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RESUMEN BI0GRAFICO

Follow through

Make your dreams come true

Don't give up the fight

You will  be alright

'Cause there's no one like you in the

universe

Don't be afraid

What your mind conceives

You should make a stand

Stand up for what you believe

And tonight

We can truly say

Together we're invincible

During the struggle

They will pull us down

But please, please

Let's use this chance

To turn things around

And tonight

We can truly say

Together we're invincible

Do it on your own

lt makes no difference to me

What you leave behind

What you choose to be

And whatever they say

Your souls unbreakable

During the struggle

They will pull us down

But please, please

Let's use this chance

To turn things around

And tonight

We can truly say

Together we`re invincible

During the struggle

They will  pull us down

Please, please

Let's use this chance

To turn things around

And tonight

We can truly say

Together we're invincible

...... Invincible,  Muse
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RESUMEN

La angiog6nesis es el  proceso fisiol6gico mediante el cual se generan nuevos vasos

sanguineos  a  partir de  otros  preexistentes y  requiere  de  la  comunicaci6n  coordinada  del

endotelio  vascular y el tejido  estromal  que  le  rodea.  Esta  conversaci6n  esta  mediada  por

factores  solubles  que  pueden  ser  secretados  por  el  estroma  y  modulan  la  formaci6n  y

mantenci6n  de  los vasos sangufneos.  En  esta tesis doctoral,  quisimos  determinar el  papel

que juega la via de sefializaci6n de Sonic Hedgehog (SHH)/GLI en la comunicaci6n estromal-

endotelial,  estudiando  especificamente  la  regulaci6n  que SHH  ejerce sobre  la  expresi6n y

secreci6n    de   factores    angiog6nicos    en    el    estroma.    Para    abordar   esta    pregunta,

seleccionamos  como  modelo  de  estudio  el   cord6n  umbilical  y  su  componente  celular

estromal,    las    WJ-MSC    (celulas    troncales    mesenquimaticas    aisladas    desde    la    zona

perivascular del cord6n umbilical  humano). Determinamos que las WJ-MSC son una fuente

del  ligando SHH y responden  a  61,  gener5ndose  una sefializaci6n  autocrina.  La via  SHH/GLI

se  encuentra  activa  de  forma  basal  en  estas  c6lulas  y  las  WJ-MSC  responden  a  la  via

modulando  la  expresi6n P7rfJl y G£/I,  genes blanco clasicos de  la via SHH/GLl y de FGF2,

factor  maestro  del  desarrollo  vascular.  Asimismo,  la  vl'a  SHH/GLl  regula  la  expresi6n  de

factores  angiog6nicos  clasicos  tales  como  VEGF y AIVGprl  y  la  secreci6n  de  6ste  tlltimo,

junto  a  otros  factores  angiogenicos,  tales  como  Angiogenina,  MMP-9,  UPA,  Serpina  E1,

Activina A, GM-CSF, PDGF AB/BB y HFG. Por dltimo, los factores secretados por las WJ-MSC

XV



inducen el proceso angiog6nico actuando sobre las c6lulas endoteliales del cord6n umbilical

(HUVEC;  /.n  v/.fro)  y  posiblemente  sobre  otras  poblaciones  celulares  vasculares  (/.n  v/.vo),

propiedad  que  es  modulada  a  su vez  por  la via  SHH/GLl,  indicativo  de  que  la  sefializaci6n

SHH/GLI es un componente fundamental del nicho vascular.
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ABSTRACT

Angiogenesis is the physiological process by which new blood vessels are generated

from  pre-existing  ones  and  requires  the  coordinated  communication  between  vascular

endothelium  and  the  surrounding  stromal  tissue.  This  crosstalk  is  mediated  by  soluble

factors   which   could   be   secreted   by   the   stroma   and   modulate   the   formation   and

maintenance of blood vessels.  In this thesis, we aimed to determine the role of the Sonic

Hedgehog (SHH)/GLl  pathway in stromal- endothelial communication, specifically studying

the  regulation that SHH  exerts over the expression and secretion  of angiogenic factors in

the stroma. To address this question, we selected  as a  model system the  human  umbilical

cord  stromal  cell  component,  the  WJ-MSCs  (mesenchymal  stem  cells  isolated  from  the

perivascular region of the umbilical cord). We determined that WJ-MSC are a source of SHH

and  responds to it, generating autocrine and/or paracrine signaling. The SHH/GLl  pathway

is   active   at   baseline   levels   in   these   cells   and   WJ-MSCs   respond   by   modulating  the

expression   of  P7lcHl   and   G£/I,   classic   targets   of  the   SHH/GLl   pathway,   and   FGF2,

considered a master regulator of vascular development.  Moreover, the pathway regulates

the  expression  of classical  angiogenic factors such  as  VEGF and AIVGPTl  and  secretion  of

the latter, together with other angiogenic factors, such as Angiogenin,  MMP-9, UPA, Serpin

E1,  Activin  A,  GM-CSF,  PDGF AB/BB and  HFG.  Finally,  the factors secreted  by WJ-MSC  are

able to induce angiogenesis by acting over endothelial cells of the umbilical cord (HUVEC; /.n

xvii



v/.two)   and   possibly   over  other  vascular  cell   populations   (/.n   v/.vo),   a   property  that   is

modulated in turn by the SHH/GLl pathway, indicating that the pathway is a key component

of the vascular niche.
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lNTRODUCC16N

1.    La angiog6nesis y el desarrollo vascular

La red vascular corresponde al conjunto ramificado de vasos sangufneos q.ue permite la

circulaci6n  de  la  sangre,  lo  cual  hace  posible  el  transporte  y  distribuci6n  de  nutrientes,

desechos  y  c€lulas  hacia  todo  el  organismo.   Esta  red  se  genera  durante  el  desarrollo

embrionario  a  trav€s  del  proceso  denominado  vasculog€nesis  (Carmeliet,  P.  y  Collen,  D.

1998). Este proceso corresponde a la formaci6n de vasos sangufneos de novo e involucra la

diferenciaci6n, migraci6n y fusi6n de los angioblastos, precursores de origen mesodermico,

que dan origen a los vasos sangufneos (Herbert, S. P. y Stainier, D. Y. 2011). En un principio,

Ios angioblastos se fusionan y generan una red vascular primitiva  (o plexo), que se ramifica

de forma jer5rquica y va adquiriendo el car5cter arterial o venoso.

Las celulas endoteliales, que revisten la red vascular, tambi6n se originan a partir de los

angioblastos, y adquiriran fenotipo arterial a venoso dependiendo del flujo hemodinamico

y  de  las  vfas  de  sefializaci6n  activas  (Herbert,  S.  P.  y  Stainier,  D.  Y.  2011;  Senger,  D.  R.  y

Davis,  G.  E.  2011).  Por una  parte, se ha  establecido que la sefializaci6n  de  Notch  regula  la

expresi6n de los factores de transcripci6n HEYl y HEY2 y 6stos promueven la diferenciaci6n

a   linaj.e   arterial   (Zhong,   T.   P.   y   col.   2001;   Fischer,   A.   y   col.   2004),   mientras   que   la

1



sefializaci6n   del  factor  de  transcripci6n   COUPTF-ll   reprime  la   sefializaci6n   de   Notch  y

promueve la adquisici6n del fenotipo venoso (You, L. R. y col. 2005).

La  remodelaci6n y/o generaci6n de vasos a  partir de la  red vascular primitiva ocurre a

trav6s  de  la  Angiog6nesis.  Este  proceso  se  mantiene  activo  hasta  la  adultez  en  procesos

tales  como  la  cicatrizaci6n  de  heridas,  ciclo  menstrual,  embarazo,  entre  otros,  y  puede

encontrarse alterado en condiciones patol6gicas como el cancer (Carmeliet, P. 2005).

La  angiog€nesis  es  un  proceso  complejo  que  ocurre  en  varios  pasos  y  requiere  un

control fino de la conducta de las c6Iulas endoteliales y otras poblaciones celulares  (Figura

1).  En vasos estables a quiescentes, las c6Iulas endoteliales forman una monocapa del tipo

cobb/es for)e o  empedrado  de  c6lulas  mit6ticamente  inactivas.  Ante  sefiales angiog6nicas,

como VEGF (Vascular Endotelial Growth Facton v FGF2. `Fibroblastic Growth Factor 2\ eritre

otros,  las c6lulas  endoteliales sufren  cambios en su  conducta y morfologia:  se  pierden  las

interacciones c6lula-c6lula y se activan proteasas que degradan la membrana basal del vaso

sangufneo,   lo   que   libera   a   las   c6lulas  endoteliales   que,   seguidamente,   adquieren   un

car5cter invasivo y  m6vil  e  inician  el  proceso  de  la  ramificaci6n  del  vaso  (Herbert,  S.  P. y

Stainier, D. Y. 2011; Senger, D. R. y Davis, G. E. 2011).

Para   que   un   nuevo   vaso   madure   y   permanezca   en   el   tiempo,   se   requiere   del

reclutamiento  de  celulas  accesorias.  PDGFP  (P/cire/ef Der/.ved  GroMwh  Focfor  a),  ANGPT1

(Ang/.apo/.e£/.n  I)  y TGFB1  (Trons/orm/.ng  Growth  FCJctor  81)  en  conjunto  reclutan  c€lulas

murales,  tales  como  pericitos  y  c6lulas  musculares  lisas  vasculares,  Ias  cuales  rodean  al

lumen  primitivo y estabilizan  la  pared vascular (Jain,  R. K. 2003;  Rocha, S.  F. y Adams,  R.  H.

2009).  Posteriormente,  se  deposita  membrana  basal  en  la  regi6n  mss  periferica  del vaso,

fortaleci6ndose  las  interacciones  c6lula-c6lula  y  suprimiendo  el  carfcter  invasivo  de  las
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c6lulas endoteliales para finalmente conformar un nuevo vaso sangufneo (Gaengel, K. y col.

2009).

La angiog6nesis requiere la actuaci6n coordinada de factores que estimulen el proceso,

a trav6s de  la sefializaci6n sobre el  endotelio y sobre el  estroma circundante, siendo 6ste

tlltimo  un  componente  fundamental  dentro  de  la  regulaci6n  del  proceso.  Asimismo,  el

proceso  tambi6n  requiere  de factores  promotores  de  la  maduraci6n  y  anti-angiog6nicos

para detener el proceso, el cual en condiciones homeostaticas, es un fen6meno acotado en

el tiempo.

2.    Factores angiog6nicos clasicos: VEGF y ANGPTI

La angiog6nesis es estimulada por mdltiples factores y a continuaci6n destacaremos los

denominados clasicos: VEGF y ANGPT1.

2.1.VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor

VEGF es  una  proteina  implicada  en  la vasculogenesis durante la embriog6nesis y en  la

angiog€nesis,  desde  el  embri6n  hasta  el  adulto  y  se  considera  el  regulador  maestro  del

proceso.  Los  integrantes  de  la  familia  VEGF  son  glicoprotefnas  dim6ricas  de  40  kDa  y  en

mamiferos   encontramos  5   miembros:   VEGFA,  VEGFB,   VEGFC,  VEGFD  y   PLGF   que   son

codificados  por 5 genes distintos.  Estos  ligandos sefializan  mediante varios  receptores del

tipo  receptor tirosina  quinasa  o  VEGFRs:  VEGFR1  (FLT-1),  VEGFR2  (KDR  o  FLK1)  y  VEGFR3

(FLT4)    (Yancopoulos,    G.    D.   y   col.    2000).   Ademas    utilizan    co-receptores   como    las

Neuropilinas (NRpl y NRP2) y proteoglicanos de hepar5n sulfato (Olsson, A. K. y col. 2006).
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Figura 1. Etapas del proceso angiog6nico.

La angiog6nesis  puede ser estimulada por varios estfmulos, como la  hipoxia  u otros factores que son
angiog6nicos de forma aut6noma, como  NO (6xido nitrico), VEGF,  FGF2 y ANGPTl y 2.  Estos factores
acttlan  sobre  los  vasos  para  aumentar  la  permeabilidad  de  la  pared  capilar.  Esta  desestabilizaci6n

permite  a  la celula endotelial  migrar y proliferar para formar tdbulos,  proceso estimulado  por VEGF,
Angiopoyetinas,   mol€culas   de   guia   axonal,   factores   de   crecimiento,   citoquinas   y   asimismo   la
degradaci6n  de  la  matriz.  La  maduraci6n  de los vasos  nacientes se ve acompafiada  por la expresi6n
de  factores   anti-angiog6nicos,   PDGFB,  TGFB   entre  otros  que   permiten   la   maduraci6n   del  vaso.

(Modificado de Clapp, C. y col. 2009).
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Los  VEGFR  inducen  procesos  celulares  comunes  para  otros  factores  de  crecimiento,

como   migraci6n   celular,   supervivencia   y   proliferaci6n.   Pero   ademas,   sefializan   para

funciones   que   son   tlnicas   a   VEGF,   como   es   la   generaci6n   de   estructuras  tubulares

tridimensionales y la regulaci6n de la permeabilidad vascular (Gale, N. W. y Yancopoulos, G.

D. 1999; Olsson, A. K. y col. 2006).

De  los  ligandos,  VEGFA  o  simplemente VEGF,  es  el  mss  estudiado y  posee  funciones

importantes  durante  el  desarrollo  del  sistema  vascular y  la  angiog6nesis.  Esta  codificado

por un gen de 8 exones y mediante sp//.c/.ng alternativo se generan las distintas isoformas de

la  protefna,  cada  una  con  distintas  actividades  biol6gicas:  VEGF121,  VEGF145,  VEGF165,

VEGF189 y VEGF206 segtin el ndmero de aminoacidos que posee en su estructura proteica

(Hoeben,   A.   y   col.   2004).   Los   aminoacidos   codificados   por   los   exones   1-   5   y   8,

correspondientes   al   extremo   N-terminal,   estan   conservados   en   todas   las   isoformas

(excepto VEGF148)  por lo que el sp//.c/.ng alternativo ocurre en  los aminoacidos codificados

en los exones 6 y 7 (Poltorak, Z. y col. 1997; Neufeld, G. y col. 1999). Estos exones codifican

para 2 dominios de uni6n a heparina, por lo cual la presencia o ausencia de estos dominios

determina   la   interacci6n   de   los  VEGF  con   sus   receptores  y  su   difusi6n   en   la   matriz

extracelular (Olsson, A. K. y col. 2006). Las isoformas que contienen este dominio (VEGF145,

VEGF189 y VEGF206)  interacttlan fuertemente con  proteoglicanos que contienen  heparina

en  la  matriz,  mientras  que  aquellos  que  carecen  de  este  dominio  son  completamente

difusibles (VEGF121). VEGF165 contiene un dominio de uni6n a  heparina  (codificada  por el

ex6n  7)  por  lo  cual  presenta  difusi6n  moderada  y  es  la  isoforma  mss  abundante  y  en

consecuencia, la mss estudiada (Ortega, N. y col. 1999).

La  expresi6n de VEGF es regulada temporal y espacialmente y su desregulaci6n  IIeva a

alteraciones serias del desarrollo. Ratones mutantes nulos para Vegf (Vegf/-) no son viables,
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sufren serias alteraciones del desarrollo vascular y mueren en etapa embrionaria (dfas E9.5-

10.5)  (Carmeliet,  P.  y  col.  1996;  Ferrara,  N.  y  Bunting,  S.  1996).  El  mutante  heterocigoto

(Vegf/-)  tambi6n   presenta  alteraciones  en  el  desarrollo  vascular,  es  inviable  y  muere

durante la embriog6nesis (dfas Ell-12) (Carmeliet, P. y col. 1996;  Ferrara,  N. y col. 1996). EI

mutante de VEGF es  posiblemente el  dnico ejemplo de  letalidad embrionaria  debido a  un

efecto de dosis haploinsuficiente en mamiferos.

2.2. AINGPT1, Angiopoietin 1

Las Angiopoyetinas conforman una familia de glicoproteinas que posee a los siguientes

miembros:   Angiopoyetina   1   (ANGPT1)   2,   3   y   4.   Estas   glicoprotefnas,   en   su   forma

oligom6rica,  sefializan  a trav6s de  los  receptores de la familia TIE,  especificamente con  la

isoforma  TIE2  (Crivellato,  E.  2011).  Las Angiopoyetinas y  los  receptores TIE  cumplen  roles

preponderantes  durante  el  desarrollo  vascular,  pero  en  estadios  mss  tardios  que  VEGF.

Dado que en  la red vascular adulta controlan la remodelaci6n y estabilizaci6n de los vasos,

ANGPTl  es  necesaria  para  la  correcta  organizaci6n  y  maduraci6n  de  los  vasos.  Adem5s

estimula  la  quiescencia  de  las  c6lulas  endoteliales y la  integridad  estructural  de  los vasos

(Fukuhara, S. y col. 2010; Herbert, S. P. y Stainier, D. Y. 2011).

EI RNAm de ANGPTl se detecta desde E9-11 en el miocardio y luego en el mes6nquima

que rodea a los vasos sangufneos. ANGPTl no induce la proliferaci6n de c6lulas endoteliales

/.n I;7.two pero sf estimula la ramificaci6n de los vasos (Davis, S. y col.1996).

Al  igual que VEGF, ANGPTl es fundamental para el desarrollo embrionario, tal como lo

demuestra  el  analisis  de  los  mutantes.  EI  mutante  murino  Angp£J-/- parece  desarrollarse

normalmente  hasta  E10.5 pero muere en  E12.5.  En este  animal  es posible observar que si

bien  ocurre  desarrollo  de  la  red  vascular,  6sta  presenta  una  arborizaci6n  pobre,  vasos

dilatados y bajo  ntimero  de vasos de  pequefio  calibre.  Los vasos contienen  menos  c6lulas
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endoteliales,   se   observan   defectos   en   la   interacci6n   c6lula-c6lula   y   con    la    matriz

extracelular, ademas de ruptura de los vasos (Suri, C. y col. 1996).

Estos  datos  demuestran  que  la seFializaci6n tanto  de VEGF como  de ANGPT1, junto  a

otros  factores  es  fundamental  para  el  desarrollo  de  una  red  vascular  funcional.  Asf,  Ia

regulaci6n  de  la  angiog6nesis  requiere  de  un  complejo  balance  entre  mtiltiples  factores

(pro    y    anti-angiogenicos),    distintos    tipos    celulares    (celulas    endote[iales,    mura]es,

inflamatorias) y el estroma circundante. En el adulto, la angiog6nesis se mantiene en forma

fisiol6gica   y   recientes   estudios   han   enfatizado   la   importancia   de   las   sefializaci6n   de

Hedgehog en el reclutamiento de sefiales angiog6nicas.

3.    La via de seiializaci6n SHH/GLl y su rol en el desarrollo vascular

3,1. Los factores Hedgehog (HH)

La   via   de   sefializaci6n   Hedgehog   (HH)   se   encuentra   altamente   conservada   desde

invertebrados a humanos y es esencial para el desarrollo del embri6n y la mantenci6n de la

homeostasis  en  el  adulto.  Las  proteinas  HH  se  comportan  como  morf6genos  durante  el

desarrollo embrionario y se han analizado con detalle los mecanismos a trav6s de los cuales

la   via   induce   la   expresi6n   de   genes   relacionados   con   morfogenesis,   proliferaci6n   y

diferenciaci6n  en  maml'feros  (Fuccillo,  M.  y  col.  2006).  Modulando  estas  funciones,  la  via

acttia sobre el mesodermo durante la transici6n epitelio-mes6nquima, siendo indispensable

durante el desarrollo de los miembros, pulm6n, intestino, folfculos pilosos y hueso (Briscoe,

J. y Therond,  P.  P. 2013). Tambi6n participa en el desarrollo y organizaci6n del tubo neural

(Jeong,  J.  y  MCMahon,  A.  P.  2005;  Holtz, A.  M. y col.  2013)  y de  estructuras  dorsales  del

enc6falo (Dahmane,  N. y Ruiz i Altaba, A.1999; Palma, V. y col. 2005;  Ruiz i Altaba, A. y col.

2002)  regulando  la  mantenci6n  de  nichos de c6lulas troncales  neurales  (Palma, V. y Ruiz i

Altaba, A. 2004; Fuccillo, M. y col. 2006) , entre otras funciones.
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En  mamiferos se  encuentran  tres genes  HH:  Indian  hedgehog (lHH),  Desert  hedgehog

(DHH) y Sonic hedgehog (SHH), siendo 6ste t]ltimo el mss estudiado.

