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RESUMEN

Las patologias que involucran alteraciones al proceso de sanacion de la piel
constituyen un problema grave en nuesira sociedad, por lo que la blisqueda por

modelos confiables que permitan abordar su tratamiento resulta fundamental.

En este trabajo se evalud, en un modelo murino de reparacion demmnal, una terapia
celular basada en la aplicacion de matrices bioartificales, constituidas principalmente
de colageno, conteniendo células mesenquimaticas provenientes de la gelatina de

Wharton (WJ-MSC).

En el cultivo tridimensional, las WJ-MSC se asentaron de manera homaogénea,
sobreviviendo ante situaciones de estrés, y ademas, expresaron y secretaron una
vasta gama de factores tréficos relacionados con procesos de angiogénesis, tales
como VEGF-A, Netrina-4, Angiogenina, Angiopoyetina-1, aFGF, entre otros. Sin
embargo, el perfil de secrecién de dichas células dependio de la matriz en que fueron
cultivadas, siendo mejor conservado en mairices Integra®. Ademas, las WJ-MSC
probaron ser angiogénicas in vivo, mejorando [a reparacion de piel mediante la
secrecion de factores tréficos. Inferesantemente las WJ-MSC demostraron promover la
formacion de una red vascular definida y acelerada respecto del efecto promovido por
las células mesenquimaticas derivadas de tejido adiposo (AD-MSC), utilizadas como

control, puesto que actualmente son utifizadas en la clinica con fines reparativos.

Cabe destacar que las WJ-MSC no generaron rechazo inmunogénico en los animales
inmunocompetentes utilizados, permanecieron viables y confinadas dentro de las
matrices implantadas, constituyendo a su vez un notable estimulo para la infiliracién de

células murinas.
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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 células representan una fuente atractiva de MSC para uso en

terapia celular alogénica para el tratamiento de isquemias agudas y/o cronicas.

ABSTRACT

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 1o address

the treatment of such wounds is fundamental.

In this work, a cell-based therapy centered in collagen bioartificial scaffolds enriched
with Wharton's Jelly Mesenchymal Stem Cells (WJ-MSC), was evaluated in a wound

healing mouse model.

In three-dimensional culture, WJ-MSC setiled 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 Integra® scaffolds. Moreover,
WJ-MSC proved to be angiogenic in vivo, 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
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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.

It 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 freatment of acute and/or chranic ischemia.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes bibliograficos

1.1.1. Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso por el cual se forman vasos sanguineos nuevos a partir
de vasos preexistentes y constituye un proceso esencial tanto en el desarrolio
embrionario como en la homeostasis de tejidos y/o reparacion de lesiones en
individuos adultos. En mamiferos, este proceso se encuentra altamente regulado por
multiples factores, incluyendo la oxigenacion y cambios en la actividad metabolica del
tejido, puesto que los capilares son necesarios para la difusion de nutrientes y
metabolitos (Krogh, 1919; Folkman & Shing, 1992). Tal como se indica en la Figura 1,
se han descrito dos tipos de angiogénesis, “brotante” e “intususceptiva” (del inglés

sprouting e intussusceptive, respectivamente (Adair & Montani, 2010).

PR

-
brotante ot &

Figura 1. Tipos de angiogénesis. Esquema de la organizacién de los procesos de
angiogénesis brotante (izquierda) e intususceptiva (derecha) (modificado de Adair & Montani,
2010).

La angiogénesis brotante se caracteriza por la formacion de brotes compuestos por

celulas endoteliales, que generalmente migran hacia estimulos angiogénicos, tal como




el factor de crecimiento vascular endotelial de tipo A (del inglés, vascular endotelial
growth factor, VEGF-A) (Gerhardt, 2008). Es asi como este {ipc de angiogénesis puede
afiadir vasos a porciones de tejido carente de ellos. Por ofra parte, la angiogénesis
intususceptiva involucra la formacion de vasos sanguineos mediante un proceso de
particién, en el cual, slementos del intersticio invaden los vasos existentes, formando
una red de tejido fransvascular que se expande (Makanya y col., 2009). Ambos tipos
de angiogénesis pueden ocurrir en todos los tejidos del cuerpo {(Adair & Montani,

2010).

En condiciones fisioldgicas, 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-Téllez v col., 2007). Es por esto que se
ha reconocide que el control de la angiogénesis podria tener valor terapéutico, por
ejemplo, al estimularla durante procesos de reparacion de tejido dafiado, asi como
también en pacientes que posean enfermedades de isquemia crénica (Danner y col.,
2012), entendiendo por isquemia al estrés celular causado por la disminucion
transitoria 0 permanente del flujo sanguineo y consecuente disminucion del aporte de
oxigeno, de nutrientes y la eliminacion de desechos metabdlicos (Varu y col.,, 2010), o
bien, deprimirla en enfermedades como el cancer o artritis reumatoide, entre otros

(Adair & Montani, 2010).

Siguiendo con esta linea, es importante mencionar que la induccion de la angiogénesis
se ha relacionado con moléculas de diversa indole, tales como las pertenecientes a la
familia del VEGF, angiopoyetinas, factor de crecimiento derivado de plaquetas (FDGF)
y miembros de la familia del 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 cal.,




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

la fecha (Otrock y col., 2007).

1.1.2. Similitudes a nivel molecular y estructural de los sistemas de guia axanal

y vascular

Puesto que las redes vasculares y neuronales son dos sistemas ramificados complejos
que comparten similitud en términos de su formacion, organizacion y patrones de
distribucion en los tejidos (Figura 2), se ha postulado que ambas podrian estar
finamente reguladas por factores en comdn (Carmeliet, 2003; Anders y col., 2006). El
paralelismo celular entre el cono de crecimiento axonal de una neurona, y la célula
endotelial punta presente en un vaso sanguineo angiogénico, sugiere que estas
estructuras, responden de manera similar a las sefiales quimicas provenientes de sus
respectivos medio ambientes (Tam & Watts, 2010), por lo que la investigacidn de
moléculas de guia axonal (efrinas, semaforinas, slits y netrinas) en procesos de

angiogénesis se ha vuelto relevante.

Diversos estudios han demostrado que las cuatro familias de moléculas de guia axonal
son capaces de dirigir el patrén de formacién del sistema vascular (Klagsbrun &
Eichmann, 2005; Eichmann y col., 2005; Cammeliet & Tessier-Lavigne, 2005; Weinstein,
2005). Particularmente las netrinas, las primeras en ser identificadas como moléculas

atractantes, han sido las més estudiadas a la fecha (Springer, 2008).




Figura 2. Similitud anatémica del sistema nervioso y vascular. A) Esquema del patron
anatémico comun entre las redes del sistema vascular y circulatorio en el cuerpo humano
(modificado de Tam & Watts 2010). B) Inmunofluorescencia whole mount de piel de una
extremidad de ratén en estado embrionario E15.5 evidenciando la similitud en el patron de
distribucién 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 proliferacion endotelial (Wilson y col.,
2006; Castets y col., 2009) y existen variadas evidencias tanto in vitro (Klagsbrun &
Eichmann, 2005; Yang y col., 2007) como in vivo (Wilson y col., 2006; Larrieu-
Lahargue y col., 2010; Li y col., 2011) que sugieren que dichos factores cumplirian un
rol en la regulacién de la angiogénesis, tanto estimulandola (Park y col., 2004, Castets
y col., 2009; Larrieu-Lahargue y col., 2010; Li y col., 2011) como deprimiéndola (Lejmiy

col., 2008).

Por consiguiente, la induccién de procesos controlados de angiogénesis mediante el
uso de estas moléculas angiogénicas no clasicas podria tener valor terapéutico en

procesos de sanacion de heridas.




1.1.3. Reparacion tisular

La reparacién de tejidos es uno de los procesos bioldgicos mas 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 tecnologias dirigidas a tratar
enfermedades isquémicas de diversa indole. Luego de un dafio, mdltiples vias
metabolicas 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: inflamacién, formacién
de tejido (proliferacién) y remodelacién del tejido (Maxson y col., 2012), en que
participan componentes de la matriz extracelular, mediadores solubles, células de la
sangre, células endoteliales, queratinocitos, fibroblastos, entre ofros 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,
tlceras, entre ofros, resultando en graves problemas funcionales y psicologicos a largo
plazo para los pacientes (Egafia y col., 2009; Hocking & Gibran, 2010). Se sabe que la
sanacién de dichas heridas requiere de una compleja integracion de eventos
moleculares finamente regulados en el tiempo, relacionados tanto con la migracion y la
proliferacién celular, como del establecimiento de la matriz exiracelular y la
participacién de procesos angiogénicos (Gurtner y col., 2008). En personas sanas con
heridas de poca profundidad, no existen mayores inconvenientes para la progresion del
proceso de sanacion, sin embargo, ésta se ve mayormente alterada en personas con
heridas de sanacion lenta, incluyendo heridas cronicas debido a patologias como la

diabetes (Contreras-Téllez y col., 2007; With y col., 2009), asi como también a las



heridas de gran tamario y profundidad, que sanan mediante procesos de contraccion,

dejando cicatrices hipertréficas (Falanga, 2005).

En este escenario, la carencia de terapias confiables para el tratamiento de heridas de
sanacion 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 crénicas como para heridas

profundas que desarrollan cicatrices hipérrdficas.

1.1.4. Estrategias utilizadas para la regeneracion de tejidos

En la actualidad, no existen alternativas posibles para una reconstruccion permanente
del tejido posterior a prolongados periodos sin sanacion del mismo. Es por esto que se
han abordado diversas estrategias, tales como trasplantes de piel alogénicos (Burd &
Chiu, 2005), spray de queratinocitos (Grant y col., 2002; Currie y col., 2003), inyeccion
sistémica de células (Ezquer y col., 2008; Ezquer y col.,, 2011; Li y col,, 2013), entre
otros. Sin embargo, pese al progreso logrado en los Gltimos afios mediante el uso de
estas estrategias, es altamente probable que las heridas crénicas se resistan a las

terapias antes mencionadas.

Con estos antecedentes es que se han generado materiales biosintéticos con [a
intencion de sustituir la piel en heridas de sanacién lenta o de gran extension.
Particularmente, el uso de matrices bioartificiales basadas en colageno se ha vuelto
relevante (Drury & Mooney, 2003; Moiemen y col., 2008; Lee y col.,, 2008; Macneil,
2008; Murphy & O'Brien, 2010; Shiy col., 2011). Dichas matrices tienen como finalidad

emular la matriz extracelular, reflejando de mejor manera las condiciones biolbgicas y
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fisicas en las que se encuentran naturalmente las células en los=tejidos, actuando

como andamiaje para la infiltracién de células, seguido por procesos de angiogénesis y

regeneracion tisular (Moismen y col., 2006).

El uso de matrices bioartificiales presenta una serie de ventajas en comparacion con
los trasplantes de piel. En el caso de un trasplante autdlogo (del mismo individuo),
existen riesgos asociados a la falta de sitios donadores de piel sana. Por ofro lado, las
estrategias de transplante heterélogo (de ofro individuo) y xenoinjerto (de otra especie),

conllevan los riesgos de rechazo inmunogénico y fransmision de enfermedades.

