vitalidad  y  mayor  tasa  de  duplicaci6n  que  las  celulas

aisladas desde tejido adulto (Hass y col., 2011).

Cabe destacar que estudios de secretoma con WJ-MSC son atln escasos  (Carvalho y

col.,   2011;   Choi  y   col.,   2013),   sin   embargo,   se   ha  demostrado   que   las  WJ-MSC
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secretan  una amplia gama de citoquinas y factores tr6ficos  (Yoo et al.  2009),  ademas

se han  reportado  propiedades angiog6nicas de  las WJ-MSC tanto  /.n  v/.fro (Choi y  col.,

2013;   Hsieh  y  col„  2013)  como   /.n  vivo  (Choi  y  col„  2013;  Azari  y  col„   2011).   Sin

embargo, no existen reportes en la literatura indicando  que las WJ-MSC sembradas en

matrices tridimensionales  conserven  dichas  propiedades  /.n  v/.fro o  /.n  v/'vo,  ni tampocc`

se han realizado estudios prote6micos en condiciones libres de suero.

Considerando la  posible aplicaci6n en  medicina  regenerativa, se realizaron ensayos en

ausencia   de   suero,   dependiendo   exclusivamente   de   una   apropiada   sefializaci6n

autocrina y paracrina. Atin  mas,  las WJ-MSC estar[an expuestas a  las condiciones del

nicho de la herida, que sin duda implicaria  un inmenso esttes para e[[as  (Gurtner y col„

2008;   Junker  y   col.,   2013).   Cabe   destacar  a   su  vez,   que  a   la  fecha   no   existe

conocimiento  sobre  una  respuesta  inmune  que  pudiese  ser  gatillado  por  el  suero  /.n

v/.vo,  motivo  por el cual se  ham  propuesto  otros vehiculos  para  la  entrega  de  MSC,  tal

como el plasma rico en plaquetas (Formigli y col., 2012).

En  este trabajo  se corrobor6  que  en  condiciones  de  privaci6n  de suero,  las WJ-MSC

cultivadas  en  matrices  bioartificales  expresaron  y  secretaron  factores  angiogenicos

clasicos   y   no   cla§icos   (Figuras   7-8),   asi   como   una   extensa   gama   d;   factores

involucrados  en  la  sanaci6n  de  tejidos  (Figura  9),  volviendolas  potencialmente  aptas

para su  uso en  terapia  celular con  fines  de  reparaci6n tisular.  Cabe destacar que  los

factores tr6ficos  secretados  por las WJ-MSC  en  su  conjunto,  constituyen  un  estimulo

que  puede  actuar tanto  sobre  celulas  endoteliales  como  estromales  en  terminos  de

migraci6n,  proliferaci6n,  po[aridad,  diferenciaci6n  y  comunicaciones  celula-ce[ula  para

promover el desarrollo de nuevas redes vasculares (Herbert & Stainier, 2011 ).
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4.2. Caracterizaci6n /.n v/.vo de las WJ-MSC en matn.ces bioar[ificiales

Se  demostr6  en  este  trabajo  que  las WJ-MSC  promueven  la  vascularizaci6n  /.n  v/.vo

durante  un   proceso  de   reparaci6n   dermal  dependiente  de   matrices  con   una  tasa

angiogenica mayor que las  AD-MSC o las matrices por si solas (Figura 10).

Es   relevante   destacar   la   diferencia   significativa   obtenida   en   la   vascularizaci6n

promovida  por  las  WJ-MSC,  dentro  de  las  matrices  implantadas  en   los  animales,

mientras  que  las  AD-MSC  no  producen  el  mismo  efecto  a  largo  plazo.  Esto  cobra

especial intefes dado que las AD-MSC ham sido ampliamente utilizadas en el campo de

la   medicina   regenerativa   (Schaffler   &   Bt]chler,   2007;   Jackson   y   col„   2012).   Sin

embargo,  hasta ahora no se habian  realizado estudios comparativos mostrando estas

diferencias entre ambos tipos celulares en un modelo /.n v/.vo.

Mss atln, dentro de las ventajas observadas al utilizar las WJ-MSC, es que estimularon

una aceleraci6n en el proceso de vascularizaci6n  respecto de las AD-MSC (Figura 10),

a§i como tambi6n  una  mejor definici6n  de  las  redes vasculares formadas.  Esto  podria

deberse a la  mejor capacidad que tienen  las WJ-MSC  de adaptarse a situaciones de

esttes,   asi   como   su   menor   tiempo   de   duplicaci6n    (Lee   y   col.,   2012)   y   mas

importantemente, a una mayor habilidad secretora de los factores tr6ficos relacionados

con  los  procesos  de  reparaci6n  de  tejidos  /.n  v/fro  (dates  no  publicados).  Ademas,  el

secretoma  de  las  WJ-MSC  genera  un  efecto  angiogenico  sobre  una  red  vascular

completa, evidenciado por la formaci6n y orientaci6n de vasos sanguineos en ensayos

realizados  con  la  membrana  corioalantoidea  de  pollo  (CAM)  (datos  no  publicados),

ampliamente utilizado como modelo de angiogenesis (Ponce & Kleinman, 2003;  Ribatti

y col., 2006).
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Considerando que en el contexto de utilizaci6n de estas c6lulas  /.r} v/.vo, estas no deben

provocar  rechazo  inmunogenico,  en  lugar de  ensayar en  animales  inmunodeprimidos

como ha sido reportado previamente en  la literatura  (Truong y col.,  2005;  Egafia y col.,