3.2.Sonic Hedgehog (SHH)

SHH  es  el  ligando  mss  abundante  dentro  de  la  familia.  Se  traduce  como  una  pre-

protefna  de  45   kDa,   pero  dentro  de  la  ruta  secretoria  sufre  de  modificaciones  post-

traduccionales  que  conllevan  a  la  generaci6n de  la  forma  madura  con  actividad  biol6gica,

de 19 kDa. SHH sufre un corte proteolitico que elimina el segmento C-terminal y adem5s se

modifica en sus 2 extremos: en el  N-terminal se agrega un acido palmftico y en su extremo

C-terminal,  un grupo colesterol. SHH es secretado en su forma activa y sus modificaciones

lipfdicas  le  permiten  interactuar con  membranas por lo cual  puede  permanecer unido  a  la

c6lula  que  lo  produce  o  bien,  puede  difundir  para  actuar  sobre  otras  c6lulas  de  forma

paracrina ( lngham, P. W. y MCMahon, A. P. 2001; Hui, C. C. y Angers, S. 2011).

3.3.Sefializaci6n SHH/GLI can6nica

La  sefializaci6n SHH/GLl o can6nica  est5  mediada  principalmente por la funci6n de dos

receptores:  Patched  1  (PTCH1)  y  Smoothened  (SMO)  y  por  los  factores  de  transcripci6n

GLI1,  GL12  y  GL13  (Figura  2).  En  ausencia  de  ligando,  la  via  permanece  inactiva,  ya  que

PTCHl inhibe la sefializaci6n intracelular mediada por SMO, pero en presencia de SHH, 6ste

se  une a su  receptor PTCHI  Io  que libera  la  inhibici6n sobre SMO.  Una vez des-reprimido,

SMO gatilla la transducci6n de la serial a nivel citoplasmatico, lo que permite la generaci6n

de  formas  activadoras  de  los  factores  de  transcripci6n  GLI  (especificamente  GL12  y  en

menor  medida  GL13),  y  la  posterior  transcripci6n  de  genes  blancos,  tales  .como  GL/1  y

PrcfJ£, entre otros, siendo G£/1 otro efector positivo de la via (Hui, C. C. y Angers, S. 2011).

Por ende,  la  sefializaci6n  can6nica  es aquella  que  culmina  con  la transcripci6n  de  nuevos

genes, blancos de la vfa SHH/GLl.
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3.4. Factores GLI, efectores de ]a sefializaci6n de SHH

Las  protefnas  GLI  son  factores  de  transcripci6n  cuyo  dominio  de  uni6n  a  DNA  esta

compuesto   por   motivos   ``dedos   de   Zinc"   (Z/.nc-//.nger)   y   mediante   el   cual   reconocen

secuencias    especificas    en    genes    blanco,    denominadas    GBS    a    "G£/-B/.nd/.ng   S/.£es"

(Koebernick, K. y Pieler, T. 2002).

Los distintos factores GLl  poseen diferencias estructurales que determinan su funci6n.

GLll contiene un dominio C-terminal que acttia como un activadortranscripcidnal, mientras

que GL12 y GL13  poseen ademas del dominio activador,  un dominio  N-terminal de actividad

represora.  Cuando  la via  est5 silenciada,  ocurre  un  enriquecimiento  de formas  represoras

de  los  factores  GLl  (GLIR),  ya  que  GL12  y  GL13  sufren  de  modificaciones  traduccionales

(fosforilaci6n  y  ubiquitinaci6n)  lo  que  les  hace  sustrato  del  proteosoma,  generandose  la

degradaci6n parcial del dominio activador. La activaci6n de la via inhibe esta degradaci6n y

cambia el balance desde las formas represoras hacia las activadoras (Ruiz i Altaba, A. y col.

2002; Hui, C. C. y Angers, S. 2011).

GLll es el principal activador de la via, adem5s que es blanco de la misma, por lo cual su

papel  serfa  el  de  proveer  una  potenciaci6n  en  las  respuestas  al  ligando.  El  estudio  en

mutantes indica que GLll es prescindible para el desarrollo, ya que los animales son viables.

GL12 tambi6n acttla como activador transcripcional,  pero contiene un motivo represor que

tambi6n podrfa ejercer esta funci6n  celular /.n v/.vo. GL13 es el  principal  represor de la via, y

su   mutaci6n   genera   animales  viables   pero   con   alteraciones   en   el   desarrollo   de   los

miembros y cerebro. Por ello, el estudio de los mutantes en estos factores indica que GL12 y

GL13 son los mediadores primarios de la sefializaci6n de la via SHH  (Varjosalo,  M. y Taipale,

J. 2008;  Hui, C. C. y Angers, S. 2011).
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Figura 2. Representaci6n esquematica de la via SHH/GLI en mamiferos.

SHH se une al receptor PTCH1 (Patched  1) y tambi6n puede unirse a otros co-receptores, tales como
Boc  y  Cdo  (hom6logos  de  lhog  en  mamiferos)  y Gasl.  En  ausencia  de  ligando,  los  factores  GLl  son
degradados  parcialmente  por el  proteosoma a trav6s de la  acci6n  de  PKA (proteina  quinasa A),  CK1

(quinasa  caseina   1)  y  GSK3   (quinasa  sintasa  del  glic6geno)  generando  formas   represoras  de  GLl
(GLIR).   La  uni6n   de  SHH   Iibera  la  inhibici6n  de  PTCHl  sobre  SMO  el  cual  sefializa  como  receptor
asociado  a  protefna  G  (G„  especificamente)  y  permite  la  generaci6n  de formas  activadoras  de  GLI

(GLIA),  a  trav6s  de   la   inhibici6n   del   procesamiento  proteosomal  y  de  Sufu  y  Cos2/Kif7.  GLIA  se
traslocan  al  nticleo y se  une  a  secuencias  especlficas  (GBS:  GL/  B/.nd/.ng S/.res)  presentes  en  la  regi6n
regulatoria de genes blanco e induce la  expresi6n de ellos, como P7lcHl y G[/1.  (Modificado de  Hui,
C.  C. y Angers, S.  2011).
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Para  el  estudio  funcional  de  la  via  se  cuenta  con  agentes  farmacol6gicos  que  acttian

como agonistas o antagonistas de 6sta y permiten su modulaci6n y estudio.  Para inhibir la

via se usa principalmente Ciclopamina (Cyc), un alcaloide natural que se une a SMO, y 5E1,

anticuerpo que se une a SHH secuestrandolo e impidiendo la interacci6n con PTCH1. Como

agonista  se  utiliza  SHH  recombinante  a  Purmorfarmina  (Pur),  purina  que  se  une  a  Smo

(mismo  sitio  de  uni6n  que  Cyc)  activando  la  via  (Dahmane,  N.  y  Ruiz  i  Altaba,  A.  1999;

Stanton, a. Z. y Peng, L. F. 2010; Carney, T. J. y lngham, P. W. 2013).

3.5.SHH come modulador de la angiog6nesis

La observaci6n de mutantes de la via  HH, dio inicio al estudio del papel que juega SHH

en el proceso de vascularizaci6n y posteriormente, en el proceso de angiog6nesis.  Ratones

nulos    para   Shh    poseen    pulmones   con    ramificaci6n    disminuida   y   carecen   de    una

vascularizaci6n  normal  (Pepicelli,  C.  V.  y  col.  1998).  En  concordancia,  en  un  modelo  de

sobreexpresi6n  de Shh  en  la  regi6n  dorsal  del tuba neural  en  ratones se observa  no s6lo

una alta proliferaci6n de precursores neurales sino que ademas una hipervascularizaci6n de

la  regi6n  dorsal  del  tuba  dorsal  en  E12,  lo  que  sugiri6  que  Shh  jugaria  un  papel  en  la

angiog6nesis (Rowitch, D. H. y col.1999).

El estudio de SHH como protagonista en la angiog6nesis se ha basado en la observaci6n

de mutantes, siendo las alteraciones en el sistema vascular una observaci6n secundaria que

ha ido generando gran inter6s. El trabajo de Pola y col. sienta las bases del estudio de c6mo

SHH  actuaria  sobre  sus  efectores  y  puede  comandar  el  proceso  angiog6nico,  dado  que

demuestra  que  la via  est5  activa y funcional  en  la vida  post-natal y es  un  promotor de  la

angiog6nesis. Es asf como este grupo demostr6 la activaci6n de la via SHH/GLl en el sistema

cardiovascular de ratones en zonas sometidas a isquemia. Asimismo, describieron que la via

se  activa  en  el  estroma  vascular,  tejido  mesenquimal  intersticial  que  rodean  a  los  vasos
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sanguineos.   Utilizando   una   lfnea   de   fibroblastos,   demostraron   que   Shh   estimula   la

expresi6n de Vegf, Angp£1 y Angpt2 y la disminuci6n de FgJ2. Sin embargo, el tratamiento

con Shh no tuvo efectos sobre la transcripci6n de estos genes en las celulas endoteliales ni

tampoco en su proliferaci6n,  par lo cual se determin6 que la poblaci6n celular objetivo de

la sefializaci6n de la via era el estroma vascular y no el endotelio (Pola, R. y col. 2001).

Esta  observaci6n  permiti6  proponer que SHH  es un  agente  promotor jer5rquico  de  la

angiog€nesis,  pero  indirecto,  ya  que  per se  no  serl'a  el  estimulador,  sino  que  lo  harfa  a

trav€s  de  sus  mecanismos  de  sefializaci6n  transcripcional  sobre  el  estroma.  Esto  porque

SHH  tiene  el  potencial  de  inducir  la  expresi6n  y  secreci6n  de  factores  angiog6nicos  que

tienen  un  efecto  directo  sabre  la  formaci6n  y el  establecimiento  de  los vasos.  Asimismo,

estas sefiales estarfan restringidas a compartimentos especificos ya que SHH actuarfa sabre

el estroma o tejido circundante a los vasos sangufneos (mes6nquima) que al responder a la

via de seiializaci6n, expresarian y secretarian factores angiog6nicos que actuarian sabre las

c€Iulas    endoteliales    promoviendo,    de    esta    forma,    Ia    proliferaci6n,    migraci6n    y

establecimiento de vasos durante el complejo proceso de la angiog6nesis.

3.6.€Es SHH un regu]ador angiog6nico que actda en el estroma?

Existe controversia sobre la hip6tesis de que SHH es un inductor de VEGF y ANGPTl en

el  estroma,  ya  que  se  reportan  evidencias  contradictorias.   En  fibroblastos  de  la  linea

NIH3T3  se  demostr6  que  Shh  induce  un  aumento  en  los  niveles  del transcrito  de Angp£1

pero  sin  cambios  en  el  transcrito  de  Veg/.  Como  el  efecto  sobre Angptl  fue  sensible  al

inhibidor Cyc, Ios resultados sugieren que Shh podrfa contribuir al crecimiento, maduraci6n

y  estabilizaci6n  de  los  vasos  sangufneos  al  regular Angp£1  en  forma  celular-especifico  a

trav6s de la inducci6n g6nica en el estroma. Lo anterior, remarca la idea que los efectos de

SHH  sobre  los  factores  angiog6nicos  mencionados  no  son  gen6ricos  al  estroma,  ya  que
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dependen  del  contexto  celular en  estudio  (Lee,  S.  W.  y  col.  2007).  En  c6Iulas  de  la  lfnea

MRC5 (c6lulas mesenquimales derivadas de pulm6n embrionario) se observaron resultados

similares, ya que SHH promovi6 la expresi6n de ANGPTl pero no la de VEGF.

Segdn  los  antecedentes  presentados  hasta  ahora,  es  evidente  que  hay  discrepancias

sobre  la  regulaci6n  de  SHH  sobre  VEGF  y  ANGPT1,  pero  se  sostiene  que  son   blancos

can6nicos de la ruta de sefializaci6n de la via. Sin embargo, no ha podido determinarse que

existan  sitios  de  uni6n  a  los  factores  GLI  en  las  regiones  regulatorias  de  ellos.  El  dnico

trabajo en este sentido se contextualiza en cancer y la regulaci6n de VEGF.

En  el  afio  2011,  Cao  y  col.,  estudiaron  la  regulaci6n  de  VEGF  en  lfneas  de  cancer  de

mama  humano.  Ellos  indicaron  la  existencia  de  una forma truncada  de  GL!1, tGLl1,  el  cual

carece  de  123  pb  que  no  alteran  el  marco  de  lectura  y que  se  expresarfa  en  cancer  de

mama, algunos tipos de glioma mas no en tejido sano. tGLll se expres6 de en una  lfnea de

cancer mamario  potenciando su motilidad e invasividad. Adem5s, se potenci6 la expresi6n

de  genes  relacionados  con  la  metastasis:  CD24,  MMP-2,  MMP-9  y  VEGF.  De  hecho,  los

autores  demuestran  por  ensayo  Chlp y  luciferasa  que tGLIl  se  une  al  promotor de VEGF

mientras que GLll no lo hace.  (Cao, X. y col. 2012).  Lo que despierta la siguiente pregunta:

£Es  VEGF  blanco  de  la  via  can6nica  de  SHH  en  condiciones  no  patol6gicas  o  en  lineas

celulares no inmortalizadas?

3.7.Sefializaci6n   no   can6nica:   SHH   coma   factor   angiog6nico   directo   en   c6lulas

endoteliales

Evidencias  recientes  indican  que  la  sefializaci6n  de  la  via  ocurre  a  trav6S  de  PTCHl y

SMO, pero la transducci6n de la serial no estimula la expresi6n de genes blanco, sino que se

transduce  a  nivel  de  membrana  a  trav6s  de  SMO,  el  cual  se  comporta  como  receptor

asociado a protefna G (Gi) (Renault, M. A. y col. 2010; Chinchilla, P. y col. 2010; Polizio, A. H.
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y col. 2011; Polizio, A. H. y col. 2011). Estas funciones se denominan como sefi.cJ//.zoc/.6n SHH

no ccJn6n/.ca (Riobo, N. A. y col. 2006).

Este  tipo  de  respuestas  se  caracterizan  por  ser  r5pidas  (Bijlsma,  M.  F.  y  col.  2007;

Sanchez-Camacho, C. y Bovolenta,  P. 2009), e implica  la transducci6n de la serial  mediante

la  activaci6n  de  vias  de  sefializaci6n  como  P13K/Akt  (Kanda,  S.  y  col.  2003),  CAMP/PKA

(Sheng,  T.  y  col.  2006),  ERK1/2/PKC-6  (Riobo,  N.  A.  y  col.  2006)  en  c6lulas  endoteliales y

RhoA/ROCK  (Polizio, A.  H. y col.  2011;  Polizio, A.  H. y col.  2011;  Renault,  M. A. y col.  2010;

Chinchilla,  P. y col.  2010) tanto en  celulas endoteliales como en fibroblastos.  La  activaci6n

de estas vfas culmina en la modificaci6n del citoesqueleto de las c6lulas endoteliales lo que

permite la formaci6n de estructuras tubulares y por ende, la angiog6nesis.

Estos antecedentes indican que SHH es un factor angiog6nico complejo ya que actuarfa

en 2 dimensiones celulares de forma particular:  modulando el citoesqueleto en las mismas

c€lulas  endoteliales y  promoviendo  la  expresi6n  de factores  angiog6nicos  en  el  estroma.

Por  ello  es  que  resulta  interesante  comprender  c6mo  ocurre  la  seiializaci6n  en  el  nicho

comprendido por las c6lulas endoteliales y los componentes del estroma, coma las c6lulas

mesenquim5ticas (MSC).

4.    MSC: £c6[ula troncal mesenquimatica o estromal?

Las c6lulas troncales mesenquimaticas a MSC (del ingl6s, Mesenchymo/ Stem Ce//s) son

c6lulas  multipotenciales  de  origen  mesod6rmico  que  se  encuentran  en  el  estroma  de

distintos   tejidos   del   organismo,   por   ejemplo,   m6dula   6sea,   grasa,   Ifquido   amni6tico,

endometrio,   cord6n   umbilical,   entre  otros   (Troyer,   D.   L.   y  Weiss,   M.   L.   2008).   El   rol

fisiol6gico  de  las  MSC  es  participar  de  la  homeostasis  tisular,  permitiendo  el  recambio

celular que ocurre normalmente en los tej.idos, diferenciandose a otras celulas o secretando

factores de crecimiento que permiten la regeneraci6n de la zona mediante la atracci6n de
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otras  c6lulas  progenitoras  o  estimulando  a  las  residentes  para  la  formaci6n  de  nuevas

estructuras, tales como vasos sanguineos (Stappenbeck, T. S. y Miyoshi, H. 2009).

Las  MSC  se  localizan  en  los  nichos  vasculares  en  el  organismo,  y  se  plantea  que  su

ubicaci6n tiene relaci6n con su funci6n fisiol6gica, por lo cual  postulamos que son un buen

modelo    para   estudiar   el   efecto   del   estroma   sobre    los   vasos   sanguineos.    Incluso

recientemente se  ha  postulado que  las  MSC se comportarian  como  los  pericitos,  la  c6lula

mural vascular (Kolf, C. M. y col. 2007; Roubelakis, M. G. y col. 2013) (Figura 3).

Las  MSC se consideran  una  poblaci6n celular heterog6nea y actualmente  no existe un

marcador especl'fico que nos permita identificarlas, por lo cual la Sociedad lnternacional de

Terap.ia  Celular  `lscT,  International Society Of Cellular Therapy)  determ.in6  los  caracteres

minimos  para  ser definidas  como tales:  adherencia  a  la superficie de cultivo y morfologia

fibroblastoide.  Ademas,  son   caracterizadas  funcionalmente   mediante  su   Capacidad   de

diferenciaci6n  a  linaje 6seo,  adiposo y condrog6nico /.n  v/.fro y a traves  de  la expresi6n  de

marcadores  moleculares  de  linaje  mesenquimatico  (CD105,  CD90,  CD73,  CD44,  CD29  y

STRO-1).    Sumado    a    ello,    Ias    MSC    no    expresan    marcadores    propios    del    linaje

hematopoy6tico   (CD45,   CD34,   CD31)   ni   del   linaje   inmunol6gico   (CD80,   CD86,   HLA-DR)

(Dominici, M. y col. 2006; Tyndall, A. y Uccelli, A. 2009).

Originalmente las MSC se aislaron a partir de m6dula 6sea, siendo caracterizadas como

precursoras  de  tejido  conectivo.   Posteriormente,  se  han   identificado  en  otros  tejidos

adultos,  tales  coma  tejido  adiposo,   pulpa  dentaria,  Iigamento  periodontal,   placenta  y

cord6n   umbilical.   Desde   la   perspectiva   de   uso  de  las   MSC  en  terapia   celular,   resulta

atractiva  entonces  la  posibilidad  de  utilizar tejidos  mss accesibles que  la  m6dula  6sea, ya

que   al   ser   obtenidas   mediante   una   punci6n   del   hueso   de   la   cadera,   conlleva,   una

intervenci6n  dolorosa  e  invasiva  (Kolf,  C.  M. y col.  2007).  Es asf que  ha  resultado  de gran
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inter6s  la  descripci6n  de  MSC  en  tejidos  abundantes y  usualmente  desechados,  como  el

cord6n umbilical.

5.    MSc de [a gelatina de wharton de] cord6n umbilica[ (WJ-MSC)

El cord6n umbilical es una estructura que conecta a la madre con el feto en gestaci6n y

permite el intercambio de nutrientes y desechos a trav6s de los vasos umbilicales, 2 arterias

y  una  vena.   Estos  vasos  se   hallan  inmersos  en   una  sustancia  gelatinosa  denominada

gelatina de Wharton (WJ, Whcrrfon's/.e//y) y todas estas estructuras se encuentran rodeadas

par la capa epitelial del amnios. Tanto los vasos como la gelatina de Wharton se generan a

partir del mesoderma extraembrionario durante el desarrollo (Weiss, M. L. y col. 2006).

La  gelatina  de  Wharton  es  rica  en  proteoglicanos  (el  mss  abundante  es  el  heparan

sulfato) y colagenos (tipo I,Ill,  lv y Vl). En esta matriz es donde se describi6 la presencia de

un tipo celular con caracteristicas mixtas entre un fibroblasto y una c6lula muscular: Ias WJ-

MSC  (Mesenchymo/ Stem  Ce// derivadas  de  la  gelatina  de  Wharton)  (Nanaev,  A.  K.  y col.

1997). Se ha especulado que la WJ funcionarfa coma la adventicia (capa mss externa de un

vaso sangufneo)  de  los vasos  umbilicales, ya  que estos vasos carecen  de ella y ademas,  Ia

WJ  participa  en  la  regulaci6n  del  flujo  sanguineo  y  previene  la  compresi6n  de  los  vasos

dentro del vientre materno (Nanaev, A. K. y col. 1997). Pero recientemente ha sido descrito

que  acttia  como  un  rico  reservorio  de  factores  tr6ficos,  muchos  de  efecto  angiog6nico

(Sobolewski,  K.  y  col.  2005).  Las  WJ-MSC  secretan  un  variado  conjunto  de  factores  de

crecimiento  con  potencial  angiog€nico. Asf,  cuando  se compar6 su  perfil  de  expresi6n  de

mol6culas angiog6nicas con  las BM-MSC se determin6 un enriquecimiento de este tipo de

mol6culas en las aisladas desde el cord6n umbilical (Hsieh, J. Y. y col. 2010; Hsieh, J. Y. y col.