Sin embargo, pese al hecho de que los materiales bioartificales no presentan los
problemas asociados a estrategias de trasplante, su usc es aln limitado debido a que
existen reportes clinicos indicando altas tasas de infeccion 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 angiogenesis,
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 vascularizacion, se han utilizado modelos de matrices bioartificiales unidos
covalentemente a moléculas promovedoras de angiogénesis 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 ofros, que permitan una

liberacién lenta de [os mismos.

Se ha postulado también como alternativa, la entrega directa de moléculas activas,

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




mostrado efectos pro-angiogénicos sustanciales en numercsos tipos celulares in vitro
(incluyendo fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales), asi como también una
sanacion acelerada en modelos murinos (Wemner & 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 side del fode
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
mantencién adecuada de dicho tejido (Falanga, 2012). Se ha demostrado ademas que
en muchos casos, los factores de crecimiento eniregados sufren una degradacion
rapida 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 células genéticamente modificadas para la sintesis y entrega de dichas
moléculas en forma regulada con el objeto de sobrellevar las limitaciones asociadas a
la aplicacién topica 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 sanacién de heridas es sumamente compleja, se
encuentra guiada por una estricta regulacién de muchos factores de crecimiento y
citoquinas cuya accion es altamente especifica en términos temporales y espaciales
(Singer & Clark, 1999). Es por esto que ligeros cambios en los niveles de dichos
factores, asi 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 células troncales

Considerando lo anterior, surge el planteamiento del uso de un sistema de terapia
celular, que se adapte al microambiente dinamico de la herida, liberando tnicamente la
cantidad necesaria de factores de crecimiento en la secuencia temporal apropiada, asi
como también de los componentes de la matriz extracelular (Schuitz y col,, 2012,
Falanga, 2012). Esto es posible mediante el uso de células que naturalmente
presenten un secretoma rico en factores de crecimiento y citoquinas que modulen [a
inflamacion de la herida (Hocking & Gibran, 2010), en un proceso de interaccién active
y bidireccional entre las células y el microambiente que las envuelve. Dichas
interacciones juegan un rol fundamental durante procesos de regeneracion de tejidos,
puesto que las respuestas moleculares y celulares de la herida se ven dirigidas por

esta conversacion (Schuliz y col., 2012).

A la fecha, se han abordado terapias celulares mediante el uso de queratinocitos
(Grant y col., 2002; Truong y col., 2005}, fibroblastos (Yasuoka y col.,, 2008; Martinez-
Santamaria y col., 2013), asi como la combinacién 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 células endoteliales, que han sido estudiadas in vitrv
para iniciar los procesos de angiogénesis (Schechner y col., 2000), empero no ha sido

demostrado in vivo (Sahota y col,, 2003).

Con estos antecedentes en consideracién es que se ha propuesto la inclusién de

células genéticamente modificadas en sustitutos de piel para poder, en teoria,
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sobrellevar estas limitaciones mediante la sobreexpresion de factores troficos
relacionados con el proceso de sanacion (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 células que de manera endogena

expresen factores que asistan la sanacion de tejidos de manera homeostatica.

En este sentido, se ha propuesto que el uso de células troncales puede ser de gran
utilidad para el tratamiento de diversos sindromes y patologias donde la
vascularizacion se encuentre alterada (Weiy col., 2012). Mas adn, durante los dltimos
afos, el uso de las células troncales se ha destacado con un rol impertante dentro de
la investigacion y aplicacién 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 células troncales se caracterizan por tener distintas propiedades que permiten la
autorenovacion y diferenciacion hacia mtltiples linajes celulares y tipos de tsjidos.
Dicho potencial de diferenciacion es jerarquico, siendo en orden descendiente:
totipotente > pluripotente > multipotente > unipotente. Las células troncales se
clasifican de acuerdo a la etapa especifica de la ontogénesis en que aparecen, es
decir, embrionario, fetal o perinatal y adulto (Pappa & Anagnou, 2009). Esto es
importante puesto que la obtencioh y uso de células troncales embrionarias esta
fuertemente limitada por temas éticos 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 investigacion se ha centrado en las

células troncales de origen perinatal y adulto, las cuales se pueden subdividir en dos
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tipos de células troncales multipotentes, con capacidad de diferenciaciéon a un nimero
de linajes celulares limitado (Wolf, 2009), que son las hematopoyéticas y las
mesenquimaticas, también denominadas células mesenquimales multipotentes del

estroma (Phinney & Prockop, 2007).

1.1.6. Células troncales mesenquimaticas (MSC)

LLas MSC se caracterizan por una serie de propiedades, tales como: (1) capacidad de
auto-renovacion {Peng vy cal., 2008); (2) multipotencia, potencial de diferenciacion hacia
diversos tejidos del linaje mesenquimatico (osteocitos, condrocitos, adipocitos,
mioblastos, cardiomiocitos, entre ofros) tanto in vitro (Mouiseddine y col., 2007) como
in vivo (Stewart & Stewart, 2011) y posiblemente también a tejido no mesenquimatico
(neuronal, endotelial, hepatico) (Schwartz y col., 2002; Lee y col., 2004; Wagner y col.,
2005); (3) formacidn de colonias fibroblastoide (CFU-F) cuando son cultivadas sobre
superficies de plastico (Castro-Malaspina y col., 1980); (4) expresién de marcadores
tipicos de células troncales (CD29, CD44, CD73, CD105), asi como la ausencia de
expresion de marcadores hematopoyéticos (CD14, CD34, CD45) (Wang y col., 2004;
Pozzi y col., 2006; Rojewski y col., 2008) y muy importantemente, (5) paricipan en la
homeostasis de tejido mediante la secrecién 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 médula dsea (Friedenstein y
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cal., 1968), tejido adiposo (Zuk y col. 2002), membrana sinovial (De Bari y col., 2001),
sangre periférica (Cao y col., 2005), cordén umbilical {(Wang y col., 2004), entre otros.
Asimismo, se ha demostrado que las MSC secretan una gran cantidad de factores
tréficos que favorecen la angiogénesis, migracion hacia el sitio del dafio, proliferacion,
diferenciacion y remodelamiento de la matriz extracelular {(Valtieri & Sarrentino, 2008;
Hematti, 2009; Ribeiro y col., 2012; Buracu y col., 2013). Las MSC tienen notables
capacidades inmunomodulatorias y anti-inflamatorias, asi como una baja expresién de
moléculas de histocompatibilidad de clase | y nula expresién de clase 1l {(Morandi y col.,
2008), ademas poseen la capacidad de migrar hacia zonas patoldgicas, incluyendo
heridas o areas isquémicas {Roufosse y col., 2004). Por lo tanto, la habilidad de dichas
células de modificar el microambiente de la herida mediante su migracion hacia el sitio
del dafio y posterior secrecion de factores tréficos, puede contribuir de manera

significativa a la reparacion de éstos (Phinney & Prockop, 2007).

Una de las fuentes de MSC mas utilizada, por ser la primera en ser descrita, es la de
médula dsea (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 obtencién es invasiva y la cantidad de células obtenida
por cada extraccién es relativamente baja, aln mas, tanto su nimero in vivo como su
capacidad de expansion y diferenciacibn ex vivo van declinando con la edad del
donante, asi como también de las patologias que éste pueda padecer (como diabetes,
hepatitis, etc.) (Shetty y col., 2011). Estas razones han obstaculizado su uso en
protocolos de regeneracién tisular, por lo que ha emergido el uso de células

mesenguimaticas derivadas de otfras fuentes, como el tejido adiposo (AD-MSC), cuya
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obtencién es menos invasiva que las BM-MSC al ser aisladas a pariir de lipoaspirados.
El método de obtencion de las AD-MSC provee un nimero celular mayor que las BM-
MSC por cada extraccién (Zuk y col, 2002) y se ha demostrado que las AD-MSC
presentan una mayor tasa de proliferaciéon y sobrevida en condiciones de estrés
cuando se compara con BM-MSC (Peng y col., 2008). Sin embargo, posteriormente se
describié que independiente de la fuente de MSC, la edad del donante se ve en directa
relacion con efectos perjudiciales en términos de proliferacion y multipotencia (Sensebe

y col., 2011).

Con esto en evidencia, nace la necesidad de buscar fuentes jovenes 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 bioéticos como el de las células
troncales de origen embrionario (Pappa & Anagnou, 2009), sumado al hecho de que
contienen grandes poblaciones de MSC (Sensebé 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 (Wagner y col., 2005; Ribeiro y col., 2012; Hsieh
y col., 2013), reforzando la idea de que nuevas fuentes de MSC podrian resultar mas

idoneas para su aplicacion en medicina regenerativa.

El cordén umbilical, es un ejemplo de tejido perinatal que tfradicionalmente es
considerado un material de desecho, se obtiene mediante un procedimiento que no es
invasivo ni presenta dilemas bioéticos por lo que se convierte en una atractiva fuente

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

El cordén umbilical es un anexo extraembrionario que posee en el interior una vena y
dos arterias, rodeadas por un tejido conjuntivo denominado gelatina de Wharton, rico

en células estromales (Figura 3), que seran el foco de estudio del presente trabajo.

Gelatinade e

Wharton \ - ::.\-',

_— /0

umbilical

Arterias
umbilicales

Figura 3. Histologia de un cordén umbilical humano. Corte histolégico de un cordon
umbilical tefiido 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 angiogénesis y regeneracion 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 alogénica, superando ampliamente

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

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

D0911047, han permitido caracterizar, estandarizar y optimizar las condiciones de
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cultivo de WJ-MSC, asi como la realizacion de una serie de estudios in vilro en cuanto

a la liberacion de factores promovedores de [a angiogénesis y cicatrizacion.

1.1.8. Aplicacién de MSC en reparacién tisular

A la fecha se han realizado ensayos de terapia celular (autogénica o alogénica) en
modelos animales cuya administracion se realizé6 mediante inyeccion intraperitoneal,
intravenosa o directa en la zona de la herida, cuyos resultados han sido exitosos,
donde las MSC utilizadas se establecieron en el sitio de la herida y promovieron Ia
sanacion 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 células no migren hacia
ofros tejidos promoviendo la formacién de tumores; mas aun, existen trabajos donde se
demuestra que MSC inyectadas mediante administracion intravencsa en ratones
migran hacia el higado, médula espinal, corazén y rifiones (Ezquer y col.,, 2008; Ezquer

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

Asimismo, mantener las células aplicadas en el sitio del dafio resulta fundamental,
puesto que los factores tréficos que éstas secreten, deben actuar sobre la herida y sus
proximidades para ejercer el efecto esperado, no asi sobre tejidos distantes. Es por
esto que se ha abordado la estrategia del uso de células en combinacién con matrices
bioartificiales (Lee y col., 2008; Egafa y col., 2009; Shi y col., 2011; Danner y col.,
2012), a modo de otorgar una superficie de adhesion a las células 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

células humanas implantadas en animales inmunodeprimidos (Truong y col., 2005;
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Sukpat y col., 2013), subestimando el rechazo inmunogénico que podria sufrir el animal
en el caso de abordarse una terapia celular alogénica. 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 podria presentar, para la abordar una terapia celular alogénica, la bioactivacion de
matrices artificiales mediante la combinacidén in vifro con WJ-MSC, productoras de

factores tréficos que fomenten [a reparacion de tejidos y angiogénesis funcional.