2009;  Danner y col.,  2012;  Sukpat y col.,  2013),  se  utiliz6  la  cepa  inmunocompetente

Balb/c.   Importantemente,   los  animales   no   reportaron   cambios   significativos   en   los

niveles  de  las  moleculas  evaluadas  (TNF,   lFN-Y,   MCP-1   e  lL-6),  indicando  que  no

presentaron  cambios  en  su  inflamaci6n  sistemica  durante  10  dfas  de  implantaci6n  de

WJ-MSC  respecto  de  matrices  solas  (Figura  11).  Esto  sugiere  que  los  animales  no

presentaron   un   rechazo   inmunol6gico   hacia   las  c6lulas   humanas  implantadas,   sin

embargo  no  se  puede  descartar que  la  inflamaci6n  producto  de  la  cirugia  misma  fue

tan  elevada  que  una  respuesta  por  sobre  la  misma  no  habria  podido  ser detectada.

Para  poder  descartar  este  factor,  resultaria  necesario  el  uso  de  un  control  positivo,

posible mediante  la  evaluaci6n  de  la  inflamaci6n  sistemica  en  los animales  posterior a

la   aplicaci6n   de   celulas   que   si   presentarian   rechazo   inmunogenico.   Empero   los

resultados  obtenidos  en  este  trabajo  sugieren  que  estas  celulas  son  potencialmente

atractivas para su uso en terapia celular alogenica.

Los  efectos  observados  en  la  promoci6n  temprana  de  la  angiogenesis  y  sanaci6n

mediante el uso de WJ-MSC, se condicen con los niveles observados de VEGF-A en el

lecho  de  la  herida  luego  de  5  y  10  dias  (Figura  12).  Puesto  que  la  presencia  de  las

WJ-MSC  en  el  lecho  de  la  herida,  promueven  un  aumento  significativo  en  los  niveles

de  dicho  factor  respecto  de  las  matrices  vac fas,   pero  dicho  efecto  solo  ocurre  a

tiempos cortos  (5  dias).  Esto es  sumamente interesante,  puesto que se ha  referido a

VEGF-A  como  el  factor  con  el  mayor  potencial  pro-angiog6nico  descrito  a  la  fecha

(Otrock   y   col.,   2007;   Gerhardt,   2008),   siendo   indispensable   durante   los   eventos
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tempranos   de   la   angiog6nesis,   participando   particularmente   en   los   procesos   de

migraci6n y proliferaci6n  de  las celulas endoteliales  (Ferrara y col.,  2003;  Barrientos y

col., 2008).

Este efecto se podria explicar gracias a la secreci6n de una extensa gama de factores

tr6ficos  por parte  de  las WJ-MSC  en el  sitio  de  la  herida  (Figura  13),  que  podrian  ser

las  responsables  de  inducir  una  mayor  expresi6n  murina  de  moleculas  relacionadas

con  el  proceso  de  sanaci6n  en  las  etapas  iniciales  del  mismo,  como  es  el  caso  de

VEGF-A, o bien,  por si solos constituir estimulo suficiente para los efectos observados,

o mss probablemente, una combinaci6n de ambas altemativas.

Resulta  evidente  entonces  que  las  WJ-MSC  expresan  un  set  especifico  de  factores

tr6ficos y citoquinas  (Schultz y col„ 2012) de manera homeostatica, en  respuesta a los

requerimientos de la herida (Barrientos y col., 2008). Mas atln, las c6lulas podrian estar

expresando dichos factores durante todas las etapas de regeneraci6n de acuerdo a los

requerimientos temporales de la herida (dentro de un Tango dinamico),  lo que contrasta

fuertemente con  la presencia exclusiva de un factor angiog6nico (inclusive aplicado en

exceso), ya sea clasico  o  no clasico,  o el  uso de medio  condicionado,  que constituiria

tlnicamente  un  estimulo  inicial,  luego  de  lo  cual  serian  degradados  por  las  proteasas

presentes en el sitio de la herida  (Robson y col„  1992;  Mast,1996;  Robson,1997).  Es

importante  recalcar  entonces  el  hecho  de  que  la  gama  de  dichos  factores  en  su

conjunto,    posiblemente    logra    promover    la    reparaci6n    del    tejido    de    manera

homeostatica.