2013).
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Figura 3. Funciones de las MSC en la m6dula 6sea y otros nichos.

(A)  Las  MSC pueden  diferenciarse  hacia  linajes estromales,  como adipogenico y osteog6nico.  (8)  Las
MSC secretan factores de crecimiento que actdan sobre celulas y tej.idos circundantes.  En  la medula
6sea, forman  parte  del  nicho  de  la  c6Iula troncal  hematopoyetica.  (C)  Se  propone  que  las  MSC son
similares   a   los   pericitos   y   se   localizan   en   el   estroma   vascular.   (D)   MSC   mantienen   la   matriz
extracelular,  remodelandola  y  secretando  parte  de  sus  componentes,  como  ocurre  en  el  cord6n
umbilical.  (Tomado de Parekkadan,  8. y Milwid, J.  M. 2010).
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Recientemente,   se   demostr6   la   capacidad   angiog6nica   de   las   WJ-MSC   y   de   su

secretoma (o medio condicionado, MC) /.n v/.fro e /.n v/.vo (Shohara, R. y col. 2012; Choi, M. y

col. 2013; Arno, A. I. y col. 2014; Sabapathy, V. y col. 2014). En modelos de heridas cr6nicas,

Ias  WJ-MSC  atraen   macr6fagos   de   efecto   anti-inflamatorio   a   la   zona   de   la   herida  y

promueven  la  secreci6n  de factores de efecto  reparador de  parte del  animal, tales como

ANGPT1, TGFBl y VEGF (Shohara, R. y col. 2012) y secretan factores perse (Edwards, S. S. y

col. 2014).

Asi,  las WJ-MSC conforman una  poblaci6n estromal que circunda y soporta a los vasos

umbilicales y se  caracterizan  por un  secretoma  preferentemente  angiog6nico,  por  lo  cual

las escogimos como modelo celular id6neo.

6.    MSC, angiog€nesis y soporte tr6fico

Las   MSC,   como   c€lulas   estromales   mesenquimales,   se   encuentran   en   los   lechos

vasculares  favoreciendo  eventos  de  reparaci6n  tisular  mediante  la  secreci6n  de  factores

relacionados con angiog€nesis, regeneraci6n, migraci6n celular e inmunomodulaci6n. La via

de SHH/GLl participa en la regulaci6n de la angiogenesis a trav€s de mecanismos directos e

indirectos  y,  6stos  tiltimos,  podrian  guardar  relaci6n  con  la  modulaci6n  que  el  estroma

ejerce  sobre  las  c6lulas  endoteliales.  Dado  los  antecedentes  presentados  en  esta  tesis

doctoral  se  plantea  estudiar  el  papel  que juega  la  via  SHH/GLl  en  la  modulaci6n  de  las

propiedades angiog6nicas de WJ-MSC provenientes de cord6n umbilical, especificamente, a

traves    del    estudio    de    dos    factores    angiog€nicos    clasicos:    VEGF    y    ANGPTl    y

consecuentemente su influencia en el Iecho vascular. Asi, los resultados obtenidos podrfan

extrapolarse hacia la comprensi6n general de la conversaci6n que ocurre entre el estroma,

Ias c6lulas endoteliales y los vasos sangufneos y esclarecer acerca de la  participaci6n de la

via SHH/GLl en dicha comunicaci6n (Figura 4).
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Hip6tesis

La   via   de  sefializaci6n  SHH/GLI   estimula   el   potencial   angiog6nico   de   c6lulas  troncales

mesenquim5ticas  humanas  obtenidas  desde  la  gelatina  de  Wharton  del  cord6n  umbilical

regulando la expresi6n de factores angiog6nicos tales como VEGF y Angiopoyetina 1.

Objetivo General

Evaluar  la  modulaci6n  que  ejerce  la  via  de  sefializaci6n  SHH/GLl  sobre  la  expresi6n  de

factores angiog€nicos en WJ-MSC.

Objetivos Especfficos

1. Caracterizar la poblaci6n de WJ-MSC en t€rminos de la expresi6n de componentes de la

via SHH/GLl.

2.   Evaluar  el  efecto  de  los  factores  angiog6nicos  producidos  por  las  WJ-MSC  sobre  el

proceso de la angiog6nesis /.n v/.fro y c6mo 6ste puede ser modulado por la via SHH/GLl.

3. Determinar el efecto de SHH/GLl sobre la expresi6n y secreci6n de factores angiog6nicos

en WJ-MSC in vivo.
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IVIATERIALES Y METODOS

1.    Materiales

1.1. Cultivo Celular

•      Medio DMEM, n° catalogo 12800-017, LifeTechnologies

•      Medio M199, n° catalogo 31100-035, Life Technologies

•      Penicilina/Estreptomicina  (10.000  U/mL /  10.000  ug/mL),  n°  catalogo  15140-122,

GIBCO

•      Suero Bovino Fetal (SBF), n° catalogo 04-001-1A, Biological Industries

•      Suero de ternera reci6n nacido (NBCS), n° cat5logo 16010-159, Life Technologies

•      Tripsina/EDTA lox, n° catalogo 15400, Life Technologies

•      L-Glutamina, n° catalogo G8540, Sigma

•      Gelatina, n° catalogo 104070, Merck

•      Colagenasa tipo 2, n° de catalogo 41hl2762, Worthington

•      Colagenasa tipo 1, n° de catalogo 17100-017, LifeTechnologies
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•      Medio de congelamiento, n° de catalogo 2X #ES-002-F, Chemicon International

•      PBS lox, n° de cat5Iogo46013CM, Coming

•      Bicarbonato de sodio, n° catalogo 1063291000, Merck

•      Azul de tripan o.4%, n° catalogo 15250, Life Technologies

1.2. Lineas Celulares

•      Saos-2, Ifnea de osteosarcoma humano (ATCC: HTB-85)

•      HEK293, linea de rifi6n embrionario humano (ATCC: CRL-1573)

•      C3H10T1/2, c6lulas mesenquimaticas inmortalizadas de origen  murino  (ATCC:  CCL-

226)

1.3. Tratamientos farmacol6gicos

•      Purmorfamina, n° catalogo 540220-5mg, Calbiochem

•      Shh recombinante (Shh-N), n° de catalogo 461-SH-025, R&D

•      Anticuerpo 5E1-c 9/27/12-363Hg/ml lg, Hybridoma Bank

•      Ciclopamina (Cyc), n° cat5Iogo APH-05011, Infinity

Tabla   1.   Tratamientos   farmacol6gicos   utilizados   para   modular   la   via   de   sefializaci6n
SHH/GLl
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1.4. Extracci6n de RNA y sintesis DNAc

•      Kit de extracci6n de RNA EZNATotal RNA kit, n° cat5logo R6834-02, Omega Biotek

•      Random primers, n° cat5logo 0142, Thermo scientific

•      Ribolock, inhibidor de RNAsas, n° catalogo E00381, Thermo scientific

•      Revert Aid, enzima transcriptasa reversa, n° catalogo EP0441, Thermo scientific

•      DNAsa, n° catalogo EN0521, Fermentas

•      RNAsa away, n° catalogo 10-228, Apex Bioresearch products

1.5. RT-PCR y qpcR

•      DNA polimerasa GOTaq, n° catalogo M82295, Promega

•      Brilliant ll SYBR Green qpcR Master Mix, n° cat5logo sT.600828, Stratagene

Tabla 2. Partidores utilizados en RT-PCR y qpcR

.            ®e            ~              o¢                                                               .,            ¢e        ,                    ^              ea •.a-
PTCH1 GGTGGAAGITGGAGGACGAG CG CITCTGTG GTCAG GACATTAG            6 0 136

SHH
`::::::=:I:=:±T`-*T:::::s:::i:::5£ffs::€:f±±=±>=±±:±'rs=::T~_=T::===_~_~!f~"vy-"JJ"\

of,:;.i:}`¥&irS?T"`',`,£::fe~xxrki~,~ho„CAA:FTNCAAIC!C!qc!GNCA:JCJ{[^ +i++ CCTCGTAGTGCAGAGACTCCCTC++++++    56  +i+++i+

GL'1 GGAGAAGCGTGAGCCTGAATC TG GATGTG CTCG CTGTTGATG               60 114
Ape;*->\`ng\

GL13 ciGANCAifiA:ITGITGNrscf3NCIAA TTGATCAATGAG G CCCTCTC                 60 185-.`_-r- _r:¥wff`r-T`~T~~:ryr`S:,:¥:f=:3;See;
`             1        ,                                  .a

;:(,``,<:,,,?£.;``,--.,,

VEGF CTCTACCTCCACCATGCCAAG AGACATccATGAAciTCAccACTrc  :      55 94

•``````,`L``ii`                                           ...`^,L`t,I                               i!

r:I;`,:t€¥4fa3,:`:\;!.:,`t

OCT4I+GAPDH  _
wh
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Tabla 3. Condiciones de uso (concentraci6n y eficiencia) de partidores utilizados en qpcRi
a  a      .  a        .        a

PTCH1,,,..,,,.~_i___-___...,.,....-_,       ,_     ~.-

200
#;`:'¥?iS+\f[SiT:i::;th:;::\~`V`~~`Lu¥~t^

FGF2 60 107

VEGF
` _...```` ``' ``*`' ``-` T_.v-y-

r,,  ,,   ,\;,  r,,',,,  ,:|.?,t';;`,`4`0`§{,.    :

i  J``  -, ,,,  , ::::/;;;;i",:SS+ex"€f*j-i / --,- I."I..,:,".I,~.i.,.:.::J'*^`:€-,*-=y""^"""""`-

ANGPT1 55 400 115

•€

"`````,"""```vTr`-Tm```re``_"-I vN+ «,,,,~<,N+++r{ ~+I+I,`r`"__`£^:?^^;i,£:`i/pisti?;y^?9~5::`:~```:^J\~~ ^``.1/

GAPDH 60 200 100

1.6.Western BIot

•      Tamp6n de lisiscelular: SDS 2%, glicerol l0%,This-HC15 mM, pH 6.8

•      lnhibidor   de   Proteasas   Halt  TM   Protease   &   Phosfatase   lnhibitor   Cocktail,   n°

catalogo 78440 Thermo Scientific

•      Tamp6n de carga 6X: Tris-Hcl lM, pH 6.8, glicerol 3%, SDS 10%, azul de bromofenol

1.8 xl0-4 M, a-mercaptoetanol 0.7 M

•      Tamp6n decorrida: Tris Base 25 mM, Glicina o.19 M, SDS 0.1%

•      Membrana  de   nitrocelulosa   de  0.45   iim  de  poro,  n°  catalogo  88018,  Thermo

Scientific

•      Tamp6n de transferencia: Tris Base 48 mM, 39 mM, SDS 0.37%, metanol 20%

•      Soluci6n de bloqueo: leche descremada al 5% preparada enTBST

•      Soluci6n de lavado (TBST): TBS-Tween al o.1%

•      TBS:Tris-HCIO.5 M, Nacl 1.5 M, pH7.4

•      Reactivo  quimioluminiscente  Pierce  ECL  Western  Blotting  Picomolar,  n°  cat5logo

34077, Thermo Scientific
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•      Reactivo quimioluminiscente pierce ECL western  Blotting Femtomolar,  n° cat5logo

34095, Thermo Scientific

•      BSA, n° catalogo BM 0150,Winkler

1.7. ]nmunofluorescencia

•      Paraformaldehido (PEA) al4%, Merck

•      Soluci6n PBS-Trit6n x-100 al o.1% (PBST)

•      Soluci6n de bloqueo: Suero de caballo preparado al 5% en PBST

•      Gel de montaje: Gel/Mount, n° cat5logo M01/V6, Biomed

•      Medio de montaje Fluosave, n° catalogo 345789-20ML, Calbiochem

Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados en Western blot, IHC e inmunofluorescencia
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1.8. Citometrfa de flujo

•      Buffertinci6n (PBS,1%SFB)

•      PFA1%

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para an5lisis de marcadores mediante citometrfa de flujo

1.9. Ensayos de angiog6nesis

•      Matrigel, Basement Membrane Matrix, n° de catalogo 354234, BD Bioscience

•      Gelatina l%, n°catalogo 104070, Merck

•      Medio EBM (Endothelial Basal Medium) n° de catalogo cc-3121, Lonza

•      Medio DMEM, n° catalogo 12800-017, Life Technologies

•      VEGF recombinante n° catalogo pHC9391, Life Technologies

•      FGF2 recombinante, n° cat5logo F-170, Alomone Labs

•      Medio  EGM-2  (Endothelial  Growth  Medium-2,  BulletKit  EBM-2  plus singleQuots of

growth supplements)  n° de catalogo CC-3162,  Lonza  (Suiza). Contiene:  Para  10 ml:
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SBF (200 Hl) Hidrocortisona (4 HI),  hFGF (40 lil),  (VEGF 10 Lil),  RE-lGF-1  (10 Lil), acido

asc6rbico (10 lil), hEGF (10 Lil), GA-100 (10 ul), heparina (10 lil).

1.10.             Inmunohistoquinica (IHQ)

•      Parafina, n°catalogo 111609, Merck

•      Metanol l00%, n° catalogo 107018-2511, Merck

•      Neoclear, n° cat5logo 109843, Merck

•      Soluci6n citrato pH 3-3.3, n° catalogo H3300, Vector Biosystems

•      Soluci6n AB kit, Vectastain, n° catalogo pK6100, Vector Biosystems

•      lmmpact DAB, n° cat5logo sK4105, Vector Biosystems

•      Medio de montaje Entellan, n° cat5logo 107901, Merck

1.11.              Equipos

•      Centrifuga z233MK, Hermle

•      Centrifuga Rotofix 32, Hettich

•      Centrifuga 5415R, Eppendorf

•      Medidorde pH PH211, Hanna instruments

•      Incubador con inyecci6n de c02, Serie Forma ll, Thermo scientific

•      Microscopio de contraste de fases AE200, Motic

•      Microscopioconfocal LSM 510, Zeiss
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•      Microscopio de epifluorescencia Axiovert 200M, Zeiss

•      Balanza pT120, Sartorius

•      Balanza analitica BP 121S, Sartorius

•      Nanofot6metro, P-Class, Implen

•      Agitador  orbital   Lab   7000,   Dfaz  y  Garcia   Electronics   Ltda.Incubador   de   pollos

"C/.rcu/ofed ci/.r /r}cubcifor" Modelo 1502, GQF Manufacturing Co.

•      Lupa MZ124con c5mara integrada modelo lc80 HD, Leica

•      Lector de absorbancia de placas de 96 pocillos, SunriseTM, Tecam

•      Cit6metro FACscanto ll, BD Biosciences

•      Mr. Frosty, n° catalogo 5100-0001, Nalgene

1.12.             Soluciones

•      MTT10X:5mgdeMITen pBsfiltrado

•      NuclearFast Red: Para 100 ml de soluci6n, disolver5 gramos de sulfato de amonio.

A  esta  soluci6n  agregar  0.1  gramo  de  Nuclear  Fast  Red.  Agitar  lentamente,  con

temperatura  ascendente  hasta  su  ebullici6n.  Hervir 5-10  minutos.  Dej.ar enfriar y

filtrar.

•      PBS: Nac1137mM, KC12.7mM, Na2HP044.3 mM, KH2P041.47mM (pH=7.4)

•      PFA4%: paraformaldehido en PBS, pH 7.4.

•      Soluci6nstopMTT:SDS10%en HCIO.01M enagua

•      Tamp6n  Ensayo  Fosfatasa  alcalina  (tamp6n AP): Tris  100  mM  (ph  9.5),  Nacl  100

mM, Mgc1250 mM, Tween 0.1%
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•      Tamp6n de carga 6X: Tris-HCL 0.25 M  (pH= 6.8), SDS 8%, glicerol 40%, Bromofenol

0.2%, a-mercaptoetanol 20%

•      Tamp6n de corrida: Tris-HCL 0.025 M (pH= 8.3), glicina o.192 M, SDS 0.1%

•      Tamp6n  de transferencia: Tris-HCL 0.025  M  (pH= 8.3), glicina  0.192  M,  SDS 0.1%,

metanol 20%

•      TBS10X:NacI 1.4M, KC126mM,Tris246mM

•      TBST-0.1%:Tween o.1%enTBS IX

2.    M6todos

2.1. Obtenci6n de muestras de cord6n umbi]ical humane

Las  muestras de  cord6n  umbilical se obtuvieron  a trav6s  de  la  empresa  Vidacel,  cuyo

personal tom6 Ias muestras previa firma de un consentimiento informado otorgado por las

madres.  Dicho  consentimiento  esta  asociado  al  uso de estas  muestras en  el  contexto del

proyecto FONDEF DO911047, que lleva par tl'tulo "Desarrollar Tecnologias para la obtenci6n

y  potencial  uso  de  c6Iulas troncales  mesenquimaticas  desde gelatina  de Wharton  para  el

tratamiento de lesiones vasculares causadas por isquemia cr6nica de las extremidades".  El

uso  de  muestras  de  cordones  umbilicales  fue  aprobado  por  el  Comit6  de  Etica  de  la

Facultad  de  Ciencias  de  la  Universidad  de  Chile  y  par  el  Comit6  Asesor  de  Bio6tica  de

FONDEF. Las muestras provinieron de madres sanas y embarazos normales y de t6rmino.

Luego del parto, las muestras fueron almacenadas en un frasco est6ril con DMEM a 4°C

hasta  la  entrega  a  nuestro  laboratorio.  Las  muestras  fueron  procesadas  para  obtener

cultivos  de  WJ-MSC  dentro  de  24  horas  posterior  al  parto  y  utilizadas  para  cultivos  de

HUVEC dentro de 24-48 horas posterior al parto. Si el tiempo transcurrido fue mayor entre

la toma de la muestra y la llegada de ella al laboratorio, Ias muestras no fueron utilizadas.
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2.2. Generaci6n de cu]tivos de WJ-MSC a partir de cord6n umbi]ical

Una  vez  en  el  laboratorio,  el  cord6n  fue  pesado  y segtln  este  dato  se  calcularon  las

condiciones de digesti6n.  Luego,  bajo campana  de flujo  laminar,  el  cord6n se deposit6 en

una placa esteril de 15 mm de diametro con  PBS est6ril y fue cortado con bisturf en trozos

de 2-3 cm, cada trozo fue cortado en su eje longitudinal para exponer los vasos umbilicales,

que fueron  retirados con  pinzas y posteriormente eliminados.  EI tejido  restante,  la WJ, se

cort6  con   bisturf  en  trozos  mss  pequefios,  de  0.5   mm   de  diametro,  1os  que  fueron

incubados  en  colagenasa  tipo  1  preparada  en  PBS  a  una  concentraci6n  final  de  1  mg/ml

(0.1%).  La  digesti6n se  realiz6 a 37°C en  agitaci6n  orbital  moderada  par 15-17  horas (para

25-30 gramos de tejido, se utilizaron 0.025 gr de colagenasa tipo 1 en 25 ml de PBS). Luego

del  proceso  de  digesti6n,  se  obtuvo  una  suspensi6n gelatinosa  que fue  filtrada  con  gasa

est€ril  para  eliminar trozos  de tejido  sin  digerir.  Posteriormente,  el  filtrado fue  diluido  5

veces con PBS esteril y se separ6 en tubos c6nicos de 50 ml (10 ml por cada tu`bo). Luego se

centrifug6  a  1200  rpm  por  10  minutos y se  elimin6  el  sobrenadante.  El  pellet  celular fue

resuspendido   en   50   ml   de   PBS   para   lavarlo  y  se  volvi6  a   centrifugar  en   las  mismas

condiciones.  En  este  punto,  cada  pellet  se  resuspendi6  en  10  ml  de  PBS  y se  colectaron

todos en 1 tubo c6nico de 50 ml. Se centrifug6 y el pellet se resuspendi6 en 5 ml de DMEM

10% SFB.  Luego, se tomaron 10 uL que se mezclaron con 10 lil de azul de tripan 0.1% para

realizar un conteo celular en  hemocit6metro.  Finalmente,  Ias c6lulas fueron sembradas en

DMEM/10% SFB/0.1% penicilina/estreptomicina en placas de 100 mm a una densidad de 1-

2  xl06  c6lulas/placa  y  se  mantuvieron  en  incubador  con  inyecci6n  de  5%  C02  a  37°C.