La presente memoria de titulo tiene por objetivo analizar el comportamiento de las WJ-
MSC in vitro e in vivo al ser cultivadas sobre matrices bioartificiales, enfocandose en su

potencial promovedor de angiogénesis y regeneracion dermal in vivo.
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1.2. Hipétesis

Las células troncales mesenquimaticas humanas provenientes de la gelatina de
Wharton (WJ-MSC) incluidas en una matriz biosintética inerte promueven la reparacior.

de tejidos en un modelo murino.

1.3. Objetivo general

Determinar la produccion de factores troficos de las WJ-MSC sembradas en una matriz

biosintética para su posterior evaluacién en un modelo murino de reparacion dermal.

1.4. Objetivos especificos

1. Evaluar la adhesién, viabilidad y expresion de factores pro-angiogénicos de las

WJ-MSC cultivadas en distintas matrices in vitro.

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

ratones en cuanto a la angiogénesis e inflamacion sistémica.

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

en ratones con lesiones tisulares inducidas.




18

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Seleccién de cordones umbilicales y consideraciones éticas

Las muestras de corddon umbilical fueron obtenidas a través de VidaCel previo
consentimiento informado para la donaciéon del material biologico de las pacientes
reclutadas en el marco de este Proyecto. Dichas muestras fueron utilizadas solo con el
fin expuesto en este seminario de titulo, que cuenta con la aprobacién de Comité de
ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile y con la aprobacion del

Comité asesor de bioética de FONDEF (D0911047).

Posterior al alumbramiento, el equipo de asistentes paramedicos de la sala de partos
deposito los cordones en DMEM (Gibco, Life Technologies) estéril suplementado con
1% (viv) antibidticos (100 U/ml Penicilina/Estreptomicina, HyClone, Thermo Scientific).

Sélo fueron seleccionadas aguellas muestras normales y de término.

2.2. Cultivo primario de Células Mesenquimidticas 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), seglin un protocolo previamente descrito
(Prasanna y col., 2010). Brevemente, el cordon fue cortado en trozos de 1 cm a los que
se les retiraron los lechos vasculares. La gelatina de Wharton fragmentada fue digerida
con la enzima colagenasa tipo | a una concentracion de 1 pg/ul (215 U, Gibco by Life
Technologies) durante un pericdo de 15-20 horas a 37°C con agitacién suave. Luego
de dicho periodo, se descartaron los restos no digeridos mediante filtracion por

gravedad. El tejido digerido y filtrado, se disolvié con PBS [(mM): KH.PO, 1.059, NaCl
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155.172, Na,HPO,-7H,O 2.966, pH 7.4 (Gibco)] sucesivas veces, intercalando con
centrifugaciones a 400 x g durante 10 minutos en cada paso (Hettich zenfrifugen,
Rotofix 32). 2 x 10° células fueron sembradas en placas de cultivo de 100 mm en
medio de cultivo completo: DMEM (Gibco by Life Tecnologies) pH 7.2 suplementado
con 10% (viv) de suero fetal bovino (FBS, Biological Industries) y 1% (v/v) de

antibiéticos [100 U/ml Penicilina/Estreptomicina (HyClone, Thermo Scientific)].

Los cuitivos fueron incubados (HEPA Class 100, Thermo Electron Corporation) a 37°C,
bajo condiciones controladas de humedad (95%), diéxido de carbono (5%) y oxigeno

(21%).

Luego de 24 horas se elimind la fraccién de células no adherentes y se realizd un
recambio con medio fresco. A partir de este momento, el medio de cultivo se cambid
cada 3 dias hasta obtener una monocapa de células semiconfluente que fue estimada
por observacién directa bajo el microscopio de luz éptica. Al alcanzar un 90% de
confluencia, las células fueron tratadas con tripsina [0.025%, 37°C, 5 minutos
(HyClone, Thermo Scientific)] y subcultivadas en las mismas condiciones de cultivo

para su amplificacion.

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

0 menor a 6.

2.3. Cultivo en matrices tridimensionales

Las WJ-MSC se cultivaron sobre matrices Integra Matrix (IM), comercialmente
disponibles (Integra‘m, LifeScience Corporation), asi como también en matrices de

colageno tipo | generadas en el laboratorio a partir de tendones de cola de rata. Se
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utilizaron también las matrices denominadas Integrated Implant System (IIS), que han
sido desarrolladas por un grupo de investigadores de la Universidad de Valparaiso,
liderados por la Dra. Caroline Weinstein (Weinstein-Oppenheimer y col. 2010), cuyo
desarrollo y evaluacién fue financiado por los proyectos FONDEF D0211009 y FONIS

SA06120092.

2.3.1. Matrices Integra (IM)

En términos generales, las matrices Integra estan compuestas por fibras de colageno
bovino enfrelazadas 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., 2008). En breves términos, se utilizaron trozos de M, cuyo tamario vario
de acuerdo al experimento realizado, siendo de 6 mm de diametro (capa simple) para
los experimentos in vitro y de 12 mm de didmetro (con una monocapa de silicona) para
los experimentos in vivo. En ambos casos, las matrices fueron secadas con gasa
estéril y depositadas en una placa de 24 pocillos donde se sembraron las MSC
resuspendidas en medio de cultivo completo. Finalmente, las células se incubaron en
las matrices durante 60 minutos y se afiadié el medio correspondiente en cada

condicion experimental.
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2.3.2. Matrices de colageno | de cola de rata.

El colageno utilizado para estas matrices se obtuvo a partir de colas de ratas aduitas
Sprague-Dawley, segtin .previamente descrito (Elsdale & Bard 1972). Brevemente, se
aislaron los tendones de las ratas, se sumergieron en acido acético 0,1 N y se
mezclaron durante 3 dias a 4°C. Posteriormente, se filtrd con gasa para ser
ultracentrifugadas (17000 x g, 4°C, 2 horas), recuperandose el sobrenadante que fue
utilizado como solucién de coldgeno tipo I. Finalmente, dicha solucién se dializé 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 | provenientes de cola de rata solamente fueron utilizadas
para experimentos in vifro. Estas se generaron en una proporcion 7:2:1, donde el 70%
corresponde a la preparacion de colageno tipo 1, el 20% a medio DMEM (4X, pH 7.2) y
el 10% restante a las células resuspendidas en medio completo. Rapidamente, se
deposité un volumen de 80 pl de dicha mezcla en placas de 96 pocillos, procurando no
generar burbujas, posterior a lo cual se incubé 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 medio de cultivo correspondiente a cada

condicidn experimental.

2.3.3. Matrices Integrated Implant System (lIS)

Las matrices 1IS estéan basadas en quitosano, acido acético y acido hialurénico, qué
ademas incluyen geles de fibrina en su interior, las cuales fueron utilizadas Unicamente

para experimentos in vitro. Se cortaron trozos de IIS de 6 mm de diametro en seco, [os
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cuales fueron esterilizados con etanol 70% durante 24 horas, posterior a lo cual fueron
secadas con gasas estériles y traspasadas por una solucion de DMEM con 1% de
antibiéticos durante 24 horas para desplazar el etanol contenido en ellas. Luego, se
secaron nuevamente con gasa estéril 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 minutos y se adicioné el medio de

cultivo correspondiente en cada condicién experimental.

2.4, Ensayos in vitro

Se realizaron estudios in vilro para determinar el comportamiento de las WJ-MSC en
diversas matrices tridimensionales en cuanto a su asentamiento, viabilidad, expresion y
secrecion de factores troficos involucrados en procesos de angiogénesis y reparacion

de tejidos.

También se realizaron ensayos comparatives de dicho comportamiento para la matriz

Integra Matrix entre WJ-MSC y AD-MSC.

2.4.1. Asentamiento y distribucion de las células en las matrices

Se sembraron 1 x 10° WJ-MSC en cada una de las matrices (IM, Colageno e 1IS), asi
como también 1 x 10° AD-MSC (solamente en IM), incubandolas con medio de cultivo
completo. Luego de 48 horas, se fijaron las matrices con PFA 4% (p/v) durante 30
minutos en agitacion suave y se retiré el excedente con lavados sucesivos de PBS (3 x

10 minutos).
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Para la visualizacién de las células se realizé una inmunofluorescencia para el marcaje
de nhcleo con TO-PRO (TO-PRO-3 iodide, Invitrogen) y filamentos de actina con

faloidina (Phalloidin-TRITC, Sigma-Aldrich).

Para la permeabilizacion celular, se utilizd una solucién de PBS, 5% BSA, 0.2% Triton
X-100, durante 5 minutos a temperatura ambiente y agitacién suave, seguido de 2
lavados con PBS durante 5 minutos. La incubacion de las sondas se realizé en una
solucion de PBS, faloidina (1:50), TO-PRO3 (1:200) durante 1 hora a 37°C en camara
himeda, seguido de 3 lavados con PBS de 5 minutos. Para montar las muestras, se
utilizé el protector de fluorescencia VectaShield® (Vector H-1000) y para la obtencién
de imagenes se utilizé el microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta. Las longitudes de

onda de excitacion y emision para cada color estan explicitadas en la Tabla 1.

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

Color Sonda/ Marcaje A excitacién | A emision (rANGO)
Rojo Faloidina/ Filamentos de actina | 543 nm | 560 nm - 615 nm
Rojo lejano | TO-PRO3/ DNA 633 nm | > 650 nhm

Verde Matriz autofluorescente 488 nm | 505 nm— 530 nm

2.4.2. Viabilidad de las células en las matrices

A medo de evaluar la viabilidad de las células (tanto WJ-MSC como AD-MSC) en las
distintas matrices, se cuantifico la actividad metabdlica mediante un ensayo de MTT,
Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del reactivo bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-y1)-2,5 difeniltetrazolio (MTT) en un compuesto coloreado de fonalidad

azul (formazan) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa.
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En términos breves, se sembraron 1 x 10° MSC en condiciones de privacién de FBS
durante 12, 24, 48, 120 y 240 horas, luego de lo cual, se afiadid el reactivo MTT
(Sigma-Aldrich) 0.5 mg/m! en PBS (Gibco, Life Technologies) sobre las matrices con
células vy en ausencia de ellas como control negativo. La reaccion se incubé a 37°C
durante una hora, posterior a lo cual se seco levemente la matriz con una gasa y se
depositd en un tubo conteniendo dimetilsulféxido (DMSO), que disuelve el azul de
formazan sintetizado en las matrices (por la actividlad mitocondrial de las células),
generandose una solucion coloreada cuya intensidad puede ser cuantificada mediante

absorbancia a 550 nm.

2.4.3. Expresion de factores tréficos

Se sembraron 10° WJ-MSC en cada una de las matrices y se cultivaron durante 24
horas en ausencia de FBS, posterior a lo cual se evalud la expresién de los factores
promovedores de la angiogénesis Netrina-1, Netrina-4 y VEGF-A a nivel de mRNA
como de las proteinas Netrina<4 y VEGF-A mediante ensayos de RT-PCR y Western
blot, respectivamente. Ademas de evaluar la secrecién de dichas moléculas mediante
Western blot, también se midi6 junto a una serie de otros factores troficos relacionados

con la angiogénesis mediante el uso de un kit (Proteome Profiler Array).