Siguiendo con  esta  linea,  se  ha  reportado en  la  literatura que factores como VEGF y

las   Netrinas   promueven    procesos   de   angiog6nesis   tanto    /.r}   w.fro   (Klagsbrun    &
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Eichmann 2005;  Presta y col. 2005) como /n v/'vo (Park y col. 2004;   Gerhardt 2008; Li y

col.,  2011).  Sin  embargo,  los  ensayos  /.n  v/.fro cons{ituyen  sistemas  limpios  en  que  el

efecto generado  por otros factores ademas de  los estudiado pueden  ser retirados del

sistema, ya sea que solamente los elementos de intefes se afiadan al sistema, o bjen,

que  los  no  estudiados  sean  inhibidos.  Mientras que en  los  ensayos  /.n  vino realizados

para     evaluar    el     efecto     pro-angiogenico     de     dichos     factores,     se     utilizaron

concentraciones considerablemente mas altas que las fisiol6gicas,  por lo que su efectc`

es exacerbado y probablemente se aleje de los que ocurriria en un proceso natural de

reparaci6n.

Las  concentraciones fisiol6gicas  (Stefanini  y  col.,  2008)  y  la  vida  media  (Kleinheinz y

col.,  2010)  de  [os  factores  tr6ficos  tambien  debe  ser  consideradas,  sin  embargo,  la

informaci6n   es   escasa   pese   a   la   gran   importancia   que   cobra   una   apropiada

comprensi6n  de  la  estabilidad  y  el  efecto  generado  por  un  secretoma  completo  en  el

curso de la sanaci6n de diversos tejidos.

Durante  el  presente  seminario  de  titulo,  se  demostr6  a  su  vez  que  las  matrices  lM

permiten  la  infiltraci6n  celular (Figura  14),  promoviendo  la formaci6n  de  nuevo tejido a

partir del andamiaje que esta ofrece,  dentro de las cuales permanecen contenidas las

WJ-MSC sembradas  (Figura  15),  lo cual es sumamente  importante  puesto que es  un

posible  indicador de que estas permanecen confinadas al area de implantaci6n y que

posiblemente  no  ingresan  al  torrente  sanguineo  hasta  llegar a  otros  6rganos,  como

reportado  previamente  en  determinados  trabajos  (Ezquer y  col.,  2008;  Ezquer y  col.,

2011).  Sin  embargo no se puede descartar que  las WJ-MSC  hayan  migrado desde la

matriz imp[antada  hacia tejido aledafio,  por lo que claramente mss estudios deben ser

realizados para anular dicha alternativa.
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Es    claro    que    la    aproximaci6n    terapeutica    propuesta    en    este    trabajo    suena

prometedora,   empero  resulta  evidente  que  mayor  investigaci6n   es  necesaria   para

evaluar qu6 ocurre con  las WJ-MSC /.n v/'vo,  puesto que no existe evidencia acerca de

la  destinaci6n  de  dichas  c6lulas  posterior  a  su  implantaci6n  mediante  el  m6todo  de

entrega  propuesto en  este trabajo.  Por supuesto que tambien  se  requieren  etapas de

investigaci6n  clinica  para  evaluar  si  los  efectos  ben6ficos  observados  en  el  modelo

propuesto se conservan en nuestra especie.

4.3. Proyecciones del trabajo

Las   propiedades   pro-angiogenicas  que  poseen   las  WJ-MSC,   en  conjunto  con   su

capacidad  inmunomodulatoria,  presentados  en  los  resultados  de  este  seminario  de

titulo,  sugieren  fuertemente que el  uso  de  matrices  bioactivadas  con  WJ-MSC  es  una

alternativa altamente atractiva para procesos de reparaci6n de tejido en  protocolos de

terapia celular alogenica,  con  propiedades mei.oradas respecto de ctros tipos de MSC

utilizados actualmente en la clinica.

Serla  interesante  evaluar entonces,  si  los  resultados  obtenidos  en  un  modelo  animal

inmunocompetente sano, se conservan en animales con patologias cr6nicas en que los

procesos  de  vascularizaci6n  se  encuentren  alterados,  como  la  diabetes.  De  manera

complementaria,   identificar   la   destinaci6n   final   de   las   celulas   implantadas   en   los

animales,  asi como  determinar los  posibles  efectos adversos  luego  de  periodos  mss

largos de implantaci6n.
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5.    CONCLUSIONES

1.    Las  WJ-MSC  se  asientan  homog6neamente  y  permanecen  metab6licamente

activas  en  matrices  bioartificales  durante el  tiempo  de  evaluaci6n,  siendo  mss

resistentes que las AD-MSC a  condiciones de esttes.

2.    Las WJ-MSC  expresan y  secretan  factores  que  promueven  la  angiogenesis  y

sanaci6n de tejidos, tanto /.n v/'fro como /.n v/.vo.

3.    Las WJ-MSC sembradas en matrices bioartificiales tienen potencial terapeutico,

puesto   que   promueven   y   aceleran   el   proceso   de   reparaci6n   dermal,   en

comparaci6n con las AD-MSC expuestas a la misma condjci6n.

4.    Las   WJ-MSC    permanecen   en   el   area   de   implantaci6n,    promoviendo   la

infiltraci6n  de  celulas  murinas  hacia  el sitio  del dafio,  colaborando activamente

al proceso de cicatrizaci6n.
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