Cuando las c6lulas llegaron a un 80-90% de confluencia, fueron subcultivadas hasta 2 veces

para luego ser congeladas.
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Todos los experimentos fueron realizados con c6Iulas descongeladas en subcultivos 3-6

usando muestras de al menos 3 donantes distintos.

2.3 Determinaci6n de] tiempo de dup[icaci6n pob]aciona[

Se realizaron curvas de crecimiento para determinar tiempo de duplicaci6n poblacional

de  diferentes  cultivos  de  WJ-MSC,  para  lo  cual  se  sembraron  a  una  densidad  de  2  x  104

c€ls/pocillo en placas de 12 pozos en medio completo y en triplicado. Luego de 24, 48 y 72

horas, las c€lulas fueron tripsinizadas y contadas en camara de Neubauer.  Para determinar

el tiempo de duplicaci6n poblacional, se consideraron los valores cuantificados para las 24 y

48 horas post-siembra y se utiliz6  la  expresi6n  [(horas de cultivo x Ln2/(Ln  N2/N1)I  donde

Ln es el logaritmo natural de Nl y N2 (N1, es el ntimero de c6lulas luego de 24 horas post-

siembra y N2 es el ndmero luego de 48 horas) (Shohara, R. y col. 2012).

2.4. Aislamiento de HUVEC

En  campana  de  flujo  laminar,  se  mide  la  longitud  del  cord6n  y  se  limpia  con  papel

humedecido en etanol 70%.  La vena fue canulada para  permitir el flujo de las soluciones a

utilizar.  Para eliminar restos de sangre y coagulos de  la vena, se lav6 con  10 ml de PBS IX

tibia mediante inyecci6n con una jeringa de 10 ml. Las HUVEC se aislaron por digesti6n con

colagenasa tipo 2 (0.2 mg/mL) en M199 por 15 minutos a 37°C. Luego se masaje6 el cord6n

para soltar aquellas c6lulas adn unidas a la vena y se rescataron con M199. Esta suspensi6n

celular fue centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos, a temperatura ambiente y el pellet fue

sembrado  en  placa  de  100  mm  pre-tratadas  con  gelatina  10/o,  en  medio  de  crecimiento

endotelial  (medio  M199 suplementado con  10%  NBCS,10% SFB, 3.2 mM  de  L-glutamina y

0.1% de penicilina/estreptomicina).  Posteriormente fueron cultivadas a 37°C con inyecci6n

de  5%  de  C02 hasta  confluencia,  con  cambio  de  medio  cada  48  horas.  Los  experimentos

fueron realizados hasta subcultivo 6.
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2.5. Citometrfa de flujo

Las WJ-MSC fueron tripsinizadas y fueron  resuspendidas  en  buffer de tinci6n  (PBS,  1%

SFB) y se incubaron con el anticuerpo asociado a fluor6foro por 20 minutos en un volumen

final  de  100 Hl, que contuvo entre  100.000 y 400.000 celulas,  los anticuerpos utilizados se

listan  en  la  Tabla  5.  Finalmente,  las  c6Iulas  fueron  fijadas  en  PEA  1%  y  posteriormente

fueron  analizadas  en  el  equipo  FACscanto  11  (BD  Biosciences).  Los  analisis  se  realizaron

usando el software FlowJo (Seminario de Tftulo Samuel Martfnez).

2.6. Ensayos de diferenciaci6n

Las  c6lulas  fueron  sembradas  en  DMEM  10%  SFB,  al  alcanzar  el  90%  de  confluencia

fueron estimuladas con  medios de diferenciaci6n a linaje osteog6nico (dexametasona 0.01

mM  (100X),  P-Glicerofosfato al 0.2% en  PBS (100X), acido asc6rbico al 0.5% en  PBS (100X))

o  adipog€nico  (dexametasona  0.1  mM   (100X),  isobutilmetilxantina   10mg/ml  en  etanol

(100X), indometacina 100 mM, insulina (100 Unidades) 3ul/ml) por 15 dfas. Cultivos control

se crecieron  por el  mismo tiempo en  medio  DMEM  1% SFB.  Luego de  15  dfas,  Ios cultivos

fueron fijados y tefiidos con tinciones linaje-especificas.

2.7. Determinaci6n de la diferenciaci6n osteog6nica (tinci6n con Alizarin Red S)

Se   elimin6   el   medio   de   diferenciaci6n   y   las   c6lulas   fueron   lavadas   con   PBS.   A

continuaci6n  fueron  fijadas  en  etanol-formaldehido  (9  ml  etanol  y  1  ml  de  formaldehfdo

37%) por 30 segundos. Luego de lavar la soluci6n de fij.aci6n con PBS, se agreg6 Alizarin Red

S 40 mM en NaH2P04 0.1 M, pH 4.3 (0.041 g/ml) y se incub6 por 10 minutos a temperatura

ambiente.  Luego  se  elimin6  Ia  tinci6n  y  se  lav6  repetidas  veces  con  agua  destilada.  Se

mantuvo en  PBS temperatura ambiente hasta su observaci6n en el microscopio, donde se

evalu6 el dep6sito de cristales de calcio en color rojo.
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2.8. Determinaci6n de la diferenciaci6n adipog6nica (tinci6n con Oil Red a)

Se   elimin6   el   medio   de   diferenciaci6n   y   las   c6lulas   fueron   lavadas   con   PBS,   A

continuaci6n fueron fijadas en formaldehfdo 3.7%.  Luego de mt]ltiples lavados con  PBS, se

[es agreg6 Oil  Red 0  (0.2% en isopropanol) por 15-30 minutos a temperatura ambiente en

agitaci6n suave. Se lav6 con agua destilada y se observaron al microscopio gotas de lipidos

de color rojo dentro del citoplasma.

2.9. Tratamientos farmacol6gicos

Las celulas fueron expandidas hasta el 80% de confluencia en  medio completo.  En este

punto,  se  elimin6  el  suero  y se  agregaron  los tratamientos  farmacol6gicos  en  DMEM  sin

suero y 0.1% de antibi6ticos por 48 horas (Tabla 1). Luego, se conserv6 el sobrenadante a -

80 °C o se extrajeron RNA o protefnas.

2.10. Determinaci6n de la actividad metab6[ica mediante ensayo MIT

Las c6lulas fueron sembradas en medio completo a una densidad de 1 x 104 cels/pocillo

en  placas de 24 pozos.  Luego de 24 horas, se elimina  el  medio y se  lavaron con  PBS tibio.

Posteriormente,  se  evalu6  el  efecto  de  las  condiciones  experimentales  farmacol6gicas

sobre  la  actividad  metab6lica  de  las WJ-MSC,  para  lo  cual,  las c€Iulas fueron tratadas con

500 Hl de DMEM, DMEM + 5E15 Hg/ml, DMEM + Pur 10 HM, en 0% y 10% de suero, por 24

y 48 horas.

16 horas antes del fin de los estfmulos, se agregaron 50 ul del reactivo MIT 10X a cada

pocillo.  Posterior  a  las  2  horas  de  incubaci6n  con  el  reactivo  MIT,  se  detuvo  la  reacci6n

agregando 500 Hl de `'Soluci6n Sfap" a cada pocillo y se incubaron las placas en las mismas

condiciones  de  cultivo   por  16-18  horas.   La   `'Soluci6n  Srap"   permiti6  la  disoluci6n  del

precipitado  de  formazan  generado  por  la  actividad  metab6lica  mitocondrial,  el  cual  fue

33



cuantificado.  Para  esto,  se tomaron 200  lil  de cada  condici6n y la  actividad  metab6lica  se

determin6  midiendo  la  absorbancia  a  560  nm  usando  un  espectrofot6metro  (SunriseTM,

Tecam) y usando como blanco  la mezcla del medio, MIT y la `'Soluci6n Stop" en  un  pocillo

sin c6Iulas.

2.11. Extracci6n de RNA

Se  extrajo  RNA  desde  WJ-MSC  sembradas  en  placas  de  60  mm.  Cuando  las  c6Iulas

llegaron    a     un    80-90%    de    confluencia    o    luego    del    tratamiento    farmacol6gico

correspondiente, se extrajo RNA segdn las instrucciones del kit Omega Biotek. Para esto, se

elimin6 el medio de cultivo y se lavaron con PBS. Luego, en condiciones libres de RNAsas, se

agreg6  buffer de  lisis  (350 Hl  para  placas de 60 mm) y se homogeneiz6 con  la  punta de la

pipeta.  EI  Iisado se recuper6 en un tubo de 1.5 ml y se congel6 a -20°C hasta la  extracci6n

de  RNA.  Para  la extracci6n,  las muestras fueron descongeladas y se extrajo  RNA mediante

columnas de afinidad.  Las muestras fueron eluidas en 35 lil de agua  DEPC pre-calentada a

65°C. EI RNA fue cuantificado en nanofot6metro (Nanophotometer® P-Class, Implem).

2.12. Sintesis de DNAc

Se  realiz6  un  tratamiento  con  DNAsa  al  RNA  a  fin  de  eliminar  cualquier traza  de  DNA

gen6mico remanente de la extracci6n. La reacci6n se realiz6 utilizando 2 ng de RNA, 1U de

DNasa  I  (Promega),  Buffer DNAsa  I  lx (Promega) y agua  libre de nucleasas en  un volumen

final  de  10-20  Hl  segtln  la  concentraci6n  de  la  muestra  de  RNA.  La  mezcla  fue  incubada

durante 30 minutos a 37°C. La reacci6n se detuvo agregando 1 lil de DNasa s±ap so/ufi.or] e

incubando a 65°C por 10 minutos.

EI  DNAc se gener6  a  partir  de  la  muestra tratada  con  DNAsa  y  una  reacci6n  de  retro-

transcripci6n.  Para esto se utiliz6  la enzima  RT Minus (200U/HI, Thermo),  Random  primers
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(Promega) a  una concentraci6n final de 0.2 iig por reacci6n y 2 mM de dNTPs.  La  reacci6n

se  realiz6  con  2  ng de  RNA con  0.5  U/lil de enzima  inhibidora  de  RNasas  (Thermos)  para

eliminar cualquier RNAsa remanente o contaminante. La mezcla se mantuvo a temperatura

ambiente  por  10  minutos  y  luego  se  incub6  a  42°C  por  1  hora.  Para  inactivar  la  retro-

transcriptasa,  la  mezcla  se  incub6  a  70°C  por  10  minutos.  Luego,  Ias  muestras  fueron

diluidas hasta  un volumen final de 100 lil.  EI  DNAc se mantuvo a -209C hasta  posterior su

USO.

2.13. PCR cuantitativo (qpcR}

Los  partidores  fueron  disefiados  para  ser  utilizados  en  qpcR  de  forma  tal  que  los

tamafios de los fragmentos amplificados tuviesen  un tamafio entre 70 y 200 pb. Ademas,

fueron  disefiados  para  amplificar  exones  distintos  con  el  fin  de  obtener fragmentos  que,

segdn  el tamaFio  den  cuenta  de  la  amplificaci6n  del  DNAc y no  del  DNA gen6mico,  el  cual

pudiese estar presente como posible contaminante.

Para cada  par de partidores se le realiz6 una curva de me/I/.ng y de eficiencia, con el fin

de  determinar  la  amplificaci6n  de  un  fragmento  tlnico  a  alta  eficiencia,  respectivamente.

Trabajamos con eficiencias entre 95 y 110%, los valores se detallan en la Tabla 3.

Se  realizaron  los tratamientos farmacol6gicos y se extrajo  RNA de cada  condici6n  y se

gener6 DNAc. Se utiliz6 GAPDH como control normalizador y cada muestra fue amplificada

por  triplicado.   Se   obtuvieron   los   valores   de   Ct   de   cada   punto,   tanto   para   el   gen

normalizador  como  para  los  genes  investigados  en  esta  tesis.  Se  us6  el  equipo  3000X

Stratagene  y  el  programa  Mxpro  para  el  analisis  de  los  datos.  Se  determin6  la  tasa  de

cambio  en  la  expresi6n  de  los genes  utilizando  la  expresi6n  de  AAct  (Bustin,  S.  A.  y  col.

2005; Pfaffl, M. W. 2010).
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Finalmente,  se  grafican  las  tasas  de  cambio  de  expresi6n  g6nica,  correspondiendo  el

ntimero 1 al nivel basal de expresi6n.

2(Actvariable-Actcontr°')= veces de Cambio

Act variable: Ct gen x -Ct GAPDH (en tratamiento farmacol6gico)

Act control: Ct gen x -Ct GAPDH (en vehfculo de tratamiento farmacol6gico)

La  reacci6n  se  realiz6  utilizando  lmput:  1-5  ul,  Supermix  10  ul,  partidor  sentido  y  anti-

sentido 200-600 nM, H20 para completar 20 til de reacci6n. Las condiciones de uso de cada

par de partidores se listan en las Tabla 2 y 3.

2.14. Extracci6n de protefnas

C6lulas  sembradas  en   placas  de  60  o   100  mm  fueron  lisadas  con  tamp6n  de  lisis

suplementado con inhibidor de proteasas (Roche) utilizando 100 y 300 ul respectivamente,

se arrastr6 todo el lisado con un ce// scraper y se agreg6 a un tubo de 1.5 ml en frfo, sobre

hielo.  Se  homogeneizaron  con jeringa  tuberculina  (10 veces)  y se  centrifugaron  a  10.000

rpm en centrifuga (Hettich Rotofix 32) por 5 minutos a 4°C. Se rescat6 el sobrenadante y se

congelaron   a   -80°C   hasta   su   uso,   ademas   de   almacen6   una   all'cuota   de   10   Hl   para

cuantificaci6n.

2.15. Cuantificaci6n de proteinas

Las  muestras  se  cuantificaron  usando  el  sistema  comercial  Bio-Rad  DC  Protein  Assay,

siguiendo las indicaciones del fabricante, usando BSA como proteina est5ndar para la curva

de  calibraci6n.  La  absorbancia  de  las  muestras fue  leida  en  un  lector de  placas  a  595  nm

(SunriseTM, Tecam).
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2.16. Western blot

Las  muestras  provenientes  del  -80°C se  descongelaron  en  hielo y se tom6  el  volumen

necesario para cargar entre 10-50 ug de proteinas por carril (10 LLg para VEGF y a-actina; 50

Llg para  PTCHl y SHH). Se agreg6 buffer de carga 6X y se calentaron por 5 minutos a 95°C.

Las muestras se cargaron en geles de acrilamida/bisacrilamida  (al  12% para VEGF, SHH y B-

actina  y  al  8%  para  PTCH1).  La  electroforesis  se  realiz6  en  tamp6n  de  corrida  en  voltaje.

constante de 70 V por 15 minutos y luego a 100 V durante 90-120 minutos. Posteriormente,

las  muestras  fueron  transferidas  a  membranas  de  nitrocelulosa  de  0.45  Hm  de  poro  en

tamp6n  de  transferencia  durante  15-60  minutos  en  sistema  de  transferencia  semi-seca

Transblot  (Biorad).  Para  evaluar el  paso  de  las  proteinas  hacia  la  membrana,  esta  se tifi6

por 5 minutos con el colorante Rojo Ponceau y luego se lav6 con TBS-T.

Las  membranas  fueron  bloqueadas  en  5%  leche  en  TBS-T,  en  agitaci6n  constante  a

temperatura ambiente (1 hora para VEGF y P-actina y 3 horas para PTCH1). Posteriormente,

las membranas fueron incubadas con el anticuerpo 1° preparado en 5% leche en TBS-T toda

la  noche,  en  agitaci6n  constante  a  4°C  (condiciones  en  Tabla  4).  Las  membranas  fueron

lavadas con TBS-T, 3 veces X 10 minutos en agitaci6n para luego incubar con los anticuerpos

2°  acoplados  a  HRP  anti-cabra,  rat6n  o  conejo  (1:5000)  durante  1  hora  a  temperatura

ambiente  en  5%  Ieche  TBS-T.  Finalmente,  la  membrana  se  lav6  tres  veces  durante  10

minutos  en  soluci6n  de  lavado  y  se  revel6  con  el  reactivo  quimioluminiscente  (Pierce).

Luego,  la  reacci6n  de  HRP fue revelada  usando filmes fotograficos  (Fuji  Film) en  el  equipo

Curix 60 (AGFA) y las bandas detectadas fueron cuantificadas con el software Image J.

EI   Western   blot   para   SHH   utilizando   el   anticuerpo   5El   se   realiz6   con   algunas

modificaciones segtin (Kucerova, R. y col. 2012).
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2.19. Inmunofluorescencia de WJ-MSC en monocapa

Se  sembraron WJ-MSC en  placas  de 24  pocillos a  una  densidad  de  10.000  c€Is/pocillo.

Luego  de  24   horas,  se  elimin6  el   medio.  de   cultivo  y  se  lavaron  con   PBS,  3  veces  a

temperatura   ambiente.   A  continuaci6n   fueron   fijadas   en   PEA  4%   por  20   minutos  a

temperatura ambiente, se elimin6 el  PEA y se lavaron con  PBS, 3 veces.  Las c6lulas fueron

permeabilizadas  y  bloqueadas  usando  5%  BSA  preparada  en  TBS-T  0.1%  por  una  hora  a

temperatura ambiente. Posteriormente, se realiz6 la incubaci6n con el anticuerpo  1° (anti-

SHH y PTCHll/50, anti-VEGF 1/1000)  preparado en 5% BSA en camara hdmeda por 12-14

horas a 4°C (detalles en Tabla 4).  Luego los cubre-objetos fueron  lavados con PBS, 3 veces

para  incubar  las  c6lulas  con  el  anticuerpo  2°  correspondiente  (1/500).  Ademas  se  utiliz6

faloidina  para tefiir los filamentos  de  actina  polimerizados  (1/5000).  Luego  de  una  hora  a

temperatura  ambiente,  se  lavan  con  PBS,  3  veces  y  se  realiz6  una  incubaci6n  final  de  5

minutos con DApl (10 Lig/ml en PBS) para tefiir los ntlcleos

Finalmente,  los  cubre-objetos  se  lavaron  con  PBS  y  una  vez  con  agua  destilada  y  los

fueron fijados con  medio de  montaje  Fluorsave en  portaobjetos de vidrio.  Una vez secas,

las muestras fueron visualizadas usando un microscopio de epifluorescencia Axiovert 200M

(Carl Zeiss).

Para   muestras  a   analizar  por  microscopfa   con focal,   Ias  condiciones  experimentales

fueron  similares,  con  excepci6n  de  la tinci6n  nuclear utilizada,  en  lugar de  DApl  se  utiliz6

TO-PR03  (1/300)  incubado junto  el  anticuerpo  2,a,  y fueron  montadas  de  igual  forma.  Se

observaron   en   el   microscopio   con focal   Zeiss   LSM   510  y  fueron   analizadas   usando  el

programa LSM Image Browser.
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2.20. Inmunohistoqufmica (IHQ) de cord6n umbi]ical

EI  cord6n  umbilical  fue  trozado  para  generar  fragmentos  de  de  1-3  cm  de  largo,  los

cuales fueron lavados con PBS frfo y fijados en PEA 4% por 18 a 24 hrs. A continuaci6n, los

trozos  fueron  lavados  con  PBS,  3  veces  durante  periodos  de  10  minutos  para  retirar  el

exceso de PFA. Luego, el tejido fue sometido a deshidrataci6n en un gradiente de alcoholes

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

(Merck) durante 2 horas, recambiandolo a la hora. Finalmente, para preparar el tejido a ser

embebido,  los  trozos  de  cord6n  fueron  tratados  con  parafina  durante  3  horas,  siendo

recambiada 6sta cada hora. Finalmente fueron dejadas en parafina toda la noche en estufa

a 60°C. Una vez listos, las muestras fueron embebidas en tacos de parafina, para que al dia

siguiente  fueran  cortadas  con  micr6tomo  en  secciones  de  15  a  20  LLm  de  espesor  y

montados en  placas xilanizadas.  Para  realizar la tinci6n,  los cortes fueron  desparafinados,

someti€ndolos a 60°C durante 20 minutos, posteriormente fueron lavadas con xilol y se les

someti6 a un gradiente descendiente de alcoholes.

Con  los  cortes desparafinados,  se  realiz6  una  incubaci6n  con  soluci6n  citrato  pH  3-3.5

para  desenmascarar  el  antigeno  durante  30  min  a  80°C,  seguido  de  la  eliminaci6n  de  la

peroxidasa  end6gena   utilizando  la  soluci6n:  3%   H202,  50%  metanol  en   PBS.   Luego,  se

realizaron sucesivos lavados con PBS.

Para  comenzar  con  el  proceso  de  tinci6n,  las  muestras  fueron  bloqueadas  con  una

soluci6n  de  suero  de  caballo  al  5%  en  PBS  durante  1  hora  a  temperatura  ambiente.