2.4.3.1. Expresién a nivel de mRNA

a) Extraccion de mRNA. Para esto, se procesd la matriz con la ayuda de un

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

mediante el Reactivo RNA-Solv (Omega Bio-tek). Posterior a esto se extrajo el RNA
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total segin las instrucciones del fabricante. Finalmente se resuspendié el “pellet” de

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

En este punto se cuantificé el mRNA al medir la absorbancia con un Nanofotometro
{Implen) a 260 nm y se cargaron 2 pl por muestra en geles de agarosa al 1% en buffer
TAE (44.5 mM Tris, 44.5 mM &cido bérico, 1 mM EDTA, pH 8.0) conteniendo 3 pi de
rojo-gel (GelRed Nucleic Acid Stain Biotium) por cada 150 ml de mezcla, donde se
separaron electroforéticamente para verificar su integridad (150 Volt, 30 minutos). El
tamario de las bandas de RNA se evalud utilizando el marcador de peso molecular

GeneRuler 1 kp (Fermentas).

b) Tratamiento con DNasa I. Se traté el RNA extraido con la enzima DNasa | con el
fin de eliminar trazas de DNA presentes en la muestra. Para ello, se utilizd 1 ug de
RNA por reaccion, 1 pl de DNasa | 1U/1 pl (Promega M610A), 1 pl Buffer DNasa | 10X
(Promega M198A) y se completd con agua libre de nucleasas hasta obtener un
volumen de 10 pl, el cual se incubd a 37°C durante 30 min, luego de lo cual se detuvo
la reaccion con 1 pl de DNasa Stop solution (Promega M199A) incubando a 65°C

durante 10 minutos.

c) Sintesis de cDNA. Se sintetizo DNA complementario (cDNA) en un volumen total
de 20 i, donde 10 ul corresponden a las muestras de RNA tratadas con DNasa |,
mientras que los otros 10 pl corresponden a una mezcla de 0,5 pl de. partidores
aleatorios 3 pg/pl (Random primer, ThermoScientific, 4 pl de inhibidor de RNasa
(RNAsin®, Promega), 2 ul de dNTPs 10 mM, 4 yl de amortiguador 5X (Buffer RT,

dTM

Fermentas), 1 pi de transcriptasa reversa 200 U/ul (RevertAid™ ThermoScientific) y 2

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

durante 10 minutos a 70°C.

d) RT-PCR. Una vez sintetizado el cDNA, se amplificaron las secuencias humanas de
Netrina-1, Netrina-4, VEGF-A y GAPDH mediante un PCR convencional. La Tabla 2

muestra las secuencias de los partidores utilizados, asi como el tamario del producto

de PCR obtenidos con cada pareja de partidores.

Tabla 2. Secuencias de partidores utilizados en la amplificacién del cDNA generado y tamario
de amplicones generados.

Secuencias de partidores Tamafio
Transcrito de
Anterograde Retrdgrado amplicon
NTN-1 5 TGCAAGAAGGACTATGCCGT 2 5 GCTCGTGCCCTGCTTATACAC ¥ 203 pb
NTN-4 5 TCAGCACAACACAGAAGGACA 3 5 GGATGGCAGGAACACGGTTIG 3 108 pb
VEGF-A 5' CTCTACCTCCACCATGCCAAG ¥ 5" AGACATCCATGAACTTCACCACTIC & 111 pb
GAPDH 5 CAAGAAGGTGGTGAAGCAGGC 3' 5 CCACCACCCTGTTGCTGTAG &' 94 pb

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pl, donde 1 pl
corresponde a cDNA, mientras que los ofros 24 pl a la mezcla de los ofros
componentes de la reaccién (5 pl Buffer 5X GoTaq Flexi, 0.125 pl de GoTaq, 0.5 ul
partidor anterégrado, 0.5 pl partidor retrégrado, 0.5 pl dNTPs 10 mM, 1.5 gl MgCl, 25
mM y 15.875 pl de agua libre de nucleasas). El blanco de cada reaccion se realizé en

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

La amplificacién se realizé en un termociclador (2720 Thermal Cycler, Applied

Biosystems) bajo las condiciones indicadas a continuacion:
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¢ Denaturacién inicial :95°C 2 min
o Denaturacion 195°C 35s
o Hibridacion :60°C 40s |xnciclos
o Elongacién 1 72°C 30s

» Elongacion final 1 72°C 5 min

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

Los amplicones se separaron electroforéticamente en geles de agarosa (2%) en buffer
TAE conteniendo rojo-gel (3 pi / 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 medicién de pixeles con el software ImageJ

(National Institute of Health, EEUU).

2.4.3.2. Expresidn a nivel de proteinas

a) Extraccién de proteinas. Para extraer las proteinas de las células inmersas en las
matrices, se trasladaron las matrices a un tubo conteniendo buffer de lisis (SDS 2%,
glicerol 10%, Tris-HCI 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
homogeneizador y se retiraron los restos de matriz no homogenizados, posteriormente
se lisé con una jeringa para un procesamiento mas fino. Finalmente se centrifugo a
10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C (Hermle, Z233) y se recolect6 el sobrenadante,
cuya concentracion de proteinas fue cuantificada mediante el uso de un kit (DC Protein

Assay, Bio-Rad) segun 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 HCI 1 M pH 6.8 70%,
glicerol 30%, SDS 0.1 g/ml, azul de bromofenol 0.12 mg/ml y B-mercaptoetano! 5%}
durante 5 minutos a 95°C. La fase de concentracion se realizé a 70 Volt (15 minutos),
mientras que la separacion de proteinas se realizé a 120 Volt (2 horas). Para estimar el
tamafio de las proteinas separadas, se utilizé un marcador de peso molecular entre 10

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

¢) Western blot. Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (0.45
um) mediante el uso del equipo de transferencia Trans-blot® Turbo™ Bloting System

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

Posteriormente, se fifieron las membranas con una solucién de Ponceau (Ponceau
0.1% en acido acético 5%) para verificar correctamente la transferencia. La solucion
Ponceau se refird mediante lavados con TBS-Tween 0.1% (50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, pH 7.4) y se bloqued e incubé con la concentracién de anticuerpos

correspondiente en cada caso (Tabla 3).

Después de la incubacion 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 reveld mediante quimicluminiscencia utilizando un sustrato pico sensible
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) o femto

sensible (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo Scientific).

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

analizadas mediante la cuantificacion de pixeles (ImageJ).
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Tabla 3. Resumen de concentraciones de leche descremada, anticuerpos y tiempos de
incubacién para los ensayos de Western blot realizados.

Epitope Bloqueo Anticuerpo primarlo Antlcuerpo secundario
1:1000 (cabra) 1:2000 (burra)
Netrina-4 5% leche .
1% leche, 15 horas 5% leche 3 horas
{70-75 KDa) | 1 hora
(R&D, AF 1254) (Santa cruz, SC2020)
1:1000 (canejo) 1:5000 (cabra)
VEGF-A 5% leche
5% leche, 15 horas 5% leche, 1 hora
{43 kDa) 1 hora
(Abcam, ab46154) {Jackson ImmunoResearch, 111-036-003)
1:5000 (ratdn) 1:5000 (cabra)
B-actina 5% leche
5% leche, 1 hora 5% leche, 1 hora
{42 kDa) 1 hara
(Sigma-Aldrich, A 5316) | (Jackson IimmunoResearch, 115-036-003)

2.4.3.3. Secrecion de factores angiocgénicos

a) Western blot. Para realizar ensayos de Western blot, fue necesario generar un
protocolo de concentracion de proteinas presentes en el sobrenadante de las celulas.
Por cada 1 ml de medio condicionado, se afiadieron 500 pl de metanol frio y se agito
en vortex durante 30 segundos, posterior a lo cual se afiadieron 125 pl de cloroformo
frio, agitando nuevamente en vortex por 20 segundos. Esta solucion se centrifugd a
14.000 rpm durante 5 minutos a 4°C (Hermle, Z 233), separandose la mezcla en 3
fases. Se conservd la interfase y se descartd el resto, resuspendiendo en 25 pl de
buffer de lisis con inhibidor de proteasas para su posterior cuantificacion (DC Protein
Assay, Bio-Rad). Se utilizaron 60 pg de proteinas para realizar ensayos de Westem
blot como fue descrito en la seccion 2.4.3.2, con leves cambios en las condiciones de

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

Epitope Bloqueo Antlcuerpo primario Anticuerpo secundario

1:1000 (cabra}

Netrina-4 | 1% leche 1% leche, 15 horas (4°C) +
(70-75 kDa) | 1 hora 2 horas (T. ambiente)
(R&D, AF 1254)

1:2000 (burro)
5% leche 3,5 horas
(Santa Cruz, SC2020)

1:1000 (conejo)

VEGF-A 5% leche 5% leche, 15 horas (4°C) +
(43 kba) 1 hora 2 horas (T. ambiente)
(Abcam, ab46154)

1:5000 (cabra)
5% leche, 1,5 horas
(Jackson ImmunoResearch, 111-036-003)

Como control de carga se utilizd la cuantificacion de pixeles de la tincién con solucién

Poncealu.

b) Proteome profiler array. Se utilizaron medios condicionados de WJ-MSC
cultivados en matrices IM y de coladgeno para la realizacién de los ensayos de
proteoma segln las indicaciones del fabricante (Human Angiogenesis Array Kit,

Protome Profiler Antibody Arrays, R&D Systems).

En breves términos, este kit permite detectar simultdneamente, de manera rapida y
sensible, los niveles de expresion de 55 proteinas relacionadas con procesos
angiogénicos 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 cockiail 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 incubé con un anticuerpo secundario

acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) que reconoce la biotina. Finalmente, la




presencia de la peroxidasa permitid, mediante una reaccién de quimicluminiscencia,

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

2.5. Ensayos in vivo

Cada set experimental consté de la operacién de ratones Balb/c macho de 2 — 4 meses
de edad, en los cuales se implantaron matrices IM conteniendo WJ-MSC, AD-MSC o
acelulares, manteniéndolos durante periodos de 5 6 10 dfas para evaluar [a respuesta
del ratén en términos de sanacion de la herida, produccion de factores angiogénicos e
inflamacién, asi como también la permanencia y viabilidad de las células en las

matrices posterior al tiempo de implantacion establecido.

2.5.1. Cirugia de los ratones

El dia previo a la cirugia, se sembraron 10° células sobre matrices IM con una
monocapa de silicona de 12 mm de diametro, incubandose a 37°C durante una hora.
Posterior a este periodo, se afiadid medio DMEM suplementado con 10% de FBS

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

En términos resumidos, cada animal operado fue sometido a anestesia general
{(inyeccién intraperitoneal con ketamina 120 mg/kg - xilazina 24 mg/kg) y ubicado sobre
una manta calefactora durante el transcurso de la cirugia, que consistid en [a
extirpacién de trozos circulares de 10 mm de didmetro 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 células, 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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contraccion de la herida y posibles problemas en la posterior extirpacién del tejido, se
utilizé una malla de polipropileno titanizada (TIMESH, GIE Medizintechnik GmbH) entre
el lecho de la herida y el andamio implantado, Finalmente los ratones fueron vendados
para protegerlos, colocados de a uno por jaula y monitoreados diariamente para evitar

una posible infeccién de la herida.