Posteriormente, se incub6 en el anticuerpo 1° diluido en soluci6n de bloqueo durante toda

la   noche   a   4°C.   Despu6s   de   la   incubaci6n   con   anticuerpo   2°,   se   lav6   con   PBS   y

posteriormente,  se  incub6  en  soluci6n  AB  durante  30  minutos  a  temperatura  ambiente,

seguido   de   un   dltimo   lavado   antes   del   revelado.   El   proceso   de   revelado   se   realiz6
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incubando con la soluci6n de DAB en su diluyente.  Luego se realiz6 una contra-tinci6n con

hematoxilina por 45 segundos. Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas, Iavando

en  concentraciones crecientes de etanol a  partir de agua,  luego, se  lav6 con xilol  3 veces,

para  luego  montar  con  Entellan.  Las  muestras  fueron  observadas  en  microscopio  6ptico

Olympus BX51 y fotografiadas con los objetivos de 10 y 20X.

2.21. Obtenci6n del sobrenadante celular (media condicionado) de WJ-MSC

Las   c6lulas  fueron   sembradas   en   media   completo.   Cuando   llegaron   a.  un   80%   de

confluencia, se elimin6 el medio y se lavaron con PBS. Luego se agreg6 DMEM 0% SFB (3 ml

para  placa  de  60  mm  y  7  ml  para  placa  100  mm)  y se  incubaron  por 48  horas.  Luego  se

recuper6 el  media, y se generaron  alfcuotas que fueron congeladas en  nitr6geno  lfquido y

posteriormente almacenados a -80°C hasta su utilizaci6n.

2.22. Determinaci6n de factores angiog6nicos (Proleome profi/er array)

Se  determin6  el  contenido  de factores angiog6nicos en  el  sobrenadante  (.o  MC,  media

condicionado) de las WJ-MSC siguiendo las instrucciones del kit Proreome profi/er on.oy (n°

cat5Iogo # ARY007, R&D Systems). Brevemente, se descongel6 el sobrenadante y se incub6

por   una   hora   con   el   cocktail   de   anticuerpos   primarios,   en   agitaci6n   constante   a

temperatura ambiente, mientras se bloquea la membrana en paralelo. Luego, se elimin6 la

soluci6n  de  bloqueo  y  se  agreg6  a  la  membrana  el  sobrenadante  pre-incubado  que  fue

dejado  par  12-14  horas  en  agitaci6n  constante  a  4°C.  Posteriormente,  Ia  membrana  fue

lavada  en  tamp6n  de  lavado  y se  incub6  con  los  anticuerpos  2°.  Luego  de  3  lavados,  las

membranas  fueron  reveladas  utilizando  el  reactivo  quimioluminiscente  del  kit  y  filmes

fotogr5ficos en el equipo Curix 60 (AGFA).
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Para  cuantificar la  expresi6n  de  los factores,  se  us6  el  programa  lmageJ y mediante  la

herramienta  "/nregrcifed  dens/.£y"  se  determin6  la  intensidad  de  pixeles  de  cada  punto,

incluyendo los puntos de control interno considerando un area tinica para todos los puntos.

La   intensidad   de   pixeles  de   cada   punto  fue  normalizada   con   respecto  al  valor  de   la

intensidad de los puntos internos considerados como controles y fueron graficados.

2.23. Ensayo de angiog6nesis jn vi.two (formaci6n de ttibulos en HUVEC)

Se  utilizaron  HUVEC en  subcultivos  1-6.  Para  preparar el  ensayo,  Ia  noche  anterior,  se

dejaron una placa de 96 pocillos, puntas de 200 ul y Matrigel a 4°C para trabajar en frfo, ya

que  el  Matrigel  gelifica  rapidamente  a  temperatura  ambiente.  Al  dia  siguiente,  todos  los

materiales se  pusieron  en  hielo y se  prepar6  el  ensayo,  para  lo cual, se tom6  una  punta

amarilla a la cual se le corta un extremo para facilitar la toma del Matrigel (que es denso) y

se  agregaron  50  L[l  a  cada  pocillo  y  las  burbujas  remanentes  fueron  eliminadas  con  una

aguja  caliente.  EI  Matrigel  se  dej6  gelificando  a  37°C  par  una  hora.  En  el  intertanto,  las

HUVEC se trataron con tripsina lx por 5 minutos a 37°C, transcurrido ese tiempo, las c€lulas

se  recuperaron  con  media  endotelial  completo  y  se  centrifugaron  a  2000  rpm  por  5

minutos. Posteriormente, el pellet se resuspendi6 en PBS tibjo y se cuantific6 el ndmero de

c€lulas  en  hemocit6metro.  Por cada  pocillo  del  ensayo fueron  sembradas 40.000  c€lulas,

que se dejaron en un tubo de 1.5 ml para cada condici6n experimental. Luego, repetimos la

centrifugaci6n  para  resuspender  el  pellet  en  el  medio  correspondiente:  EGM-2  (control

positivo),   Control   negativo   (DMEM),   sobrenadante,   sobrenadante   +   Pur,   etc.   Cada

condici6n  experimental  se  realiz6  por triplicado  (3  pocillos  por condici6n).  Posterior a  3-4

horas  se  evalu6  el  establecimiento  de  puntos  de  ramificaci6n  y  la  formaci6n  de  ttlbulos.

Cada  pocillo  fue  fotografiado  en  5  campos  representativos  utilizando  un  microscopio  de

contraste de fases en un aumento de 10X y su camara integrada (Motic). Para cuantificar el
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resultado  se  contabilizaron  el  ntlmero  de  ramificaciones y  de  ttibulos  por cada  fotografia

usando el programa Image J.

Otros controles  positivos  utilizados fueron:  FGF2  (20  ng/ml), VEGF  (40  ng/ml) y N-SHH

(3.3 ug/ml) en medio basal EBM-2.

2.24. Ensayo de angiog6nesis ;n I//.vo en la CAM de embri6n de po][o

Los  embriones  de  pollo  se  obtuvieron  de  la  Avfcola  Chorombo  (Don   Pollo,  Pirque,

Santiago)  en  el  mismo  dfa  de  la  postura  del  huevo,  el  cual  fue  considerado  como  dia

embrionario  0  (EO).  Una  vez  en  el  laboratorio,  los  huevos  se  almacenaron  a  5°C  (hasta  2

semanas),   lo   que   permiti6   mantener  detenido   el   desarrollo   hasta   su   usa.   Antes   de

comenzar  un  ensayo,  Ios  huevos  se  extrajeron  desde su  lugar de  mantenci6n  a  5°C y se

limpiaron con etanol 70%, quitando cualquier remanente de alcohol ya que puede resultar

nocivo  para  la  viabilidad  del  embri6n.  Luego  se  les  permiti6  aclimatarse  a  temperatura

ambiente  por 1  hora.  Posteriormente,  los embriones se ingresaron a  un  incubador a  38°C,

76%  humedad y con agitaci6n  peri6dica cada 30 minutos  (GQF Manufacturing Co.  Modelo

1502), esto equivale al dia 0 de experimentaci6n. Luego de 3 dfas (E3), se extrajeron 3 ml de

albtimina del huevo para permitir que el volumen al interior del huevo disminuyera, de esta

forma   se   impide   que  el  embri6n   permanezca  en  contacto  directo   con   la   membrana

tect5cea  (membrana subyacente de la cascara) al  momento de abrir el  huevo.  Para ello a

cada  huevo se  le  realiz6  una  punci6n  en  su  base con  un  punz6n  metalico  para  romper la

cascara. Por el orificio se introdujo una jeringa de 10 ml y se extrajeron 3 ml de albdmina,

Iuego el  huevo fue sellado con cinta adhesiva  para volver al  incubador.  Luego de 24 horas

(E4),  Ios huevos fueron abiertos para exponer al embri6n y su CAM.  Para  esto se tomaron

los huevos y se extrajo un segmento de la c5scara desde la parte superior con una hoja de

gillet afilada. Para impedir posibles contaminaciones, se agregaron 250 lil de una mezcla de
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penicilina/estreptomicina/fungizona   (0.1   %)   sobre   la   CAM   y   luego   se   sell6   con   cinta

adhesiva para volver a ser incubado, ahora sin agitaci6n. En E8, se prepararon los estfmulos

usando   cubre-objetos   redondos   est€riles   (12   mm   de   diametro),   poniendo   10   lil  de

sobrenadante de las condiciones experimentales en el centro de cada cubre-objeto los que

se dejaron secar en la campana de flujo laminar por una hora. Se us6 como control negativo

DMEM  sin  condicionar y  como  control  positivo  FGF2  (50  iig  en  10  Hl).  Cuando  los  cubre-

objetos y los estimulos estuvieron secos, se abri6 Ia ventana de cada huevo y se instal6 el

cubre-objeto con la gota seca contactando a la CAM. Una vez instalado el estfmulo, se tom6

una  fotografi'a  de  la  red  vascular  cubierta  por  el  cubre-objeto  como  tiempo  inicial  (t=  0)

para evaluar el cambio transcurrido luego del tratamiento. Posterior a eso el huevo se sell6

inmediatamente  con  cinta  adhesiva  y  se  incub6  en  condiciones  normales  sin  agitaci6n.

Pasados 4 dias  (E12, t= 4), se abrieron  los huevos y se volvi6 a fotografiar la zona cubierta

por el cubre-obj.eto. Las fotograffas fueron tomadas con la camara HD IC80 (Leica) acoplada

a  la  lupa  MZ124 (Leica).  Finalmente, se procedi6 a  la  cuantificaci6n  del efecto angiog6nico

inducido par los estfmulos en la CAM del embri6n.

2.25. Cuantificaci6n del ensayo CAM

Usando programas de edici6n de im5genes (lmageJ y Photoshop), en cada fotograffa se

estableci6  una  circunferencia  de 4  mm  de  diametro  concentrico  con  el  centro  del  cubre-

objeto en la fotograffa del huevo en t= 0 y en la fotografia en t= 4. Se cuantificaron los vasos

sangufneos que cruzaron dicha circunferencia y se le adjudic6 un puntaj.e a cada vaso segdn

el  angulo  que  se  forma  entre  el  punto  con  que  cruzan  la  circunferencia  y  el  centro  del

estfmulo. Si el angulo fue entre 0° y 25°, se otorg6 un puntaje= 2, si el angulo fue entre 25°

y 45°,  el  puntaje fue  de  1 y 5ngulos  mayores a 45° se dio  puntaje= 0.  Sumando todos  los

puntajes de todos los vasos, por cada fotograffa se obtuvo un puntaje total. Asf, se obtuvo
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un parametro de angiog6nesis para t= 0 y t= 4, y para obtener el valor de angiog6nesis, se

rest6  (puntaje  dfa 4) - (puntaj.e  dia 0)  para  cada  embri6n y condici6n  experimental.  Estos

valores fueron calculados por cada huevo y fueron graficados.

2.26. Ensayo reportero de actividad fosfatasa alcalina (FA)

Se  utiliz6  la  li'nea  celular  de  origen  murino  C3H10T1/2  ya  que  se  diferencia  al  linaje

osteog6nico  en  respuesta  a  SHH,  por  lo  cual  a  trav6s  de  su  diferenciaci6n,  reporta  la

presencia del ligando. En este ensayo se determin6 la presencia de SHH en el sobrenadante

de las WJ-MSC.

Las  C3H10T1/2  fueron  sembradas  en  DMEM  10%  SBF  en  placas  de  24  pocillos  sobre

cubre-objetos  redondos  de  12  mm  de  diametro  a  una  densidad  de  10.000  cels/pocillo.

Luego de 24 horas, se les disminuy6 el suero a 0.5% SFB, condiciones minimas de suero ya

que 6ste posee componentes que podrian  inducir la diferenciaci6n de las c6lulas, adem5s,

la  ausencia  de  suero  deja  a  las  c6lulas  5vidas  par  mss  factores  lo  que  les  hace  mss

propensas  a   responder  a   los  factores  agregados  durante  el   ensayo  de  diferenciaci6n

(experimentos previos han demostrado que las C3H10T1/2 entran en apoptosis en carencia

de suero,  por lo cual es estim6 que 0.5% era la minima cantidad  para mantenerlas viables,

Tesis Magister Pablo Lois, VP lab).

En   paralelo   a   la   siembra   y   al   crecimiento   de   las   C3H10T1/2,   se   prepararon   los

sobrenadantes (MC) de las WJ-MSC, que fueron  utilizados frescos y sin congelar.  Para ello,

se generaron de forma sincronizada los MC en las mismas condiciones, por 48 horas.

Al  momento  del  ensayo,  se  recuper6  el  sobrenadante  (o  MC)  de  las  WJ-MSC  y  fue

centrifugado  a  2000  rpm  para  eliminar restos  de debris celular y se mantijvo a  37°C para

realizar los estfmulos:
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-MC

-       MC  con   anticuerpo   bloqueante:   al   MC  se   le   agreg6   5El   o   5Eld   (anticuerpo

denaturado a  95°C)  como  control  (5  Lig/ml),  esto se  mantuvo  a  37°C en  agitaci6n

suave par 45 minutos. Luego fueron aplicados a las c6lulas reporteras.

-       MC  con  Cyc:  se  agrega  Cyc  10  uM  a  aquellos  pocillos  de  C3H10T1/2  en  que  se

estudiara el efecto de este inhibidor sobre el proceso de diferenciaci6n, se mantuvo

a 37°C dentro del incubador por 45 minutos. Y luego de agreg6 MC mss Cyc.

Luego las placas se mantuvieron par 48 horas a 37°C. Transcurridas 48 horas, se elimin6

el medio y se lavaron con PBS para ser fijadas con PFA 4% por 20 minutos. Luego se elimin6

el   PEA  y  las  c€Iulas  se  lavaron  tamp6n  AP,   con  el  fin  de  eliminar  restos  de  fosfatos

remanente  del  PEA y  del  PBS,  ya  que  el  fosfato  puede  inhibir  la  actividad  de  la  enzima

fosfatasa  alcalina  Luego  se  realizaron  3  lavados  de  5  minutos  cada  uno  y  se  agreg6  una

mezcla de  NBT/BCIP  (3.5  Hl/ml y 4.5  Lil/ml  en tamp6n AP,  respectivamente) y se  incub6 a

temperatura  ambiente  en  oscuridad  por 2  horas.  La  diferenciaci6n  se  evalu6  mediante  la

aparici6n  de  un  precipitado  pdrpura,  indicativo  de  la  reacci6n  positiva  de  la  enzima  FA.  AI

observarse   el   precipitado,   se   detuvo   la   reacci6n   eliminando   la   mezcla   NBT/BCIP   y

agregando PBS y se vuelve a fijar con PEA 4% por 5 minutos.

Para cuantificar el grado  de diferenciaci6n, se contabilizaron  el  nt]mero de c€Iulas  FA+

(ptirpuras)   y  el   nrimero  total   de   c6lulas,   para   esto  se   realiz6   una   co-tinci6n   nuclear

utilizando  IVuc/ecirJosf red,  el  cual  se  agreg6  20-30  minutos  a  temperatura  ambiente,  Io

cual ti fie los nticleos de color rosado.

La  cuantificaci6n se realiz6 tomando 5 fotograffas por cada cubre-objetos utilizando el

microscopio 6ptico Olympus  BX51,  con  un  aumento total de 40X (objetivo de  10X),  par lo

cual  se  obtuvieron  15  fotograffas  por  condici6n.  Se  cont6  el  ndmero  total  de  c€lulas
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(IVuc/ecrr/crsf red+)  y  las c6Iulas  FA+  utilizando  la  herramienta  "Ce// counter" del  programa

lmageJ  y  se  determin6   un   porcentaje  de  c6lulas  diferenciadas   por  fotograffa   (c6lulas

FA+/c6lulas  totales  x  100%),  luego  estos  datos  fueron  graficados  utilizando  el  programa

Graphpad Prism.

2.27. Analisis estadfstico

Todos los ensayos fueron realizados al menos con 3 muestras de WJ-MSC de donantes

distintos, los cuales se mencionan como I, [1, Ill, etc, sin embargo, eso no quiere decir que se

usaron las mismas 3 muestras en todos los experimentos. Ademas, se realizaron al menos 3

experimentos distintos par cada analisis.

Los valores fueron graficados como promedio ± S.E.M, donde "n" indica en ntimero de

cultivos celulares independientes generados de diferentes donantes.

La comparaci6n estadistica entre uno o mss grupos de datos se realiz6 mediante test

de Student, Anova de una via o 2 vfas, segdn se indica en cada resultado. Para visualizar los

resultados, se utiliz6 el software Graphpad Prism 5.Ob (Graphpad Software lnc., San  Diego,

CA, USA). P < 0,05 se consider6 estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

1.    Expresi6h de los componentes de ]a via SHH/GL[

1.1.SHH y PTCHl se expresan en el estroma del cord6n umbilical humane

Con  el  objeto de analizar el  papel  de  la via SHH/GLI  en  la  angiog6nesis en  el  contexto  del

estroma, escogimos el cord6n  umbilical  como modelo de estudio.  Par ello nuestro  analisis

comenz6  determinando  la  expresi6n  de  los  componentes  fundamentales  de  esta  via  de

sefializaci6n   en   la  gelatina  de  Wharton   (WJ)   del  cord6n:  SHH,  el   Iigando  y  PTCH1,  su

receptor.

Observamos  que  SHH  se  expres6  en  amplias  areas  del  cord6n,  mayormente  en  los

vasos y alrededor de  ellos,  en  la WJ  (Figura  5A).  Para  determinar con  mss detalle  en  qu6

regiones del cord6n se expresa SHH, realizamos inmunofluorescencia con focal en cortes de

cord6n,  utilizamos  colageno  lv  para  marcar  la  WJ,  rica  en  este  componente,  y faloidina-

rodamina   para   demarcar   los   cuerpos   celulares.   La   tinci6n   se   realiz6   en   condiciones

permeabilizantes por lo cual la marca observada de SHH es intracelular. Determinamos que

SHH  se expres6  en las WJ-MSC inmersas en  el  estroma  del  cord6n  (WJ)  (Figura  58,  C).  En

concordancia,  PTCHl  tambi6n  se  expres6  en  el  cord6n  y  observamos  una  distribuci6n

similar  a  SHH,  ya  que  encontramos  marca  en  la  WJ  y alrededor  de  los  vasos  umbilicales

(Figura 5D).
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En  una  vista  a  mayor  aumento  determinamos  que  hay  c6Iulas  positivas  para  PTCHl

inmersas en la matriz extracelular del cord6n (Figura 5E, F).

Esta observaci6n  nos confirma que los componentes de la via SHH/GLl se expresan en

este  contexto  fisiol6gico,  lo  que  sugiere  una  actividad  de  6sta  en  el  estroma  del  cord6n

umbi]ical.

1.2.WJ-MSC expresan SHH

Los  estudios  funcionales  los  realizamos  en  cultivos  primarios  de  WJ-MSC.  Por  ello,

previo  a  dichos  estudios  las  c6lulas  fueron  caracterizadas  segdn  la   lscT  (/nfemdi/.ono/

Soc/.Cry oJ Ce//ufor Therapy) (Dominici, M. y col. 2006; Tyndall, A. y Uccelli, A. 2009).  Las WJ-

MSC se adhirieron a la superficie de cultivo y adquirieron una morfologfa fibroblastoide. Las

WJ-MSC  se  diferenciaron  a  linajes  adipog6nico  y  osteog€nico  t.n  v/.fro.  Adicionalmente  se

determin6 la expresi6n de marcadores mesenquimales (CD105, CD90, CD73, CD44 y CD29),

ausencia  de  marcadores  de   linaje   hematopoy6tico  (CD45  y  CD14,   HLA-D)  y  endotelial

(CD31). Asimismo, se  determin6  que  una  subpoblaci6n  de WJ-MSC expresa STRO-1 y que

tambi6n expresan OC714, un factor de transcripci6n que se asocia con poblaciones troncales.

Se calcul6 el ti'empo de duplicaci6n poblacional de 21 ± 4 horas (Anexo 1).

Dadas  las  evidencias  de  que  la  via  SHH/GLI  puede  sefializar  de  forma  autocrina  y/o

paracrina, investigamos si esta sefializaci6n ocurre en  las WJ-MSC y bajo qu6 mecanismos.

Para ello evaluamos la expresi6n de los componentes de la via, comenzando por el  ligando

SHH en cultivos primarios.