2.5.2. Sacrificio y extirpacién de tejido

Posterior al tiempo de duracion del experimento establecido, los animales fueron
sacrificados mediante sobredosis de anestesia (doble de [a dosis normal). Una vez
muertos, se les retiré el dorso para fotografiarlo (Sony-DCS T99) mediante una técnica
de transiluminacion de tejido con luz visible blanca, luego de lo cual, se aislé cada
matriz y se dividid en 2 frozos, a utilizar para extraccion de proteinas y fijacion de
tejido. Sin embargo en algunos casos se utllizé la matriz completa para posterior

recuperacion de las células presentes en ella a modo de evaluar su viabilidad.

2.5.3 Andlisis de imagenes y cuantificacién de vasos sanguineos

Para estudiar la revascularizacién en el animal como respuesta al implante, luego de la
extirpacién del tejido (Figura 4), se cuantificaron los vasos sanguineos en las matrices
extirpadas segiin descrito (Egafia y col, 2009). Concisamente, se combinaron las
técnicas de fransiluminacién de tejidc con segmentacion digital de la red vascular
mediante el uso del software VesSeg (Institute for Signal Processing, Universilty of

Libeck, Alemania), que pemnite 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 ratén luego de su extirpacion. Las zonas de injerto estdn
indicadas, asi como la zona utilizada como control intermo para la normalizacion de datos.

Primero se debe seleccionar una zona para analizar (una de las matrices o una zcna
sin ella, todas del mismo tamafio), la cual sufre una serie de modificaciones:
conversion a escala de grises, inversion de colores, aumento de contraste, realce de
los vasos sanguineos y conversion a una imagen en blanco y negro, donde los vasos
sanguineos son blancos. Finalmente se “esqueletonizan” los 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 expresién 1 define mejor el calculo descrito.

Area de pixeles
Area circunferencia seleccionada

9% Vasos sanguineos = x 100% (1)

El analisis recién descrito se aplica tanto para las matrices implantadas como para el
tejido propio del ratén, puesto que este Ultimo es utilizado para normalizar los datos de
cada raton. La expresion 2 aclara de mejor manera cdmo se normalizaron los datos de

cada raton.

% vasos en matriz
o (2)

indice de vascularizacién = : _
% vasos sin matriz
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2.5.4. Cuantificacién de factores angiogénicos

Se realizé extraccion de proteinas para la realizacion de ensayos de Western blot y
Proteome Profiler Array, como se detalld con anterioridad, con la excepcidn 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 pg de proteinas por
carril (condiciones mostradas en la Tabla 3), mientras que para cada ensayo de
Proteome Profiler Array, se utilizaron 200 pg de proteina segin las indicaciones del

fabricante.

2.5.5. Evaluacion de citoquinas inflamatorias en el suero de ratones

En todos los experimentos con WJ-MSC se obfuvo sangre de los ratones, tanfo el
primer dia post-cirugia como el dia mismo del sacrificio (5 6 10 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 éste ultimo con una
jeringa. Luego, se centrifugd el suero extraido a 400 x g (5 minutos, temperatura
ambiente) para eliminar restos celulares del plasma, rescatando el sobrenadante para

posterior analisis.

El método utilizado para cuantificar citoquinas inflamatorias en el suero de los ratones
operados esta descrito en el manual del kit utilizado (Cytometric Bead Array —CBA-
Mouse Inflammatory Cytokines Kit, BD). El principio de este ensayo es la cuantificacién

de citoquinas solubles mediante citometra de flujo




35

El ensayo consiste en la captura de citoquinas solubles {IL-6, 1.-10, [L-12p70, MCP-1,
TNF-a y IFN-y) con micro-perias ("beads”) de fluorescencia conocida, cubiertas con
anticuerpos especificos contra las citoquinas. Por otro lado, el kit provee de una
solucion de deteccion, que consiste en una mezcla de anticuerpos contra las citoquinas
conjugados con ficoeritrina (PE), que permite la obtencidn 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 “beads” y reactivo de deteccion, se
genera un complejo tipo sandwich (perla de captura + citoquina + reactive de
deteccién), que en conjunto con una curva de calibracién, permite cuantificar la
concentracion de citoquinas presentes en el suero de los ratones mediante citometria

de flujo (citémetro FACSCanto II).

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
implantacién, se realizaron ensayos de inmunochistoquimica con el anticuerpo anti-
Presenilina-1, que es una proteina fransmembrana que se expresa (nicamente en

células humanas sin reaccién cruzada con células murinas.

El dia del sacrificio (5 6 10 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

reemplazé por PBS hasta posterior uso.

El primer paso fue la deshidratacién del tejido, para lo cual se siguieron los siguientes

pasos:
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¢+ Etanol Merck:PBS  (50%:50%) 1 x 10 min
s Etanof Merck:PBS  (70%:30%) 1 x 20 min
¢« Etanol Merck:PBS  (90%:10%) 1 x 20 min
¢ Etanol Merck:PBS  (95%:5%) 1 x 20 min
¢ Etanol Merck (100%) 2x20 min + 1 x 30 min

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

e Neo Clear Merck (100%) 3 x 30 min
Parafina:Neo Clear Merck  {50%:50%) 1 x 30 min
Parafina:Neo Clear Merck  {75%:25%) 1 x 30 min
Parafina {100%) 1x30min + 1x60min + 1 xON

Se realizaron cortes de 25 ym de espesor con un micrétomo (Spencer 820) utilizados

posteriormente para tincién Hematoxilina y Eosina (H&E) e inmunohistoguimica.

a) Tincidon Hematoxilina & Eosina. Una vez montados los cortes de fejido, fue

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

seriada:
s Xilol (100%) 3x10 min
¢ Etanol (100%) 2 x5 min
o EtOH:H;04 (95% :5%) 1 x5 min
s EOH:H0y (75% :25%) 1 x5 min
o EtOH:H;04 (50% :50%) 1 x5 min
e H:04 (100%) 2 x5 min

Una vez hidratados los cortes, se afadid Hematoxilina (tincién de nicleo) durante 1
minuto, luego de lo cual se lavé una vez con agua destilada. Luego se procedi6 a la
tincidn con Eosina (tincion 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) Inmunohistogquimica. Una vez montados los cortes se procedié a desparafinar una
noche a 65°C en estufa, seguido por 3 lavados con xilol 100% (1 x 15 min + 2 x 10

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

o MetOH (100%) 1 x 5 min

e MetCH : H,O, (100% : 0,3%) 1 x 30 min (temperatura ambiente)
o  MetOH/HO4 {50% : 50%) 1 x 10 min

o H04 (100%}) 2 x5 min

Para desenmascarar el antigeno se utilizd una solucién de “Antigen Unmasking
Solution” (Vector Laboratories) (1% v/iv en agua destilada) durante 30 minutos a 80°C,
seguido de un [avado rapido con agua destilada y un lavado con PBS durante 5

minutos.

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

Vectastain (Vector Laboratories).

Para blogquear/permeabilizar, se dejé 2 horas a temperatura ambiente en una camara
hiimeda con solucion de blogueo (R.T.U normal horse serum 2.5%, Vector). Posterior a
lo cual, se incubd con la solucion de anticuerpo primario anti Presinilina-1 {conejo, US
Biological M3985-05) (1:100) en solucidn de bloqueo durante una noche a 4°C en
camara humeda, seguido por 3 lavados de 30 minutos con PBS. El anticuerpo
secundario (R.T.U. Biotinilated Universal Antibody anti-rabbit/mouse, Vector) se incubd
durante una noche a 4°C en camara hiimeda, seguido de lavados con PBS (3 x 30
minutos). Posteriormente, se incubd con una solucion ABC (Avidin-Biotinilated-HRP
Complex)(R.T.T. Elite ABC Reagent, Vectastain) y se dejd incubar durante 30 minutos

a temperatura ambiente, seguido de 5 lavados de 10 minutos con PBS.
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Para revelar, se prepardé la solucion DAB segln las instrucciones del fabricante
(ImmPACT™ DAB, Vector Laboratories), dejando reaccionar hasta que apareciera
marca (proximadamente 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, Lernet Laboratories). Se dejé secar una noche a temperatura ambiente previo a

la toma de imagenes con lupa (Leica MZ125).

2.6. Analisis Estadistico

Todos los ensayos se realizaron con muestras provenientes de al menos 3 donantes
diferentes. Los graficos 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 los
analisis estadisticos t-Student no paramétrico y Anova de 2 vias para la comparacion
de 2 y mas de 2 grupos, respectivamente. En todos los casos, se considerd p<0.05

como diferencia estadisticamente significativa.
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3. RESULTADOS

El desarrollo de este trabajo comenzd por la caracterizacion in vitro de las WJ-MSC
sembradas sobre distintas matrices bioartificiales en comparacién con las AD-MSC en
términos de asentamiento y viabilidad en condiciones de estrés, posterior a lo cual se

enfoco el estudio a la expresion y secrecion de factores angiogénicos.

En una segunda etapa se evalud el potencial promovedor de angiogénesis y
regeneracion de tejido in vivo en un modelo murino en comparacion con las AD-MSC,
asi como la determinacion de factores promovedores de angiogénesis expresados por
las WJ-MSC en el lecho de la herida y la inflamacion sistémica generada en los
animales en respuesta al implante. Finalmente se determind la permanencia de las

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

3.1. Caracterizacion in vifro de WJ-MSC cultivadas en matrices bioartificiales
3.1.1. Asentamiento y viabilidad de las WJ-MSC en matrices tridimensionales

Mediante técnicas de tincion celular y microscaopia confocal, se evalud el asentamiento
de las WJ-MSC en distintas matrices, usando como control las AD-MSC (Figura 5). Se
observé que las WJ-MSC se asentaron en la matriz IM y de colageno | de manera
homogénea, no asi en la matriz 1IS. Asi mismo, las AD-MSC se asentaron de manera

homogéenea en IM. Es posible visualizar también que el tamaro de las AD-MSC es

ligeramente mayor que de las WJ-MSC.
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Figura 5. Cultivo de MSC en matrices tridimensionales de distinta naturaleza. Cortes
Opticos representativos obtenidos mediante microscopia confocal del asentamiento de las
células sembradas en matrices bioartificiales con WJ-MSC sembrado en matrices Integra (A),
de colageno | (B), Inegrated Implant System (C) y AD-MSC sembrado en Integra (D). Barra de
tamario: 100 ym,; inset: 20 um.
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Posteriormente, estudiamos si la actividad metabdlica de las WJ-MSC sembradas en
matrices tridimensionales era conservada durante largos periodos de privacion de
suero, similar a las condiciones en que se encontraria la matriz bioactivada in vivo,
carente de medio de culivo y factores de crecimiento exdgenos, dependiendo

unicamente de una sefializacion autocrina y paractina apropiada,

Se estimé que la actividad metabdlica de la condicion inicial (12 horas) versus la
condicion final (10 dias) sdlo disminuyd ~32% cuando fueron incubadas en IM en
comparacion con ~76% cuando fueron sembradas en colageno | y ~93% en lIS (Figura
6A). Si bien no se puede discriminar que en matrices IM, las WJ-MSC han presentado
menor muerte, mayor proliferacién o bien que todas las células de manera individual
hayan reducido en menor medida su actividad metahdlica, los resultados obtenidos
sugieren que de manera global, las WJ-MSC sembradas en la IM tienen una mayor
viabilidad durante 10 dias sometidas a situaciones de esirés en comparacion con otros

tipos de matrices bioartificales

Como la viabilidad fue mayor en M, a continuacién se compararon las WJ-MSC con
las AD-MSC sembradas en esta matriz, mostrande un decrecimiento significativo
después de 24 horas de privacibn de suero, alcanzando valores de ~97% de
disminucion en su actividad metabdlica luego de 10 dias (Figura 6B). Este resultado
sugiere que probablemente las AD-MSC no podrian resistir a [as condiciones de estrés

in vivo como lo harian las WJ-MSC.