En   primer   lugar,   determinamos   la   presencia   del   RNAm   de   SHH   en   3   muestras

independientes de WJ-MSC mediante RT-PCR utilizando como controles positivos las lfneas

celulares  humanas  Saos-2  y  HEK293  (Figura  6A).  En  extractos  de  proteinas  de  WJ-MSC
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detectamos  la  presencia  de SHH  en  2 tamafios:  una  banda  de 45  kDa  correspondiente  al

ligando   inmaduro   y   una   banda   de   19-20   kDa,   peso   que   adquiere   SHH   luego   del

procesamiento  que genera  el  fragmento  N-terminal  de  la  proteina  (SHH-N)  con  actividad

biol6gica.  Estas bandas tambi6n fueron detectadas en lisados de la  linea Saos-2 y de tubo

neural   de   embri6n   de   pollo,   utilizados  como   controles   positivos.   Se   utiliz6  tejido   de

embri6n de 4 dias post-fecundaci6n (E4) ya que en este punto del desarrollo, el tubo neural

de  pollo  est5  bajo  la  influencia  inductiva  de  la  notocorda,  una fuente  rica  en  SHH  (Figura

68).  Asimismo,  SHH  se  observ6  en  la  toda  la  superficie  celular.  La  tinci6n  se  realiz6  en

condiciones permeabilizantes por lo cual vemos el ligando intracelular (figura 6C).

Estas evidencias indican que las WJ-MSC expresan SHH y ademas, podrfan ser la fuente

de ligando.

1.3.WJ-MSC secretan SHH con actividad biol6gica

Para   determinar  si   las  WJ-MSC  secretan  SHH   basalmente  y  si   este  se  encuentra

biodisponible, realizamos un ensayo reportero que consisti6 en utilizar el sobrenadante de

las  WJ-MSC  sobre   la   linea   celular  mesenquimal   murina   C3H10T1/2,   donde  el   ligando

presente  en  el  sobrenadante  induciria  la  diferenciaci6n  a  linaje  osteogenico  y  por  ende

marcaci6n positiva  para  la enzima fosfatasa alcalina. Nuestros resultados indicaron que las

c6lulas reporteras se diferenciaron luego de estar expuestas por 48 horas al sobrenadante,

como se determin6  mediante la tinci6n  que indica  la actividad  FA, actividad  adquirida  por

las c6lulas en diferenciaci6n (Figura 7A, G).

Como  el  sobrenadante  podrfa  contener  otros  factores  secretados  por  las  WJ-MSC,

distintos   de   SHH,   capaces   de   inducir   la   diferenciaci6n,   seguidamente   utilizamos   2

inhibidores  especificos  de  la  sefializaci6n  de  SHH:  Cyc  y  5E1  (Figura  7C,   E).  Cyc  es  un

inhibidor de la via que actda a nivel del receptor de SHH, PTCH1. Es por esto, que las c6Iulas
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reporteras   fueron   pre-tratadas   por   45   minutos   con   Cyc   y   luego   se   les   expuso   al

sobrenadante  por  48  horas,  al  cual  tambi6n  se  le  agreg6  Cyc  para  evitar  el  lavado  del

inhibidor desde el  receptor.  El  porcentaje de c6lulas diferenciadas disminuy6 en  un  50% a

diferencia del control EtoH, vehiculo de Cyc (Figura 7D, G), indicativo que el MC de las WJ-

MSC contenia SHH funcionalmente activo (Figura 7C, G). Dado que se ha reportado que Cyc

podrfa tener efectos adversos sobre la viabilidad celular en bajo suero, quisimos descartar

que  los  efectos  observados  fueran  debido  a  muerte  celular.   Utilizamos  el  anticuerpo

monoclonal 5E1, el cual acttia como bloqueante de la sefializaci6n al  reconocer un epitope

en SHH,  impidiendo su  uni6n al receptor,  por lo cual se pre-incub6 el sobrenadante con el

anticuerpo   previo   al   tratamiento   de   las   c6lulas   reporteras.   EI   porcentaje   de   c6lulas

diferenciadas  disminuy6  nuevamente  en  torno  a  un  50%  (Figura  7E,  G),  indicativo  que  el

MC  contenfa  SHH  con  actividad  biol6gica.  Utilizamos  como  control  la  incubaci6n  con  el

anticuerpo  denaturado  (5Eld),  el  cual  no tuvo  efectos sobre  el  proceso  de  diferenciaci6n

(Figura 7F, G).

El  efecto  de  ambos  inhibidores  especificos  de  la  sefializaci6n  de  la  via  es  claramente

indicativo   de   que   las   WJ-MSC   secretan   SHH   constitutivamente,   lo   que   sugiere   la

seFializaci6n activa de la via en estas c€lulas.

Estos resultados en su conjunto, demuestran que las WJ-MSC son una fuente biol6gica

de  SHH,  el  cual   podria   ejercer  funciones  sobre  esta  misma   poblaci6n,  sugiriendo   una

sefializaci6n  autocrina, a  paracrina  actuando sobre otras  poblaciones celulares.  Por tanto,

SHH  podrfa  estar  cumpliendo  distintos  roles  en  su  nicho  del  cord6n  umbilical,  los  cuales

fueron abordados en esta tesis
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Figura 6. WJ-MSC expresan SHH.

(A)  WJ-MSC  expresan  el  RNAm  de  SHH,  analizado  en  3   muestras  independientes  (I-Ill),  se  utiliz6
DNAc  de  las  lfneas  celulares  humanas  Saos-2  y  HEK293  como  control  positivo.  (8)  Se  muestra  la

abundancia  de  SHH  en  WJ-MSC.  Se  destaca  la  proteina  inmadura  de  45  kDa  y  la  forma  procesada,
con  actividad  biol6gica  de  20  kDa.  Como  controles  positivos,  utilizamos  N-Shh:  Shh  recombinante,
T.N:   tubo   neural   de   embri6n   de   pollo,   Saos-2:   c6lulas   de   osteosarcoma   humano.   (C)   lmagen

representativa  revelando  la  localizaci6n  celular  de  SHH  en  cultivos  primarios  de  WJ-MSC  (analizado

por  inmunofluorescencia  indirecta);  se  utiliz6  faloidina  para  marcar  el  contorno  celular y  DApl  para
marcar el ndcleo.  Barra de tamafio = 10 Hm.
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Figura 7. WJ-MSC secretan SHH biol6gicamente activo.

C6lulas  C3H10T1/2  se  diferencian  a  linaje  osteog6nico  en  respuesta  a  SHH.  (A)  C€lulas  C3H10T1/2

son  sembradas  en  bajo  suero  (0,5%  SBF)  por  24  horas  antes  de  recibir  los  estimulos.  Las  c6lulas
reporteras  fueron  tratadas  con  el  sobrenadante  (o  medio  condicionado,  MC)  de  las  WJ-MSC  en  las
siguientes   condiciones:   MC,   MC   +   Cyc,   MC   +   EtoH   (vehieulo   de   Cyc),   MC   +   5E1   (anticuerpo

bloqueante   de   SHH)    y   MC   +   5Eld    (anticuerpo   bloqueante   denaturado)    por   48   horas.    (a)
Cuantificaci6n   de   la   actividad    FA   (fosfatasa   alcalina)   en   c6lulas   C3H10T1/2,   expresado   como

porcentaje  de c6lulas  FA+  (c6lulas  color pdrpura)  sobre  el  total  de  celulas  rvuc/ear/act red +, tinci6n
para  ndcleos  (los  ndcleos  se  aprecian  en  color  rosado).  Anova  de  una  via   (*   P  <  0.05).   Barra  de
tamaFio = 50 Llm.
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1.4. Las WJ-MSC expresan PTCHl y [os compohentes de [a via SHH/GLl

SHH  es  secretado  por  las  WJ-MSC,  lo  que  sugiere  que  las  c6Iulas  sefializan  a  otras

poblaciones   celulares   o   bien,   responden   de   forma   autocrina.   Por   ello   evaluamos   la

expresi6n   de   PTCH1,   receptor   de   SHH   y   otros   componentes  fundamentales   para   la

sefializaci6n en WJ-MSC.

PTCHI  se  expresa  en  todas  las  muestras  de  WJ-MSC  ensayadas,  sin  embargo,    los

niveles  de  transcrito  varian  entre  ellas,  lo  cual  es  ademas  influenciado  por el  suero.    La

presencia de suero induce una disminuci6n en la expresi6n del transcrito (Figura 8A). Con el

objeto de analizar la  expresi6n  de  PTCHl  como proteina, se  utilizaron  lisados celulares de

WJ-MSC y se determin6 su expresi6n por Western blot, visualizando una banda de 140 kDa,

tambi6n  presente  en  los  lisados  de  los  controles  positivos  utilizados:  Saos-2,  lisado  de

c€lulas   endoteliales   umbilicales   y   tubo   neural   de   embri6n   de   pollo   (Figura   88).   La

distribuci6n  celular se  observ6  perinuclear  siguiendo  un  patr6n  punteado  como  descrito

para otros receptores de superficie.  Las c6lulas con  marca  positiva  para  PTCHl tambi€n lo

fueron para SHH, apoyando la idea de una respuesta autocrina/paracrina (Figura 8C).

Asimismo,  determinamos  la  expresi6n  de  otros  importantes  componentes  de  la  via:

SMO, G£/I,  G[/2 y G£/3,  analizados mediante RT-PCR. La expresi6n de G[/I  es indicativa de

la  actividad transcripcional  de  la  via,  Io  que  sugiere que  la  via  esta  activa  en  las WJ-MSC

(Figura 8D).  Pudimos determinar que las WJ-MSC expresan PTCHl y otros componentes de

la via SHH/GLl que les permitirfa responder al ligando, reforzando la hip6tesis de que la via

cumple  un  papel  fisiol6gico  en  estas  c6lulas.  Asimismo,  demostramos  que  las  WJ-MSC

secretan  SHH  con  actividad  biol6gica,  por  lo  cual  nace  la  pregunta  si  estas  c€lulas  son  la

fuente del  ligando y a  la vez responden  a 61  regulando ciertos  procesos celulares,  como la

angiogenesis.
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Figura 8. WJ-MSC expresan PTCHl y los componentes de la via SHH/GLl.

(A)  Expresi6n  del  transcrito  PTCHJ  en  5  muestras  de WJ-MSC  en  ausencia y  presencia  de  suero.  Se
grafican  los  niveles  de  PTCHl  relativos  a  GAPDH.  (8) Abundancia  de  la  protefna  PTCH1  (140kDa)  en
WJ-MSC provenientes de 3 donantes distintos (I-Ill), se utilizaron como controles positivos extractos
de   la   linea  celular  Saos-2   (S2),  c6lulas  endoteliales  (CE)  y  como  control   positivo  tubo   neural   de

embri6n    de    pollo    (T.N).    (C)    Expresi6n    de    PTCHl    y    SHH    en    WJ-MSC,    evaluado    mediante
inmunofluorescencia y microscopfa  con focal.  Se  utiliz6 TO-PR03  para  demarcar el  nticleo celular.  Se
obseva  la  co-distribuci6n  de  ambas  proteinas  en  las  mismas  c6lulas.  (D)  Expresi6n  de  SMO  y  los
factores de transcripci6n  GL/1, G[/2 y GL/3 en WJ-MSC. Se amplific6 GAPDH como control  interno de
las muestras y del  RT (-).Barra de tamafio = 10 LJm.
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2.    WJ-MSc secretan factores de crecimiento

2.1.WJ-MSC secretan factores angiog6nicos y existe variabi]idad en los secretomas de
muestras provenientes de donantes distintos

Para evaluar la posible modulaci6n de las propiedades angiog6nicas de las WJ-MSC por

parte de la via SHH/GLI, en primer lugar quisimos determinar la composici6n del secretoma

angiogenico  en  condiciones  basales  con  el  objeto  de  poder,  posteriormente,  evaluar  el

perfil   del   secretoma   de   estas   c6lulas   en   respuesta   a   SHH.   Para   ello   analizamos   el

sobrenadante de WJ-MSC provenientes de 6 donantes y observamos que poseen un perfil

similar de  moleculas  secretadas,  pero  no  id6ntico  entre  ellos.  De  hecho,  al  analizarlas  en

detalle,  hay ciertas  mol6culas que se secretan  en  menor a mayor magnitud  dependiendo

del  donante  (Figura 9A).  Notoriamente,  los factores que varfan  entre  los donantes son  los

mismos:  Angiogenina,  Factor  de  coagulaci6n  Ill,  HGF,  lGFBP-3,  lL-8  y  ANGPT1,  de  efecto

angiog6nico  y  Endostatina  y  Pentraxina-3   de  efecto  anti-angiog6nico   (Figura   98).   Esta

diferencia  en  los  secretomas  de  distintas  muestras  provenientes  de  cord6n  umbilical  fue

descrita en un trabaj.o reciente, avalando nuestro resultado (Choi, M. y col. 2013).

2.2.WJ-MSC  secretan  factores  tr6ficos  relacionados  con  el  proceso  de  reparaci6n
tisular

De  las  55  mol6culas  que  pueden  ser detectadas  mediante  este  arreglo  de  protefnas,

seleccionamos algunas y las clasificamos segL]n su funci6n dentro del proceso de reparaci6n

tisular, ya  que  es una funci6n fisiol6gica  de las MSC (Roubelakis,  M.  G. y col. 2013)  (Figura

10).  Encontramos factores relacionados directamente con el  proceso de angiog6nesis tales

como: Angiogenina, ANGPT1, ANGPT2,  EG-VEGF, UPA,  Endostatina, Endotelina-1, aFGF,  PD-

ECGF,  PDGF-AA,  PDGF-BB/AB,  VEGF,  VEGF-C.  En  reparaci6n  de  tejidos:  EGF,  TSP-1,  FGF2,

FGF4,   FGF7,  Angiostatina,   HB-EGC  y  HGF.  Algunos  factores  de  efecto  anti-angiog6nico:

Vasohibina y ADAMST-1. Algunos factores relacionados con los procesos inflamatorios: IL-8,
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LAP,  Pentraxina-3,  MCP-1,  MIP-1c[, con  migraci6n: CXCL16, DPPIV, TIMP-1,  MMP-8,  MMP-9

y  otros  involucrados  con  la  coagulaci6n:  Factor  plaquetario  lv y  Factor  de  coagulaci6n  3

(Figura 10).

Hacemos  notar  que  esta  clasificaci6n  no  resta  que  varias  de  estas  mol6culas tengan

efectos  mss  amplios y puedan  ser clasificados en  mss de  una  categorfa,  siendo  esto  una

prueba   molecular  de   lo  fina   que  es  la   regulaci6n  de  los  procesos  involucrados  en   la

mantenci6n y regeneraci6n de vasos sangufneos.

2.3.WJ-MSC secretan factores que inducen ]a angiog6nesis ;r) I//-fro

Para determinar el potencial inductor de angiog6nesis de los factores secretados por las

WJ-MSC,  probamos  el  secretoma  en  un  ensayo  /.n  v/.fro.  Para  lo  cual  utilizamos  cultivos

primarios  de  c6lulas  endoteliales  de vena  de  cord6n  umbilical  (HUVEC)  en  ensayos sobre

Matrigel,  para  observar  la  formaci6n  de  estructuras  tridimensionales  del  tipo  capilares.

Decidimos    utilizar   cultivos    primarios    HUVEC,    ya    que    a    pesar    del    extenso    uso   y

caracterizaci6n  de este tipo  de ensayos  usando  lineas inmortalizadas,  nos  interes6  utilizar

un sistema celular que fuese lo mzis similar al nicho umbilical.
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Figura 9. WJ-MSC secretan factores angiog6nicos y existe diversidad en los secretomas,

(A)  Se analiz6 el  sobrenadante de  6 WJ-MSC en subcultivos (SC)  3-5  y se determinaron  las  proteinas
angiog6nicas  presentes.  Se  observaron  diferencias  en  los  niveles  de  algunas  de  las  moleculas  de
efecto anti (-) y pro-angiog6nico (+)  (recuadros verdes), los ndmeros se corresponden a  las mol6culas
listadas  en  (a),  los  recuadros  en  rojo  indican  el  control  interno  de  cada  ensayo  y  no  representan
ninguna mol6cula.  EI listado completo de factores analizados se encuentra en el Anexo 2.
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Figura  10.  Las  WJ-MSC  secretan  factores  de  crecimiento  relacionados  con  la  angiog6nesis  y  la
reparaci6n de tejidos.

Se  graficaron   los  niveles  relativos  de  algunas  de  las  moleculas  secretadas   por  las  WJ-MSC  y  se
clasificaron  segdn  su  funci6n  en  los  procesos  de  angiogenesis  (pro  o  anti),  reparaci6n  de  tejidos,
inflamaci6n, migraci6n celular y coagulaci6n. Se graficaron como promedio ± SEM (n= 6).
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En  todas  las  condiciones  las  c6Iulas  endoteliales  se  adhirieron  al  Matrigel.  Ante VEGF

(40   ng/ml)   y   FGF2   (20   ng/ml),   factores   angiog6nicos   cl5sicos,   las   c6Iulas  endoteliales

migraron y formaron ttibulos (Figura  llA,  a). Tambi6n lo  hicieron en  respuesta a SHH  (3.3

Hg/ml),  el  cual  posee  un  efecto  directo  sobre  la  angiog6nesis  mediante  sefializaci6n  no

can6nica  (Figura  llC). Asimismo,  utilizamos  EGM-2,  medio  de  crecimiento  endotelial  rico

en  factores  angiog6nicos  que,  tal  como  se  esperaba,  tambi6n  indujo  la  formaci6n  de

ramificaciones y tdbulos  (figura  llD). Como esta  tiltima fue  la condici6n  que nos permiti6

obtener  la  respuesta  angiog6nica  mss  robusta  y  reproducible,  utilizamos  este  medio  en

futuros  experimentos  como  control  positivo.  Como  control  negativo  utilizamos  DMEM,

vehiculo del sobrenadante (Figura llE), el cual no indujo respuesta.

La  cuantificaci6n  de  interacciones  del  tipo  ramificaciones  mostraron  que  los  factores

pro-angiogenicos VEGF,  FGF2,  SHH  y  EGM-2  indujeron  positivamente  la  interacci6n  entre

las  c€lulas  endoteliales  (Figura  llG).  Las  ramificaciones  se  complejizaron  y  conformaron

estructuras  poligonales  o  tdbulos,  Ios  que  se  generaron  similar  a  lo  observado  en  los

controles positivos. Sin embargo, SHH tuvo un efecto menor ya que s6lo alcanz6 el 50% del

efecto generado por el medio EGM-2 (Figura llH).

El  sobrenadante  de  las  WJ-MSC  demostr6  ser  promotor  de  la  angiogf nesis  en  las

celulas  endoteliales  (Figura  16F)  ya  que  indujo  la  formaci6n  de  ramificaciones  de  forma

significativa, respecto de DMEM (Figura llG). La estimulaci6n de la formaci6n de ttibulos se

observ6 en menor medida, independiente del tiempo utilizado en los ensayos (Figura llH),

Io que indica que los factores secretados por las WJ-MSC indujeron el proceso de migraci6n

celular (establecimiento de ramificaciones).

No podemos descartar que el ligando SHH presente en el sobrenadante pueda formar

parte  de  los factores  angiog6nicos  secretados  por  las WJ-MSC  que  inducen  la  respuesta
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observada.  Nuestros resultados indican que las c6Iulas endoteliales estudiadas expresan el

receptor PTCH1, lo que les permitirfa responder a SHH de manera no can6nica (Anexo 3).

Estas observaciones nos indican que las WJ-MSC secretan un secretoma enriquecido de

factores tanto pro-como anti-angiog6nicos, que en su conjunto son capaces de modular el

comportamiento  de  las c6lulas endoteliales /.n  v/.fro.  Considerando  esto,  nuestro  siguiente

paso fue determinar si esta propiedad  angiogenica que presenta el secretoma de las MSC

es modulada por la via SHH/GLI.
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Figura 11. WJ-MSC secretan factores que inducen el proceso angiog6nico /n v/.fro.

HUVEC  fueron  tratadas  con  los  esti'mulos  indicados  por  3-4  horas.  La  angiogenesis  se  cuantific6
determinando el  ntlmero de  puntos de ramificaci6n y de tdbulos generados. Se evaluaron  distintos
agentes  como  controles  positivos.  (A)  VEGF  (8)  FGF2  (C)  SHH  D)  Control  (+),  EGM-2  y  (E)  DMEM,

control  negativo.  (F)  Se  utiliz6  el  sobrenadante  (MC)  generado  por  las  WJ-MSC  luego  de  48  de
condicionamiento (G) Cuantificaci6n del numero de ramificaciones observadas en cada condici6n (H)
Cuantificaci6n del  ntlmero de tubulos generados en cada condici6n.  Las c6lulas fueron fotografiadas
con   una   camara   digital   acoplada   a   un   microscopio   de   contraste   de   fase.   Cada   fotografi'a   es
representativa  de  las  condiciones  descritas.  No  se  observaron  diferencias  significativas  entre  los
efectos  observados  con  el  MC  generado  luego  de  48  horas  de  condicionamiento  versus  24  horas

(Anexo 4). (Anova de una v/a,  *  P < 0.05, n=4). Barra de tamafio: 100 LLm.
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3.    La via SHH/GLl est5 activa en las wJ-MSC

3.1.La actividad  metab6Iica  de las WJ-MSC no se ve afectada con  los tratamientos
farmacol6gicos

Los  resultados  hasta  ahora descritos  nos  indican  que  la via SHH/GLl  esta  activa  en  las

WJ-MSC de forma  tal  que  puede  ser modulada  mediante  intervenci6n farmacol6gica.  Por

ello,  lo  siguiente  fue  determinar  la  regulaci6n  de  la  via  sobre  factores  angiog6nicos  en

ensayos   /.n   v/.fro   e   /.n   v/.vo.   Pero   previo   a   este   paso   quisimos   asegurarnos   que   los

tratamientos utilizados no afectaran la viabilidad celular ya que se ha descrito a SHH como

un factor de  nicho  que  promueve  la sobrevida  de  c6lulas troncales  progenitoras  (Fuccillo,

M. y co,. 2006).

En  presencia de suero las WJ-MSC muestran  morfologfa fibroblastoide (Figura  12A)  en

tanto en todas las condiciones de privaci6n de suero (0% SFB, Pur y 5E1), observamos que

las   cElu[as   adquirieron   una   forma   alargada   (Figura   128,   D),   similar   a   [o   ya   descrito

(Pochampally,  R.  R.  y  col.  2004).  Para  determinar  si  el  estado  metab6Iico  de  las  c6Iulas

podria   verse   alterado   par   los   tratamientos   revisamos   2   parametros:   proliferaci6n   y

actividad metab6lica. Las c6lulas proliferan en presencia de suero, en 0% SFB se observa un

aumento   constante   del   ntimero   celular   en   el   tiempo,   pero   ocurre   a   una   tasa   de

proliferaci6n  menor a  la  condici6n  10% SFB. Situaci6n similar a  lo observado en  presencia

de  Pur y Cyc, donde el  ndmero celular no alcanza a duplicarse en 48 horas (31.000 celulas

en  Pur y 28.000  en  Cyc, versus  las 20.000 sembradas inicialmente),  Io  que  nos indica  que

estos  tratamientos  no  alteraron  significativamente  el  ntimero  celular  (Figura  12E).  Esta

tendencia  se  mantiene  luego  de 72  horas.  Finalmente,  determinamos que  las condiciones

experimentales  descritas  no  mermaron  significativamente  la  actividad  metab6Iica  de  las

WJ-MSC en los tiempos ensayados (Figura 12F).
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Figura  12.  La modulaci6n farmacol6gica de la via SHH no afecta la actividad metab6Iica de  las WJ-
MSC.

Morfologia  celular  de  WJ-MSC  en  las  condiciones  experimentales  estudiadas:  (A)  10%  SFB,  (8)  0%
SFB,  (C)  Pur y  (D)  5E1.  (Barra  de  tamafio:  50  Hm).  (E)  Crecimiento  celular  en  las  citadas  condiciones

experimentales  hasta  72  horas  post-siembra.  (F)  Mediante  ensayo  MTT  se  determin6  la  actividad
metab6lica  de  las  c6lulas  luego  de  48  horas  en  presencia  de  los  tratamientos  mencionados.  (n=  3,
Anova de una via  *P < 0.05).
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Estos   antecedentes   nos   permiten   confirinar   que   los   tratamientos  farmacol6gicos

utilizados en esta tesis no alteran la viabilidad celular, asegurando que los posibles efectos

sobre  la  angiog6nesis  no  son  por  una  alteraci6n  en  el  metabolismo  celular  en  si  sino

dependen de cambios inducidos por la actividad de via SHH/GLl.

3.2. La estimulaci6n de la via modula la expresi6n de P7lcHZ, GL/I y FGf2

Para   evaluar   si   la   via   SHH/GLl   se   encuentra   activa   en   las   WJ-MSC   realizamos

tratamientos  farmacol6gicos  y  medimos  su  efecto  sobre  la  ex.presi6n  de  genes  blanco.

Utilizamos  el  agonista  Pur en  un  rango temporal  de 6 hasta 48  horas y determinamos su

efecto sobre los niveles de expresi6n de genes diana.

En una curva de tiempo que cubre el rango temporal de genes de respuesta temprana y

tardfa     (6-48     horas),     determinamos     que     los     niveles     de     P7lcHl     nc}     cambiaron

significativamente  en  condiciones  control  (Figura  13A).  En  cambio,  cuando  las  WJ-MSC

fueron  expuestas  al  agonista,  Ios  niveles  de  PTCHf  aumentaron  desde  las  6-12  horas  de

tratamiento, con un aumento significativo a las 24 horas, con un m5ximo a las 48 horas de

estimulaci6n  (Figura  138).  Asimismo,  evaluamos  el  efecto  de  la  estimulaci6n  sobre  otro

blanco de la via, G£/I, cuya expresi6n aument6 Iuego de 48 horas. PrcfJf y G[/I son blancos

de  los  factores  GLl  y  forman  parte  de  mecanismos  de  retroalimentaci6n,  por  lo  cual,  el

aumento  de  ambos transcritos  indica  que  la via  SHH/GLl  can6nica  esta  activa  en  las WJ-

MSC.  Ademas,  el  aumento  de  G£/I  se  correlaciona  con  la  regulaci6n  transcripcional  de

genes  de  respuesta tardia  de  la via, ya  que  la  protefna  actt]a  como  un  potenciador de  la

activaci6n de la via y es activado por GL12 (Figura 13C).

A  continuaci6n,  quisimos  estudiar  el  comportamiento  de  otro  gen  blanco  de  la  via

relacionado directamente con la angiog6nesis, FGF2, el cual es modulado de forma negativa

por SHH  (Pola,  R. y col. 2001). Si FGF2 es regulado en las WJ-MSC podrfamos confirmar que
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Ia  via  SHH  regula  procesos  angiogenicos  en  las  WJ-MSC.  Los  niveles  de  FGF2  variaron

durante  el tiempo  estudiado  en  la  condici6n  control  (Figura  13D).  En  respuesta  a  Pur,  los

niveles de FGF2 se mantuvieron constantes hasta las 12 horas de tratamiento, sin embargo,

a  las 24  horas los niveles disminuyeron significativamente manteni6ndose asi hasta  las 48

horas  de  estimulaci6n  (Figura  17E),  lo  que  confirma  que  FGF2  es  modulado  por  la  via

SHH/GLl en WJ-MSC.

Estos  resultados  nos  permiten  afirmar que  la  via  SHH/GLI  esta  activa  en  WJ-MSC,  ya

que al estimularla variaron los niveles de 3 genes blancos: PTctJ1, G£/1 y FGF2.  Estos datos

confirman   no  s6lo  la  sensibilidad  de   las  WJ-MSC  a   la  via  SHH/GLI   can6nica,  sino  que

tambi6n nos entrega  una ventana temporal en que  los genes blancos de la via  responden

de forma significativa a la estimulaci6n: desde las 24 hasta las 48 horas.

3.3. E[ bloqueo de la sefializaci6n de SHH disminuye la expresi6n de P7CAV y aumenta
la de FGF2 en WJ-MSC

A  continuaci6n  las  WJ-MSC  fueron  tratadas  con  el  anticuerpo  5El  par  48  horas  en

ausencia  de suero.  Este  rango temporal  fue seleccionado  para  permitir que  el  anticuerpo

bloqueante  se  uniera  al  SHH  secretado  y  asf  obtener  una  respuesta  acumulativa  en  el

tiempo.  A  su  vez  nos  permite  comparar  con   una  condicj6n  experimental  similar  a   la

estudiada con el agonista Pur.

Evaluamos  el  efecto  de  5El  sobre  la  expresi6n  de  PrcfJf  y  FGF2.  Observamos  una

disminuci6n  significativa  del transcrito  de PrcfJ1  (Figura  14A) y  un  consecuente  aumento

de FGF2 (Figura  148). Ambas  respuestas estan  en  concordancia al efecto  inducido  por Pur

(Figura 13), lo que nos indica que 5El sf modul6 negativamente la actividad de la via.

Estos   resultados   nos   permiten   afirmar  que  la  via  de  SHH/GLl   presenta   actividad

can6nica   constitutiva   en   las  WJ-MSC,   que   puede  ser  bloqueada   mediante  el   uso   de
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inhibidores,  lo cual  es tambi6n  indicativo de que la sefializaci6n de la via  ocurre de forma

autocrina y/o paracrina.

4.    La via SHH/GL[ regula las propiedades angiogenicas de wJ-MSC

4.1.La estimulaci6n de la via SHH/GLl en WJ-MSC potencia el efecto angiog€nico de
su secretoma

Habiendo  determinado  que  la  via  de  SHH/GLl  esta  activa  en  las  WJ-MSC,  quisimos

evaluar si  la  modulaci6n  de  la  misma  podrfa  regular las  propiedades  pro-angiogenicas  de

estas c6Iulas, para  lo cual utilizamos los secretomas (MC), generados esta vez en presencia

de Pur (MC+Pur) o 5E1 (MC+5E1), en un ensayo de formaci6n de tdbulos (Figura 15).

El  (MC+Pur),  indujo  un  aumento significativo en  el  ntimero  de  ramificaciones (3 veces

de  aumento)  y  en  el  ndmero  de  tt]bulos  (12  veces  de  aumento)  comparado  con  el  MC

control  (Figura  15A, C y 158,  D respectivamente),  lo que sugiere que la  estimulaci6n  de la

via  SHH/GLI  favorece  la  secreci6n  de factores  angiog6nicos  que  acttian  a  su vez sobre  las

celulas  endoteliales  promoviendo  ]a  migraci6n  celular  (ramificaciones)  y  la  diferenciaci6n

tubular, eventos fundamentales durante el proceso angiog6nico.

De  forma  complementaria,  el  ensayo  se  realiz6  utilizando  MC  generado  luego  de  24

horas de estimulaci6n con  Pur y observamos que s6Io el  (MC+Pur) de 48 horas estimul6 la

angiog6nesis   de  forma   significativa   respecto   de   los  controles   (Anexo   4).   Esto   tiltimo

respalda que la estimulaci6n de las WJ-MSC con  Pur induce la expresi6n y acumulaci6n de

factores   angiog6nicos    luego    de    las    24   horas,    lo   que    coincide    con    la    activaci6n

transcripcional de la via (Figura 13).
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|A)  Se  grafican  los  valores  (Ct  PrcH£// (Ct  GAPDH/  de  3  experimentos  distintos  para  ilustrar  los
niveles  del  gen  en  la  condici6n  control  y  en  respuesta  al  agonista  Pur.  (a)  Veces  de  inducci6n  del
transcrito de P7lc#I respecto de GAPDH. Luego de 24 y 48 horas se observ6 un aumento significativo
de  los  niveles  de  P7lcfJJ.   (C)   Los  niveles  de  G£/I  aumentaron  a  las  48  horas  en   respuesta  al
tratamiento con el agonista, como fue determinado par RT-PCR. tD) Como control de la activaci6n de
la  via,  analizamos  la  expresi6n  de  FGF2,  que  tambi6n  es  blanco  de  la  via  SHH/GLI,  pero  6ste
disminuye  en  respuesta  a  la  estimulaci6n  de  la  via  con  Pur.  Se  grafican  los  valores  (Ct  FGF2J/ (Ct
GAPDfJ/ de 3 experimentos distintos para ilustrar los niveles en la condici6n control y en respuesta al
agonista  Pur.  (E) Veces de inducci6n  de FGF2  respecto  de  GAPDH, se observa  la disminuci6n  de los
niveles del transcrito luego de 24-48 horas de tratamiento. (n= 3, Anova de una via *P < 0.05).
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Figura 14. EI bloqueo de SHH inhibe la actividad basal de la vfa en WJ-MSC.

WJ-MSC  fueron  tratatas  con  el  anticuerpo  bloqueante  de  SHH  5E1  (5  Hg/ml)  por  48  horas  en
ausencia de suero.  (A) Se determin6 la actividad de la via segtin  los niveles del transcrito de PTCH1.
Se  observa  una  disminuci6n  significativa  en  la  expresi6n  del  mismo.  (8)  La  inhibici6n  de  la  via  con
5El indujo un aumento en los niveles de transcrito de FGF2. (n= 3, test de Student, *p < 0.05).



4.2.La  inhibici6n  de  la  via  SHH/GLI  disminuye  las  propriedades  angiog6nicas  del
secretoma de WJ-MSC

EI sobrenadante (MC+5E1) indujo una menor formaci6n de ramificaciones (0,25 veces)

y  ttibulos  (0,7  veces  menos)  comparado  con  el  MC  control  (Figura  15E,  G  y  15F,  H).  La

magnitud  de  la  respuesta  es  considerablemente  menor  a  la  obtenida  con  (MC+Pur)  (12

veces    mss    ttlbulos    versus    0,7    veces    menos    ttibulos    en    (MC+Pur)    y    (MC+5E1),

respectivamente), Io que apoya la idea que existe una baja actividad basal de la via en WJ-

MSC. Sin embargo,  6sta  es requerida  para  la secreci6n  de factores  angiog6nicos ya  que al

inhibirla,  se  disminuye  la  secreci6n  de  ellos,  o  bien,  la  inhibici6n  de  la via  SHH/GLl  podrfa

permitir  la  sefializaci6n   de  vias  alternativas  que  modulan   la  expresi6n  y  secreci6n  de

factores  anti-angiog6nicos,  con  la  consecuente  disminuci6n  en  la  respuesta  angiog6nica

observada en este ensayo.

Este ensayo demuestra que las propiedades angiogenicas de las WJ-MSC son reguladas

por la via  SHH/GLl y que su  seFializaci6n  permite  la  secreci6n  de factores  promotores del

proceso. Sin embargo, este ensayo no nos permite definir qua factores han sido modulados

por la via SHH/GLl.

5.    La via SHH/GLl  modula las propiedades angiog6nicas de las WJ-MSC mediante la
regulaci6n de la expresi6n de diversos factores tr6ficos

5.1. I/EGF y ArvGP71 son genes regulados per ]a via SHH/GLl en WJ-MSC

Las  propiedades  angiog6nicas  de  las  WJ-MSC son  reguladas  por  la  via  SHH/GLl,  pero

desconocemos   que   mol6culas   podri'an   estar   involucradas.   Es   por   ello   que   quisimos

investigar si la via regula la expresi6n y secreci6n de 2 factores angiog6nicos clasicos: VEGF

y ANGPT1.
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Figura 15. La via SHH/GLI modula las propiedades angiogenicas de las WJ-MSC i.n vi.fro.

Se  utiliz6  el  sobrenadante  (MC)  generado  en  presencia  de  Pur  o  5El  y  se  evalu6  el  potencial
angiog6nico del  MC en ensayo  de formaci6n  de ttlbulos.  (A)  lmagen  representativa de  la  respuesta
angiog6nica  generada  en  presencia  de  MC.  (8)  EI  MC  generado  en  presencia  de  Pur,  induce  una
mayor respuesta angiog6nica lo cual se sustenta sobre una  mayor formaci6n de ramificaciones (C) y
de ttibulos (D). Por el contrario, al estudiar el efecto del MC generado en presencia de 5El versus el
control` (E), se observa una respuesta angiog6nica menor (F), como se puede ver en la cuantificaci6n
de  la  formaci6n  de  ramificaciones  (G)  y  de  ttibulos  (H).  (MC  generados  a  partir  de  al  menos  3
muestras distintas, Test de Student * p < 0,05). Barra de tamafio: 100 Lim.
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5.2.VEGF y ANGPTl se expresan en WJ-MSC

En primer lugar caracterizamos la expresi6n de ambos factores en WJ-MSC. Tanto VEGF

como  AIVGP7]   son   detectados   a   nivel   del   RNAm   (Figura   16A,   168   respectivamente).

Ademas,  determinamos  que  ambos factores  son  secretados, tal  como  lo  indica  el  an5lisis

del sobrenadante mediante en ensayo Proreome Profi/er ArrcJy (Figura 16C).

Luego  realizamos tratamientos farmacol6gicos  de ganancia y p6rdida  de funci6n  de  la

via SHH y analizamos el efecto de 6stos sobre la expresi6n y secreci6n de VEGF (Figura 17) y

ANGPT1 (Figura 18).

5.3.SHH regula la expresi6n de] RNAm de I/EGf en WJ-MSC

Comenzamos  analizando  el  efecto  del  agonista  Pur sobre  VEGF.  Observamos  que  los

niveles del transcrito se mantuvieron constantes hasta las 24 horas en la condici6n control.

Sin embargo observamos que a las 48 horas los niveles aumentaron 3 veces respecto de los

niveles basales sin mediar modulaci6n de la via  (Figura 17A). Cuando la via fue estimulada,

observamos que VEGF aument6 a las 12 horas de tratamiento con el agonista. Pero, a las 48

horas,  Ios  niveles  en  respuesta  a  Pur  ya  no  fueron  distintos  al  control  (Figura  178).  En

concordancia, 5El indujo la disminuci6n del nivel de transcrito de forma significativa, por lo

cual queda establecido que  VEGF es regulado a nivel transcripcional por la sefializaci6n de

SHH  (Figura  17C).  Resulta  importante  destacar  que  el  aumento  del  transcrito  ocurre  en

paralelo  al  aumento  de  P7rHI,  indicador interno  de  la  activaci6n  de  la via  HH  en  las WJ-

MSC, por lo que no podemos asegurar que la transcripci6n de  VEGF inducida par la via sea

dnicamente mediante los factores GLl.

72



5.4.SHH  no estimula el aumento de la expresi6n de VEGF,  pero 5El si fue capaz de
disminuir su expresi6n

Finalmente quisimos determinar si los efectos observados en el transcrito se traducen

en cambios en la expresi6n y secreci6n de VEGF. Pur no estimul6 la secreci6n de VEGF a las

48 horas de tratamiento, un resultado inesperado dado a lo observado con el transcrito. Sin

embargo,  5El  sf inhibi6  Ia  secreci6n  de  la  proteina,  Io  que  nos  indica  que  la via  SHH/GLl

regula parcialmente la secreci6n de VEGF en WJ-MSC (Figura 17C).

5.5. El aumento del transcrito de I/EGF no se condice con e] aumento de la proteina eh
WJ-MSC

EI  aumento  en  los  niveles  del  transcrito  de  VEGF  se  determin6  a  las  12  horas  de

tratamiento, mientras que los ensayos de sobrenadante se realizaron a  las 48 horas. Ante

tal  situaci6n,  especulamos  que  (1)  EI  aumento  en  el  transcrito  se  tradujo  en  una  mayor

expresi6n  y secreci6n  de  la  protefna  alrededor de  las  12  horas y  decae  antes  de  las 48

horas, dando cuenta de un gen de respuesta temprana o (2) La traducci6n del transcrito es

dependiente       de       otras       instancias       regulatorias       y       no       hay       acoplamiento

transcripci6n/traducci6n.  Para  probar  la  primera  hip6tesis  realizamos  el  tratamiento  con

Pur  en  un  rango  temporal  mss  amplio  y  determinamos  los  niveles  de  la .protefna  por

Western blot y observamos que no hay variaci6n en VEGF en respuesta al tratamiento con

el  agonista,  lo  que  nos  indica  que  no  existe  un  acoplamiento  entre  la  regulaci6n  de  la

expresi6n del transcrito de  VEGF y de la  protefna y que la via s6lo regula  positivamente la

transcripci6n   (Figura   18A),   Io   que   significa   que   debe   haber  mecanismos   regulatorios

actuando a nivel del RNAm y que la vl'a contribuiria con la mantenci6n de niveles basales de

VEGF en WJ-MSC. Por otra parte, podrfa darse un efecto dosis-dependiente de SHH sobre la

expresi6n de VEGF (Johnson, N. R. y Wang, Y. 2013), por lo cual no podemos descartar que

la concentraci6n de agonista utilizada en esta tesis no estimule la expresi6n de la protefna,



adn  cuando  hayamos  demostrado  la  activaci6n  de  la  via  a  trav6s  de  P7lcHj,  Ia  cual  fue

obtenida    utilizando    10    LiM    del    agonista,    equivalente    a    0.1-0.4    Hg/ml    de    N-SHH

recombinante (Hu, 8. Y. y col. 2009; Wang, Y. y col. 2013).