Cabe destacar a su vez que la presencia de las WJ-MSC en las matrices de coldgeno
tipo | promueve una disminucién de su tamafio, probablemente por accién de

proteasas expresadas por las mismas células. Sin embargo este efecto no se observa
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para el uso de matrices IM ni IIS (Figura 6C). Este motivo podria estar involucrado en
la reduccion observada para la actividad metabdlica de las WJ-MSC sembradas en
matrices de colageno tipo |, posiblemente porque existe una mayor confluencia celular
o bien las células presentan menor superficie de adhesion y por consiguiente, el

numero celular total en la matriz disminuye.

A B
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: 08 % ® - 95] -+ WJ-MSC (IM)
g 061 - — = o.e-l s * = WJ-MSC(Cd)
. e L %——e  « WUMSC(IIS)
o 0.4+ \\\-‘ . 1 044 \.\& = -5 AD-MSC (IM)
° 621 . H 021 =
o
0o/ o o0 ©
F
5

Figura 6. En matrices IM, las WJ-MSC mantienen mayor actividad metabdlica que las AD-
MSC luego de largos periodos de privacion de suero. A) Actividad metabdlica de WJ-MSC
en matriz Integra (IM), colageno | (Col) e Integrated Implant System (1IS) (* p<0,05 IM vs. Col; ¢
p<0,05 IM vs. 1IS). B) Actividad metabdlica de WJ-MSC y AD-MSC sembradas en IM (*p<0,05).
C) Imagenes representativas de las matrices luego del ensayo MTT. Los valores corresponden
al promedio £ E.S. (n = 6).
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3.1.2. Expresion de factores troficos de las WJ-MSC en matrices tridimensionales

Puesto que el interés es geherar uha matriz bioactivada con células mesenguimaticas,
se evalud la expresion de los factores angiogénicos a nivel del mRNA, asi como de Ia
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 resuitados indican que a nivel de mRNA, las WJ-MSC expresaron Netrina-1
(NTN1), Netrina-4 (NTN4) y VEGF-A cuando son sembradas tanto en IM como en
colageno | (Figura 7). Ademas, se demostré que a nivel de la proteina, expresaron
Netrina-4 y VEGF-A cuando son sembradas en matrices IM, colageno tipo | e IS

(Figura 8A).
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Figura 7. WJ-MSC sembradas en matrices de colageno expresan Netrina-1, Netrina-4 y
VEGF-A a nivel de mRNA., Iméagenes representativas de [as bandas amplificadas (A) asi como
la cuantificacion relativa de Netrina-7 (B), Netrina-4 (C) y VEGF-A (D) respecto del GAFPDH. Los
valores corresponden al promedio £ E.S. (n =6).
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El medio condicionado almacenado se concentrd para evaluar la secrecion y difusién
de factores angiogénicos mediante Western blot, resultando en una mayor difusién,
tanto de Netrina4 como de VEGF-A en los experimentos realizados con WJ-MSC
sembradas en matrices [M respecto de colageno |, sin observar cambios significativos

respecto a 11S debido al nimero reducido de experimentos realizados con dicha matriz

(Figura 8B).
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Figura 8. WJ-MSC sembradas en matrices 3D expresan Netrina-4 y VEGF-A a nivel de
proteina y presentan maycres niveles de secrecion cuando son sembradas en IM. Luego
de 24 horas de privacién de suero, A) las WJ-MSC expresan las proteinas Netrina-4 y VEGF-A
determinado mediante Western blot de partir de lisado celular de las WJ-MSC contenida en
matrices Integra (IM), colageno tipo | (Col) e Integrated Implant System (1IS). Se muestran
imagenes representativas de las bandas y cuantificacion relativa respecto de B-actina. B) las
WJ-MSC secretan Netfrina-4 y VEGF-A, presentando mayores niveles cuando fueron
sembradas en IM. Se muestran imagenes representativas de las bandas y cuantificacion
relativa respecto de tincién Ponceau. Los valores corresponden al pramedio + E.S (IM, Col, n =
B; IIS, n=2). *p < 0.05, IM vs. Col.
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Se utilizé el medio condicionado recolectado luego de 24 horas de privacidn de suero
para evaluar los factores angiogénicos secretados por las WJ-MSC sembradas en
tanto IM como en colageno | y posteriormente difundidos desde las matrices hacia el
medio de cultivo. Encontramos que en ambos tipos de matrices, [as células secretaron
una extensa gama de factores involucrados en procesos de angiogénesis,
regeneracion de tejidos, inflamacién y cicatrizacion, los cuales difundieron mejor al
medio de cultivo cuando las células fueron sembradas en IM en comparacion con st

cultivo en matrices de colageno tipo I.

El hecho de que las WJ-MSC presentaron mayores niveles de secrecion de factores o
difusién a fravés de la matriz o bien que los factores secretados por ellas son mas
estables cuando éstas son sembradas sobre matrices IM, fue evidente dado por la
mayor cantidad de factores observados en el proteoma, asi como también un aumento

en las concentraciones de la mayoria de dichos factores (Figura 9).
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Figura 9. WJ-MSC secretan mayor cantidad de factores tréficos cuando son cultivadas en
matrices Integra que en colageno tipo I. A) Imagen representativa de ensayos de proteoma
con el medio condicionado de WJ-MSC sembrado en matrices de Integra (izquierda) y colageno
| (derecha). B) Cuantificacién relativa de todas las moléculas expresadas respeclo del control
positivo graficadas de acuerdo a su funcion. Los valores comresponden al promedio £ E.S. (n =
3} (* p<0,05).

Considerando que el potencial tréfico promovedor de la angiogénesis se conserva de
manera importante en IM, los estudios que se detallan a continuacién se centraron en

la evaluacion de dicha matriz mediante ensayos realizados in vivo.
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3.2. Evaluacién in vivo del uso de matrices bioactivadas con WJ-MSC

3.2.1. Angiogénesis e inflamacién promovida por WJ-MSC implantadas en un

modelo murino de regeneracion dermal

Para evaluar el efecto que produce el secretoma de las WJ-MSC, se escogid un
modelo murino de regeneracidon dermal que permitid no solo evaluar los procesos de
angiogénesis, sino que una dinamica de sanacién integral de tejidos in vivo. Para eslo,
se operaron 34 ratones Balb/c macho de 2-4 meses de edad, de los cuales, a 12 de los
cuales se les implantaron matrices sin células (conirol vehiculo), 13 con mafrices
conteniendo WJ-MSC y 9 con AD-MSC de al menos 3 donantes distintos. Dichos
ratones fueron seleccionados para implantacion durante periodos de 5 6 10 dias,
posterior a lo cual fueron sacrificados y analizados. Para esto, el dorso de los animales
fue retirado 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 10B).

Luego de 5 dias de implantacion, los ratones operados con WJ-MSC, mostraron une
vascularizacion significativamente mayor (0,93) que en los ratones operados con AD-
MSC (0,67) y respecto del control (0,35). Luego de 10 dias, se mantiene la significancia
observada a los 5 dias, 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 vascularizacién luego de 10 dias de

implantacion respecto de las matrices por si solas.




49

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 comparacién con
las matrices vacias o con AD-MSC. Mas alin, la cuantificacion del area vascularizada a
distintos tiempos sugiere que las matrices bioartificiales enriquecidas con WJ-MSC
aceleran el proceso de vascularizaciéon en comparacién con matrices solas o

enriquecidas con AD-MSC.
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Figura 10. Matrices IM enriquecidas con WJ-MSC aceleran la angiogénesis en
comparacién con AD-MSC. A) Foto representativa de la transiluminacion de tejido y la
correspondiente segmentacion digital para cada grupo experimental: matrices vacias (n=12) con
WJI-MSC (n=13) o AD-MSC (n=89). Bama de tamafio: 5 mm. B) Cuantificacién de la
segmentacién digital mostrada. Los valores corresponden al promedio £ E.S (*p < 0,05 WJ-MSC
0 AD-MSC vs. Control; ¢p < 0,05 WJ-MSC vs. AD-MSC)

Cabe destacar que el moedelo ufilizado en esta tesis no corresponde a un animal
inmuncdeprimido, por o que evaluar el efecto sistémico de la inflamacién en éste
resulta interesante al corresponder a un trasplante de tipo xenogénico. Por esta razén,
se evalud la concentracion de citoquinas presentes en el plasma de los ratones
operados con matrices vacias o sembradas con WJ-MSC a modo de cuantificar la
inflamacion sistémica generada en los animales producto de la implantacion de las
mismas. Los resultados mostrados en la Figura 11 indican que no existen diferencias
significativas en los niveles de las citoquinas inflamatorias evaluadas presentes en el

suero de los animales operados con matrices carentes de células o de las que
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confenian WJ-MSC humanas. Esto sugiere que la presencia de las células humanas
no genera una inflamacion sistémica mayor en el animal, que podria tener como

consecuencia un rechazo inmunolégico.
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Figura 11. Inflamacidn sistémica de ratones implantados con IM enriquecido con WJ-MSC
no aumenta respectc de IM control. Cuantificacién de las citoquinas inflamatorias TNF (A},
IFN-Y (B), MCP-1 (C) e IL-6 {D), presentes en &l suero de los animales operados luegode 1,5y
10 dias posterior a la cirugia con matrices control (n = 12) o conteniendo WJ-MSC (n = 13). Los
valores comresponden al promedio % E.S.
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3.2.2. Expresion de factores tréficos en el lecho de la herida de los ratones
tratados

Para explicar las diferencias en los procesos de vascularizacion al utilizar las WJ-MSC,
se evalud la expresion de los factores angiogénicos clasicos y no clasicos distintivos,
como son VEGF-A y Netrina-4 en el lecho de la herida. Para esto, el homogenizado de
las matrices obtenido 5 ¢ 10 dias después de la implantacion, fue analizado mediante
Western blot (Figura 12). Encontramos que para 5 y 10 dias post-implantacién no
existen diferencias de expresion de Netrina-4 entre las matrices control y las
sembradas con WJ-MSC. Sin embargo, la expresion de VEGF-A fue significativamente
mayor en las matrices conteniendo WJ-MSC respecto de las carentes de ellas luego de

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

Esto sugiere que a tiempos mas corfos de implantacion, las WJ-MSC expresan ya sea
altos niveles de VEGF-A, o bien, que su presencia en las matrices induce una mayor
expresion de esta proteina en el animal. No obstante, tampoco podemos descartar una
combinacion de ambos mecanismos. Lo anterior indica que el efecto de las WJ-MSC
posiblemente es importante en etapas iniciales de los procesos de regeneracion y
cansecuentemente con las mayores diferencias obtenidas para la vascularizacion a
periodos cortos (5 dias) asi como el aumento en la tasa de formacion de redes

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

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

cirugia, se profundizé en el estudio de expresion luego de 5 dias de implantacion.
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Figura 12. WJ-MSC incrementa la abundancia de VEGF-A en el lecho de la herida luego
de una estadia de 5 dias en los animales. Expresién de Netrina-4 y VEGF mediante Western
blot de lisado de matrices, representativo de matriz izquierda y derecha de cada animal (3
experimentos distintos) de 5 (A) y 10 dias (B) de implantacién. Se muestran imagenes
representativas de las protelnas (panel superior), asi como la cuantificacién relativa de las
densitometrias normalizadas respecto de B-actina para ambos factores (panel inferior). Los
valores corfesponden al promedio + E.S. (*p < 0,05).

Posteriormente, se evalud la expresion in vivo de una extensa gama de factores
tréficos producidos exclusivamente por las WJ-MSC en el lecho de [a herida mediante
ensaycs de proteoma humano (Figura 13). El kit utilizado provee de anticuerpos
altamente especificos contra antigenos humanos, por lo que los lisados de matrices
carentes de WJ-MSC implantadas en ratones durante 5 dias no presentaron marca
incluso luego de una sobreexposicion prolongada, exceptuando en el caso del factor

endotelina-1 (Figura 13A).

Los resultados indican que luego de & dias de implantacion con WJ-MSC, éstas

expresaron una vasta gama de factores tréficos relacionados con distintos mecanismos
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involucrados en la sanacion de heridas, tales como los procesos angiogénicos
{Angiogenina, Angiopoyetina-1 y -2, Endostatina, Endotelina-1, aFGF, uPA, VEGF-A ¢
IGFBP-2), antiangiogénicos (PEDF e IGFBP-3), inflamatorios {(Angiostatina, HB-EGF,
HGF, TIMP-4 y Trombospondina-1), reparacion de tejidos (Activina-A, Endoglina, [L-8 y
Pentraxina-3), migracién celular (CXCL16, DPPIV, MMP-8 y TIMP-1) y coagulacién
(Factor de coagulacion I, Factor 4 plaquetario y Serpina E1). Lo anterior, da cuenta de
que el tipo celular en estudio pariicipa activamente en el proceso global de

regeneracion de las heridas inducidas experimentalmente en los animales operados.
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Figura 13. Las WJ-MSC expresan una exiensa gama de factores relacionados con
procesos de sanacidn de tejidos luego de estar implantadas durante 5 dias en el dorso de
ratones adultos. A) Imagen representativa de ensayos de proteoma de matrices control
(izquierda) y conteniendo WJ-MSC (derecha). B) Cuantificacién relativa respecto del control
positivo de todas las moleculas expresadas por las WJ-MSC graficadas de acuerdo a su
funcion. 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 periodo de

implantacién

Para evaluar la permanencia de las WJ-MSC en las matrices posterior al periodo de
implantacién de 5 & 10 dias, se evalud el contenido celular total mediante [a tincion con
Hematoxilina y Eosina (Figura 14), que indicé la presencia de células tanto en las
matrices control como en las sembradas con WJ-MSC. Encontramos que el nimero
celular fue mayor en presencia de las WJ-MSC para ambos tiempos de implantacion.
Esto podria deberse al hecho de que las WJ-MSC podrian aportar con mayor densidad
poblacional {e incusive proliferar en el parche), asi como con una mayor migracion de

las células murinas en respuesta al secretoma de éstas.

A su vez, resulta evidente que posterior a los 10 dias de implantacién, existe un mayor
nimero celular que luego de 5 dias, dado por un mayor tiempo para los procesos de

duplicacion y migracion celular hacia el sitio de la herida.
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Figura 14. Las WJ-MSC incrementan la densidad poblacional dentro de las matrices
Integra. Tincién con Hematoxilina y Eosina de las matrices posterior a 5 (A-B) y 10 (C-D) dias
de implantaciéon en ausencia 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 5y 10 dias de implantacién, no siendo posible sin embargo precisar si se trata de células
murinas o humanas. Las puntas de flecha en el acercamiento éptico indican la posicion de
nucleos de células dentro de las matrices tefidas.

Luego de verificar la presencia de las células contenidas en las matrices posterior al
periodo de implantacion, se evalu6 si efectivamente dentro de dicha poblacién celular,
las WJ-MSC implantadas aun permanecian presentes. Para lo cual, se realizaron
ensayos de inmunohistoquimica contra el péptido Presinilina-1, que solo esta
expresado en las células provenientes de origen humano sin presentar reaccion
cruzada con las celulas de origen murino (Figura 15). Los resultados demostraron que
luego de periodos de 5 y 10 dias, las células permanecen dentro de la matriz en que
fueron sembradas. Sin embargo, no es posible identificar la relacién entre el numero de
células humanas dentro de la matriz luego de 5 o de 10 dias, por lo que no se puede

inferir si dichas células estan muriendo, proliferando o migrando, o bien, que hayan
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ocurrido todos los procesos mencionados en distintas subpoblaciones de células

dentro de la misma matriz.

Figura 15. Las WJ-MSC permanecen dentro de las matrices implantas en los animales
luego del periodo de implantacion. Inmunohistoquimica anti-presinilina-1 para las matrices
posterior a 5 (A-B) y 10 (C-D) dias de implantacién. Se indican las matrices control y con WJ-
MSC. Se observa que tanto para 5 (B) como 10 (D) dias, las WJ-MSC permanecen dentro de
las matrices. Las puntas de flecha en el acercamiento optico indican la posicién de células
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
células dentro de las matrices sugiere que éstas son, efectivamente, las responsables
de la vascularizacion observada en el animal gracias a la secrecion local de factores

tréficos dentro de las matrices.
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4. DISCUSION

Desde hace mucho tiempo, la piel ha sido considerada como un organc de proteccion
total, que les servia a los seres vives para protegerles y aislarles del entorno. Aunque
su funcion principal sigue siendo [a de proteccion contra los factores nocivos del medio
exterior, también constituye un complejo metabdlico, inmunclégico 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 vy las funciones de la piel, llegandose
a la situacién actual en la que se considera a este drgano como un sistema de relacion
con el exterior (Supp & Boyce, 2005). Si existen heridas, la piel estara destruida en
mayor 0 menor medida, y no realizara su funcién de barrera protectora y metabdlica
(Guo & Dipietro, 2010).

Con esto en consideracion es que la reparacion 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 multiples estrategias que permitan
acelerar el proceso de sanacion dérmica, dentro de las cuales se encuentra el usoc de
matrices bioartificiales, particularmente relevante durante los ditimos afios (Jones y
col., 2002; Gurtner y col., 2008; Macneil 2008; Shi y col., 2011; Formigli y col., 2012).
Sin embargo, el uso de dichas matrices es alin limitado debido a las altas tasas de
infeccién y baja capacidad regenerativa observada en los pacientes (Heimbach y col.,
1988; Machens v col., 2000; Pham y col., 2007), principalmente por la falta de oxigeno
y nutrientes, ya que una de las restricciones principales en la reparacion de heridas

crénicas se debe a procesos limitados de angiogénesis.

|
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En este sentido, existe un vasto niomero de estudios que han demostrado que las
células troncales mesenquiméticas tienen propiedades pro-angiogénicas vy
promovedoras de sanacién de tejidos (Gnecchi y col., 2008; Salem & Thiemermann,
2010; Shetty y col., 2011; Jackson y col., 2012; Burlacu y col., 2013). Por lo tanto, el
interés de este trabajo fue la generacion de una matriz bioactivada mediante Ia
combinacién de dos importantes herramientas en ingenieria de tejidos: una matriz
bioartificial basada en colageno que, enriquecida con células mesenquimaticas
troncales, promueva procesos de angiogénesis, permitiendo la sanacion 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 busco
determinar la relacion existente entre las WJ-MSC y AD-MSC, sembradas en 5
distintas matrices, en cuanio a una serie de parametros celulares con énfasis en la
difusidn del principio activo (en esfe caso factores pro-angiogénicos y anti-
inflamatorios). Una vez tipificadas las distintas clases de matrices a utilizar, se
ensayaron, empleando diferentes condiciones experimentales in vitro, para ver si éstas
influyen en los procesos de liberacidn de factores paracrinos. Por ultimo, se
seleccionaron las membranas IM, con y sin WJ-MSC, para ser ensayadas simulando
una:situacién real’, es decir, colocandolas en heridas en contacto con muestras de piel
murina en un modelo de reparacion demal. 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 caracieristica de ser mas permeable en comparacion con [a piel

humana (Idson, 1975).
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4.1. Caracterizacion in vitro de las WJ-MSC en matrices bioartificiales

En este trabajo se demostré que las WJ-MSC se asientan homogéneamente tanto en
IM como en matrices de colageno | (Figura 5A, B}, por lo que podemos inferir que las
células se adectian a la situacion de cultivo tridimensional en dichas matrices. Otros
autores han demostrado que las WJ-MSC se asientan en determinados tipos de
matrices bioartificiales (Kenar y col., 2010), sin embargo, sin propdsitos de reparacion
dermal. Cabe destacar a su vez, que el cultivo de WJ-MSC en matrices Integra, de
colageno tipo [, o en ofro tipe de matrices, no ha sido reportado con anterioridad en el

contexto de regeneracion fisular.

A su vez se vio que luego de 24 horas de privacion de suero, no hay diferencias
significativas en la actividad metabdlica de las WJ-MSC sembradas sobre IM o
colageno | (Figura 6A), por lo que probablemente ni el asentamiento celular ni la
viabilidad sean responsables de [a habilidad diferencial de secrecién observada para
las WJ-MSC sembradas en ambos tipos de matriz basadas en colageno (Figuras 8-9).
Una posible explicacion de esto es que los factores secretados por las células estan
siendo retenidos en las matrices de colageno |, ya que ha sido reportado que éste
concentra los factores secretados por distintos fipos celulares, con el fin de emular st
nicho natural (Martinez y col., 2013).

Se ha demostrado que uno de los factores criticos para una difusion apropiada de
nutrientes, materiales de desecho y factores solubles depende estrictamente del
tamario del poro, su geometria y distribucion (Lee y col., 2008). Es mas, se ha
confirmado que los haces de colageno tipo | tienden a tener un enramado mas grueso
que aquél presente naturalmente en la matriz extracelular (Elsdale & Bard, 1972).

Mientras que las matrices Integra por su parte, tienen un tamafio de poro y
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composicion 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 mas eficiente difusion de los factores solubles cuando las células estan
sembradas enh IM en comparacién con las matrices de colageno tipo 1.

Se demostrd también que las WJ-MSC mantienen mayores niveles de actividad
metabadlica durante largos periodos de privacion de suero cuando estan sembradas en
IM en comparacion con matrices de colageno tipo [ e lIS (Figura 6A). El caso del
colageno se debe probablemente a la permeabilidad reducida de nutrientes como se
menciond con anterioridad, asi como también al hecho de que esta matriz se degrada
con el tiempo posiblemente por la propia accién proteolitica de las células (Figura 6C),
dejando menor cabida para el asentamiento y proliferacion celular. Por otro lado, la
menor actividad metabdlica de las mismas células en matrices [IS se puede deber a
que su distribucién no fue homogénea dentro de la matriz (Figura 5C), pese a que su
sembrado se realizé en las mismas condiciones que en matrices IM o colageno [
También son relevantes las propiedades fisicas de las matrices (IS, puesto que estan
constituidas de fibras de quitosano entrecruzadas, gelatina, acido hialurdnico y geles
de fibrina, cuya biocompatibilidad ha sido demostrada (Weinstein-Oppenheimer y col.,
2010), sin embargo, la fibrina no forma naturalmente parte de la matriz extracelular,
sino que solo estd presente temporalmente durante la sanacion de tejidos (Mano y col,,
2007), lo que podria dar cuenta del mal asentamiento y baja viabilidad de las celulas

sembradas en IIS incluso durante periodos breves carentes de suero.

Cabe destacar que la matriz Integra estéd compuesta por elementos biocompatibles que
emulan la matriz extracelular y tienen una porosidad tal que ;permite [a infiltracion

celular y permeabilidad de nutrientes (Yao y col., 2013). Ademés esta aprobada por la




61

FDA y ha sido utilizada 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
homogéneamente en dicha matriz y mantienen su actividad metabdlica en situaciones
de estrés, se determiné [a utilizacion de la matriz IM para llevar & cabo tanto los
ensayos in vifro comparando con AD-MSC, asi como los ensayos in vivo en un modelo

murino de reparacion dermal.

Las matrices IM, 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 metabdlica en condiciones de privacion de
suero (Figura 6B). Este resultado podria explicarse de acuerdo al tejido de donde son
aisladas dichas células, 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 fluctian entre 10 y 15% (Bizzarri y col.,, 2006). Esto pudiese estar
dando cuenta del por qué 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). Mas
atin, se observé una mayor actividad metabdlica asi como su mantencién para las
WJ-MSC en comparacién con las AD-MSC, lo cual puede deberse al hecho que la
primeras poseen una mayor vitalidad y mayor tasa de duplicacion que las celulas

aisladas desde tejido adulto (Hass y col., 2011).

Cabe destacar que estudios de secretoma con WJ-MSC son aun 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 tréficos (Yoo et al. 2009), ademas
se han reportado propiedades angiogénicas de las WJ-MSC tanto in vifro {Choi y col.,
2013; Hsieh y col, 2013) como in 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 in vitro o in vivo, ni tampoce

se han realizado estudios protedmicos en condiciones libres de suero.

Considerando la posible aplicacién en medicina regenerativa, se realizaron ensayos en
ausencia de suero, dependiendo exclusivamente de una apropiada sefalizacion
autocrina y paracrina. Alin mas, las WJ-MSC estarian expuestas a las condiciones del
nicho de la herida, que sin duda implicaria un inmenso estrés para ellas (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 in
vivo, motivo por el cual se han propuesto otros vehiculos para la entrega de MSC, tal

como el plasma rico en plaquetas (Formigli y col., 2012).

En este trabajo se corroboré que en condiciones de privacion de suero, las WJ-MSC
cultivadas en matrices bioartificales expresaron y secretaron factores angiogénicos
clasicos y no clasicos (Figuras 7-8), asi como una extensa gama dé factores
involucrados en la sanacion de tejidos (Figura 9), volviéndolas potencialmente aptas
para su uso en terapia celular con fines de reparacion tisular. Cabe destacar que los
factores troficos secretados por las WJ-MSC en su conjunto, constituyen un estimulo
gue puede actuar tanto sobre células endoteliales como estromales en términos de
migracion, proliferacién, polaridad, diferenciacion y comunicaciones célula-célula para

promover el desarrollo de nuevas redes vasculares (Herbert & Stainier, 2011).
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4.2. Caracterizacion in vivo de las WJ-MSC en matrices bioartificiales

Se demostrdé en este trabajo que las WJ-MSC promueven la vascularizacion in vivo
durante un proceso de reparacién dermal dependiente de matrices con una tasa

angiogénica mayor que las AD-MSC o las mafrices por si solas (Figura 10).

Es relevante destacar la diferencia significativa obtenida en la vascularizacion
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 interés dado que las AD-MSC han sido ampliamente utilizadas en el campo de
la medicina regenerativa (Schaffler & Biichler, 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 in vivo.

Mas aun, dentro de las ventajas observadas al utilizar las WJ-MSC, es que estimularon
una aceleracion en el proceso de vascularizacion respecto de las AD-MSC (Figura 10),
asi como también una mejor definicion de las redes vasculares formadas. Esto podria
deberse a la mejor capacidad que tienen las WJ-MSC de adaptarse a situaciones de
estrés, asi como su menor fiempo de duplicacién (Lee y col, 2012) y mas
importantemente, a una mayor habilidad secretora de los factores tréficos relacionados
con los procesos de reparacion de tejidos in vitro (datos no publicados). Ademas, el
secretoma de las WJ-MSC genera un efecto angiogénico sobre una red vascular
completa, evidenciado por la formacion y orientacién de vasos sanguineos en ensayos
realizados con la membrana corioalantoidea de pollo (CAM) (datos no publicados),
ampliamente utilizado como modelo de angiogénesis (Ponce & Kleinman, 2003; Ribatti

y col., 2006).
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Considerando que en el contexto de utilizacion de estas células in vivo, éstas no deben
provocar rechazo inmunogénico, en lugar de ensayar en animales inmunodeprimidos
como ha sido reportado previamente en la literatura (Truong y col., 2005; Egaiia y col.,
2009; Danner y col., 2012; Sukpat y col., 2013), se utilizo [a cepa inmunocompetente
Balb/c. Importantemente, los animales no reportaron cambios significativos en los
niveles de las moléculas evaluadas (TNF, IFN-Y, MCP-1 e IL-6), indicando que no
presentaron cambios en su inflamacion sistémica durante 10 dias de implantacion de
WJ-MSC respecto de matrices solas (Figura 11). Esto sugiere que los animales no
presentaron un rechazo inmunoldgico hacia las células humanas implantadas, sin
embargo no se puede descartar que la inflamacion 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 evaluacién de la inflamacion sistémica en los animales posterior a
la aplicacién de células que si presentarian rechazo inmunogénico. Emperc los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren que estas células son potencialmente

atractivas para su uso en terapia celular alogenica.

Los efectos observados en la promocién temprana de la angiogénesis y sanacion
mediante e! 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 respecio de las matrices vaclas, 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-angiogénico descrito a la fecha

(Otrock y col., 2007; Gerhardt, 2008), siendo indispensable durante los eventos
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tempranos de la angiogénesis, participando particularmente en los procesos de
migracion y proliferacién de las células endoteliales (Ferrara y col., 2003, Barrientos y

col., 2008).

Este efecto se podria explicar gracias a la secrecién de una extensa gama de factores
tréficos por parte de las WJ-MSC en el sitio de la herida (Figura 13), que pedrian ser
las responsables de inducir una mayor expresién murina de moléculas relacionadas
con el proceso de sanacion 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 mas probablemente, una combinacién de ambas alternativas.

Resulta evidente entonces que las WJ-MSC expresan un set especifico de factores
troficos y citoquinas (Schultz y col., 2012) de manera homeostética, en respuesta a los
requerimientos de la herida (Barrientos y col., 2008). Mas atn, las células podrian estar
expresando dichos factores durante todas las etapas de regeneracién de acuerdo a los
requerimientos temporales de [a herida (dentro de un rango dinamico), lo que contrasta
fuertemente con la presencia exclusiva de un factor angiogénico (inclusive aplicado en
exceso), ya sea clasico o no clasico, o el uso de medio condicionado, que constituiria
Unicamente 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, 1897). Es
importante recalcar entonces el hecho de que la gama de dichos factores en su
conjunto, posiblemente logra promover la reparacién del tejido de manera

homeostatica.

Siguiendo con esta linea, se ha reportado en Ia literatura que factores como VEGF y

las Netrinas promueven procesos de angiogénesis tanto in vifro (Klagsbrun &




66

Eichmann 2005; Presta y col. 2005) como in vivo (Park y col. 2004; Gerhardt 2008; Liy
col.,, 2011). Sin embargo, los ensayos in vifro constituyen 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 interés se afiadan al sistema, o bien,
que los no estudiados sean inhibidos. Mientras que en los ensayos in vivo realizados
para evaluar el efecto pro-angiogénico de dichos factores, se utilizaron
concentraciones considerablemente mas altas que las fisiolégicas, por o que su efecte
es exacerbado y probablemente se aleje de los que ocurriria en un proceso natural de

reparacion.

Las concentraciones fisiologicas (Stefanini y col., 2008) y la vida media (Kleinheinz y
col., 2010) de los factores tréficos también debe ser consideradas, sin embargo, la
informacién es escasa pese a la gran importancia que cobra una apropiada
comprension de la estabilidad y el efecto generado por un secretoma completo en el

curso de [a sanacion de diversos tejidos.

Durante el presente seminario de titulo, se demostré a su vez que las matrices IM
permiten la infiltracién celular {Figura 14), promoviendo la formacién de nuevo tejido a
partir del andamiaje que ésta ofrece, dentro de [as cuales permanecen contenidas las
WJ-MSC sembradas (Figura 15), lo cual es sumamente importante puesto que es un
posible indicador de que éstas permanecen confinadas al area de implantacion y que
posiblemente no ingresan al torrente sanguineo hasta llegar a otros érganos, 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 implantada hacia tejido aledafio, por lo que claramente mas estudios deben ser

realizados para anular dicha alternativa.
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Es claro que [a aproximacion terapéutica propuesta en este frabajo suena
prometedora, empero resulta evidente que mayor investigacién es necesaria para
evaluar que ocurre con las WJ-MSC in vivo, puesto que no existe evidencia acerca de
la destinacion de dichas células posterior a su implantacién mediante el método de
entrega propuesto en este trabajo. Por supuesto que también se requieren etapas de
investigacion clinica para evaluar si los efectos benéficos observados en el modelo

propuesto se conservan en nuestra especie.

4.3. Proyecciones del trabajo

Las propiedades pro-angiogénicas 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 reparacién de tejido en protocolos de
terapia celular alogénica, con propiedades mejoradas respecto de otros 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 crénicas en que los
procesos de vascularizacion se encuentren alterados, como la diabetes. De manera
complementaria, identificar la destinacién final de las células implantadas en los
animales, asi como determinar los posibles efectos adversos luego de periodos mas

largos de implantacion.
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4.4. Modelo propuesto

Figura 16: Modelo propuesto para el proceso de regeneraciéon promovido por las WJ-MSC
en el lecho de la herida. La matriz bioartificial enriquecida con WJ-MSC libera factores
promovedores de angiogenesis y moduladores de la inflamacion del tejido, actuando tanto
sobre células endoteliales, fibroblastos, queratinocitos y componentes del sistema inmune para
promover y acelerar los procesos relacionados con la sanacién del tejido.
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5. CONCLUSIONES

Las WJ-MSC se asientan homogéneamente y permanecen metabolicamente
activas en matrices bioartificales durante el tiempo de evaluacion, siendo mas
resistentes que las AD-MSC a condiciones de estrés.

Las WJ-MSC expresan y secretan factores que promueven la angiogénesis y
sanacién de tejidos, tanto in vitro como in vivo.

Las WJ-MSC sembradas en matrices bioartificiales tienen potencial terapéutico,
puesio que promueven y aceleran el proceso de reparacion dermal, en
comparacion con las AD-MSC expuestas a la misma condicién.

Las WJ-MSC pemanecen en el area de implantacidn, promoviendo la
infiltraciéon de células murinas hacia el sitio del dafio, colaborando activamente

al proceso de cicatrizacion.
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