5.6.SHH regu]a la expresi6n del RNAm de ArvGP7] en WJ-MSC

A  continuaci6n,  realizamos  el  analisis  de  ANGPTl  comenzando  por  los  efectos  del

agonista  sobre  el  transcrito.  Los  niveles  de  ArvGP7I  varfan  en  los  tiempos  estudiados,

aumentando  ligeramente  entre  las  12  y  24  horas  en  condici6n  control  (Figura  19A).  La

estimulaci6n de la via indujo el aumento del transcrito de AIVGPTl a las 48 horas, acorde a

la  respuesta  tardfa  de  un  gen  blanco  de  la  via  (Figura  198).  En  concordancia  al  efecto

observado con  el  agonista,  Ia  inhibici6n  de la  actividad de  la via  utilizando 5El  indujo una

disminuci6n  en  el  transcrito  de ArvGPTI  luego  de  48  horas  de  tratamiento  (Figura  19C).

Ambas observaciones indican que ArvGPTl es un blanco transcripcional de la via SHH/GLI en

WJ-MSC.

5.7. La estimulaci6n de la via estimula la expresi6n de la proteina ANGPT1

Acto seguido quisimos determinar si los efectos observados en el transcrito se traducen

en  cambios en  la secreci6n  de ANGPT1.  El agonista sf indujo la secreci6n de ANGPTl  a  las

48 horas de tratamiento, acorde al aumento del transcrito a las 48 horas. Sin embargo, 5El

no indujo una disminuci6n significativa en la secreci6n de la protefna, Io cual no se acopla a

lo observado con  el transcrito  posiblemente debido a  la  alta dispersi6n  que obtuvimos en

los resultados con 5El y al tiempo ensayado (Figura 19D).

Resumiendo,  estos  resultados  en  conjunto  nos  permiten  determinar que ANGPTl  es

blanco  de  la  via  SHH/GLl  en  WJ-MSC ya  que  6sta  modula  la  expresi6n  y  secreci6n  de  la

protefna.
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Figura 16. WJ-MSC expresan y secretan VEGF y ANGPT1, factores angiog6nicos clasicos.

WJ-MSC expresan  el  RNAm de  VEGF (A)  y ANGPT1  (8),  analizado  en  3  muestras  independientes  por
RT-PCR,  se  utiliza  GAPDH  como  control  interno  y  del  RT  (-).  (C)  Determinaci6n  de  la  secreci6n  de

ambos factores en un ensayo Proteome Pro//./erArroy representativo.
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Figura 17. VEGF es regulado par la via SHH/GLI a nivel de RNAm en WJ-MSC.

(A)  Se  grafica  la  expresi6n  relativa  de  VEGF  respecto  de  GAPDH  para  mostrar  los  niveles  en  la
condici6n control y en respuesta a Pur. Se observa un aumento en los niveles de transcrito de  VEGF
luego de 48 horas de privaci6n de suero. (8) Veces de inducci6n de VEGF respecto de GAPDH.  Luego
de  12  horas se  observ6  un  aumento significativo  de los  niveles de transcrito  de  VEGF,  pero  dicho
aumento no se mantuvo en el tiempo estudiado (n= 3, test de Student,*p < 0.05). (C) El bloqueo de
la  sefializaci6n  con  5El  disminuy6  significativamente  los  niveles  de  VEGf.  (D)  Pur  no  estimula  la
secreci6n  de  VEGF,  mientras  que  5El  la  inhibe  significativamente,  segdn  fue  determinado  en  el
sobrenadante (MC) mediante Proteome Proj}./erArray ((A) y (C), n= 3, Anova de una via, *P < 0.05).
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l=igura 18. La estimulaci6n de la via SllH/GLI no induce la expresi6n de VEGF en WJ-MSC.

(A)  Los niveles  de VEGF  no  cambian  en  respuesta  a  la  estimulaci6n  de WJ-MSC con  el  agonista  Pur
luego   de   6-48   horas   de   tratamiento,   resultado    representativo   de   4   muestras   analizadas.
Cuantificaci6n  del Western  blot, se grafican  los niveles de VEGF relativos a  P-actina,  utilizada  como
control de carga. (n= 4, Anova de una via,  *P < 0.05). (8) Cuantificaci6n (n= 4, Anova de una via, *P <
0.05).
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Figura 19. ANGPTl es regulada par la via SHH/GLl en WJ-MSC.

(A)  Se  grafica  la  expresi6n  relativa  de ArvGP71  respecto  de  GAPDH  para  mostrar  los  niveles  en  la
condici6n  control  y  en  respuesta  a  Pur.  Se  observa  una  variaci6n  en  los  niveles  de  transcrito  de
AWGprl  durante  los tiempos  estudiados.  (8) Veces  de  inducci6n  de ArvGP7I  respecto  de  GAPDH.
Luego de 48 horas se observ6 un aumento significativo de los niveles del transcrito. (C) EI bloqueo de
la  sefializaci6n  con  5El  disminuy6  significativamente  los  niveles  de AIVGPTI  Iuego  de 48  horas  de
tratamiento (n= 3, test de Student,*p < 0.05). (D) Pur estimula la secreci6n de ANGPT1, mientras que
5El  no  la  inhibe  significativamente,  segt]n  fue  determinado  en  el  sobrenadante  (MC)  mediante
Proteomg Pro//./erArroy ((A) y (C)n= 3, Anova de una via, *P < 0.05).
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Estas  evidencias  confirman  la  modulaci6n  que  ejerce  la  via  sobre  las  propiedades

angiog6nicas de  las WJ-MSC,  especificamente actuando sobre ANGPT1. Asf,  los resultados

obtenidos con  (MC+Pur) en el ensayo de formaci6n de ttlbulos podrl'an explicarse en parte

por la secreci6n aumentada de ANGPTl y los obtenidos en (MC+5E1), por la disminuci6n de

VEGF.  Sin  embargo,  no  podemos  descartar  que  la  via  regule  la  expresi6n  y secreci6n  de

otros  factores  relacionados  con  la  angiog6nesis  que  den  cuenta  del  poder  inductor  del

proceso  que observamos en  los sobrenadantes generados en  presencia  de Pur y 5E1.  Par

ello,   determinamos   los  niveles  secretados  de  otros  factores  con   efecto   pro-  a  anti-

angiog6nico en  respuesta  a  la  estimulaci6n e inhibici6n  de  la via y seleccionamos aquellos

modulados por los tratamientos.

5.8.La  estimulaci6n  de  la  via  SHH/GLI   induce  la  secreci6n  de  mtiltiples  agentes
angiog6nicos

La  estimulaci6n de  la via  promovi6 Ia secreci6n de: Angiogenina,  MMP-9, UPA, Activina

A,  GM-CSF,  PDGF AA/BB, factores  promotores de  la  angiog€nesis,  mientras  que  inhibi6  la

secreci6n  de Serpina  E1,  regulador negativo  de  UPA. A su vez, 5El  inhibi6  la secreci6n  de

MMP-9,  GM-CSF  y  HGF  (Figura  20).   Resultados  que  en  su  globalidad  muestran  que  la

estimulaci6n de la via induce la secreci6n de factores pro-angiog6nicos que dan cuenta de

la respuesta de las c6lulas endoteliales en el ensayo /.n v/.two y que la sefializaci6n basal de la

via en WJ-MSC permite [a expresi6n de ellos.

El  analisis  de  estos  factores  angiog6nicos  nos  indica  que  la  funci6n  de  la  vi'a  SHH/GLI

sobre  el  potencial  angiog6nico  de  las  WJ-MSC  es  mss  amplio  del  inicialmente  planteado

respecto de VEGF y ANGPT1. SHH jugarfa un rol importante en modulaci6n de la expresi6n

y/o secreci6n de dichos factores de parte de las WJ-MSC, lo que sugiere que la via serfa un

componente del nicho vascular /.n v/.vo, regulando el proceso angiog6nico.
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Figura 20. La estimu]aci6n de la via SHH/GLl tiene un efecto global sabre ]a secreci6n de factores
angiog€nicos.

Se estudi6 el sobrenadante (MC) generado luego de 48 horas de tratamiento con el agonista Pur a el
anticuerpo  bloqueante  de  SHH  5El  mediante  el  ensayo  Proteome profl/er orroy.  Se  determin6  el
efecto  de  la  modulaci6n  de  la  via  sobre  la  secreci6n  de  (A)  Angiogenina  (8)  MMP-9  (C)  UPA  (D)
Serpina  E1 (E) Activina A (F)  GM-CSF |G)  PDGF AB/BB (H)  HGF.  MC generados a partir de al  menos 4
muestras distintas (n= 3, Anova de una via, *P < 0.05).
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6.    La via SHH/GLI regula el potencial angiog€nico de WJ-MSC /.n vi.vo

La confirmaci6n de que las propiedades angiog6nicas de las WJ-MSC son observables /.n

v/.vo  se  realiz6  mediante  el  ensayo  de  angiog6nesis  en  la  membrana  corioalantofdea  del

embri6n  de  pollo  o  ensayo  CAM.  Este  ensayo  es  uno  de  los  mss  ampliamente  utilizados

para la evaluaci6n de la activividad angiog6nica /.n v/.vo (Ribatti, D. y col. 2006;  Deryugina, E.

I. y Quigley, J.  P.  2008).  Para  ello,  los estimulos se  ubicaron  sabre  la  CAM  y se observ6  la

remodelaci6n  de   la  red  vascular  del  anexo  extraembrionario,  utilizando  como  control

positivo FGF2 recombinante y DMEM como control negativo.

La  respuesta  observada  para  FGF2  estuvo  de acuerdo  a  lo  esperado, ya  que  indujo  la

remodelaci6n de la red vascular, donde los vasos preexistentes y aquellos generados por el

efecto de FGF2 se tornaron hacia el estimulo. Luego de 4 dias de tratamiento ya podemos

ver que los vasos se orientan en un patr6n del tipo ``rayos de bicicleta" como se ha descrito

en  una  respuesta angiogenica  robusta,  lo cual  puede distinguirse en el acercamiento de la

imagen  (Figura  21A,  A',  F).  Hacemos  notar  que  observamos  la  generaci6n  de  un  tejido

blanquecino  en  la  zona  del  estfmulo  que  s6Io  hemos detectado  cuando  hemos  estudiado

controles positivos coma FGF2 a VEGF (no mostrado).

Por el contrario, Ia presencia de DMEM sobre la CAM, vehfculo del sobrenadante de las

WJ-MSC,  no modul6  la  red y lo que observamos son aquellos vasos que cruzan el  area de

estfmulo sin verse afectados en su trayectoria por 6ste (Figura 218,  8',  F).  EI resultado esta

en concordancia con lo observado previamente, ya que DMEM carece de componentes que

estimulen el proceso angiog6nico, como fue indicado en el ensayo de formaci6n de tdbulos

(Figura 16).

El  sobrenadante  (MC)  indujo  una  respuesta  angiog6nica  positiva,  significativamente

mayor  a  su  control  (DMEM).  Observamos  la  generaci6n  de  nuevos  vasos  de  pequefio
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calibre  que se tornan  hacia  el  estimulo y vasos de  mayor calibre  que se orientan  hacia  el

mismo  (Figura  21C,  C',  F),  indicativo  que  las  WJ-MSC secretan  factores  angiogenicos  que

actdan sobre la red vascular /.n v/.vo, modulando el proceso de forma positiva. El ensayo de

formaci6n  de  ttlbulos  (Figura  16)  nos  indica  que  dichos  factores  podrfan  estar  actuando

sobre  las  c6lulas  encoteliales  de  la  CAM,  sin  embargo,  no  podemos  descartar  que  los

factores   secretados   acttien   sobre   otras   poblaciones   celulares   presentes,   tales   como

fibroblastos, c€Iulas musculares, c6Iulas murales, otras MSC, etc.

El   sobrenadante   generado   en   presencia   de   Pur   (MC+Pur)   indujo   una   respuesta

angiog6nica  robusta, ya  que observamos  la  remodelaci6n de la  red vascular, el  ingreso  de

vasos  hacia  el  estfmulo  y  la  formaci6n  de  vasos  de  pequefio  calibre.  Esta  respuesta  fue

significativamente mayor a lo observado con DMEM, sin embargo no lo fue comparado con

MC  (Figura  21D,  D',  F)  al  contrario  de  lo  observado  en  el  ensayo  /.n  v/.fro  (Figura  22).  Sin

embargo,  Ia  respuesta  angiog€nica  de  (MC+Pur)  no  fue  significativamente  distinta  a  la

respuesta inducida por FGF2, indicativo de la alta capacidad inductiva de este sobrenadante

Per Se.

El   sobrenadante   generado   en   presencia   de   5E1   (MC+5E1)   induj.o   una   respuesta

angiog6nica  positiva en  la  red vascular,  de similar magnitud  a  la  observado en  MC (Figura

21E,  E',  F).  Este  resultado  no  concuerda  con  lo  observado  en  el  ensayo  de  formaci6n  de

ttibulos  (Figura  21), en  donde  (MC+5E1)  si demostr6  poseer menor potencial  angiog6nico

que  el  control.  Cabe  destacar  que  obtuvimos  una  alta  dispersi6n  con  los  sobrenadantes

generados en presencia de este agente bloqueante.
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Figura 21, Las WJ-MSC inducen el proceso angiog6nico /.n vi.vo.

(A-E)    lmagenes    representativas    que    muestran    la    CAM    al    momento    del    estimulo    (Dfa    0)
correspondiente al dla  embrionario 8 (E8),  la lfnea  punteada indica  la zona del  estfmulo (A'-E')  Luego

de 4 dias (E12), se han generado nuevos vasos sanguineos  hacia el  estfmulo y otros ya formados, se
tornan  hacia  este  indicativo  de  la  respuesta  angiogenica.  (F)  Se  determin6  un  puntaje  inicial  (E8)  y
uno  final  (E12)  y  la  diferencia  fue  graficada  como  el  efecto  angiog6nico  total  de  cada  estfmulo.  Se
utilizaron  los sobrenadantes (MC) de al  menos 3 donantes distintos por cada condici6n  (n= 3, Anova
de una via,  *P < 0,05).
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Los   datos   obtenidos   nos   permiten   afirmar   que   las   WJ-MSC   poseen   propiedades

angiog€nicas  ya  que  secretan  factores  que  modulan  la  red  vascular  a  nivel  de  la  c6Iulas

endoteliales (Figuras 12) y posiblemente, sabre otras poblaciones celulares (Figura 21). Asf,

Ias   WJ-MSC  formarfan   parte   del   nicho   vascular   como   componente   fundamental   del

estroma,  actuando  como  una  poblaci6n  celular  de  soporte  de  los  vasos  y tambi6n  del

estroma per se. La via de SHH/GLI sefializa activamente en las WJ-MSC de forma autocrina

y/o   paracrina   y   regula   positivamente   la   expresi6n  y  secreci6n   de   mtiltiples  factores

relacionados con  la angiog6nesis, sobrevida y migraci6n celular, lo que confirma que la via

juega  un papel  preponderante en el  nicho mesenquimatico, en el estroma vascular y en el

proceso de angiogenesis.
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DISCUS16N

El   establecimiento   de   la   red  vascular  a  trav6s  de  la   angiog6nesis,   es  un   proceso

fundamental durante la morfog6nesis en vertebrados ya que permite el flujo de sangre y, a

trav6s   de  ella,   el  transporte  de   nutrientes,  gases,   componentes  del  sistema   inmune,

desechos,  entre  otros,  par todo  el  organismo.  Aparte  del  papel  decisivo  de  factores  de

crecimiento   en   procesos   de   proliferaci6n,   diferenciaci6n   y   morfog6nesis   durante   el

desarrollo, algunos de 6stos han sido recientemente indicados como factores angiog6nicos.

En  este  contexto  diversos  estudios  han  determinado  un  rol  angiog6nico  para  SHH.  Sin

embargo, los datos existentes son controversiales en cuanto a establecer una acci6n directa

y/o  indirecta  para  este  morf6geno.  Los  resultados  presentados  en  esta  tesis  pretenden

hacer un aporte respecto del nivel de regulaci6n que ejerce la via SHH/GLI sobre el proceso

angiog6nico,  actuando  especificamente  en  el  nicho vascular.  Para  abordar  esta  pregunta

escogimos como  modelo  de estudio el  cord6n  umbilical, ya  que en este encontramos  los

dos   componentes   celulares  fundamentales   en   esta   conversaci6n:   las   WJ-MSC,   como

estroma y HUVEC, como c6lulas endoteliales.

Los  trabajos  de  Pepilleci  y  Rowitch   establecieron   las  primeras  evidencias  sobre  la

funci6n de la via SHH/GLI en el desarrollo vascular. El estudio de mutantes en componentes

de  la via  indicaron  que  la p6rdida  de funci6n  de ella interrumpe  la  correcta  conformaci6n

de redes vasculares (Pepicelli, C. V. y col. 1998), mientras que la ganancia de funci6n genera
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una  red  vascular  hiper-desarrollada  y  aberrante  (Rowitch,  D.  H.  y  col.  1999).  De  ahf  en

adelante el estudio se ha desarrollado ampliamente, incluyendo a la via SHH/GLl como un

actor fundamental durante la formaci6n del sistema vascular y en la angiog6nesis.

La angiog6nesis es fundamental en los procesos fisiol6gicos del adulto, requiriendo una

acci6n  coordinada  de  una  variedad  de  factores  de  crecimiento,  mol6culas  de  adhesi6n,

matriz   extracelular,   c6lulas   endoteliales  y   el   estroma.   SHH   frecuentemente   induce   la

expresi6n de mol6culas secretadas adicionales, creando asi redes de sefializaci6n rio debajo

de la propia sefializaci6n de SHH. En esta tesis se abord6 una de las funciones que ejerce la

sefializaci6n de la via en el  proceso de angiog6nesis, la cual es c6mo la via SHH/GLI  modula

la  expresi6n y secreci6n  de factores angiog6nicos en el estroma vascular,  los que a su vez

actuarfan   sabre   los  vasos  sanguineos,   especificamente  sabre   las  c6Iulas   endoteliales,

mediante sefializaci6n paracrina.

1.    Relevancia de [a sefializaci6n de SHH en el estroma vascular y tumoral

Las observaciones generadas en esta tesis doctoral hacen un aporte en el estudio de la

angiog6nesis no patol6gica, un area poco estudiada en cuanto a la participaci6n de la via de

SHH.  Respecto de  las WJ-MSC, 6stas conforman una  poblaci6n celular en  la que a  la fecha

no  se  habfa  descrito  que  ocurre  sefializaci6n  autocrina  de  SHH,  asimismo,  son  pocos  los

reportes acerca de la expresi6n y actividad de SHH en MSC. Nosotros demostramos que las

WJ-MSC no s6Io expresan el ligando, sino que tambi6n lo secretan, demostrando que estas

celulas son una fuente biol6gica de SHH. Nuestros datos se ven apoyados por otros autores

(Li,   F.  y  col.   2010)  que  plantean  que  la  via  SHH  se  mantiene  activa  en   un  escenario

fisiol6gico post-natal en el nicho vascular.

Nuestros resultados hacen un importante aporte dado que sabemos que la via SHH esta

activa  o desregulada  en  la  isquemia y cancer,  respectivamente (Pola,  R. y col. 2001; Chen,
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W. y col. 2011) y ha sido pobremente estudiada en modelos no patol6gicos.   En el contexto

del  cancer,  siempre  ha  existido  la  pregunta  acerca  de  cu5l  es  el  origen  del  ligando  que

mantiene y  potencia  el  crecimiento tumoral.  Algunos autores Green  que el  estroma  es  un

mero  espectador siendo  el  tumor el  que  secreta  el  ligando,  el  cual  acttla  en  el  estroma

promoviendo  la  expresi6n  de  factores  que  promoveran  la  mantenci6n  del  crecimiento

tumoral y su vascularizaci6n, tales como VEGF y MMP-9, entre muchos otros (Cao, X. y col.

2012). Asimismo, existen otros modelos en que el mismo estroma secreta SHH y de forma

autocrina/paracrina  es  capaz  de  inducir  la  expresi6n  de  dichos  factores  promoviendo  el

mismo efecto potenciador del cancer, como ocurre en algunos tipos de leucemias, mieloma

mdltiple y en la leucemia linfoblastica aguda (Dierks, C. y col. 2007; Hegde, G. V. y col. 2008;

Lindemann,   R.   K.   2008),   cancer   al   pulm6n   (Bermudez,   0.   y   col.   2013)   y   carcinoma

colangiocelular, que afecta a los conductos hepatobiliares (EI Khatib, M. y col. 2013).

Estos planteamientos cobran  relevancia cuando analizamos nuestros datos.  El estroma

es un componente muchas veces considerado como poco definido debido a su complejidad

estructural y celular, pero no debemos dejar de considerarlo ya que al parecer muchos de

los  procesos que estamos estudiando, tanto en angiogenesis en el contexto homeostatico

como en cancer, est5n ocurriendo precisamente en este tej.ido.

2.    SHH, un factor de nicho en el estroma

En  esta  tesis  doctoral  demostramos  la  sefializaci6n  autocrina  comandada  por las  WJ-

MSC.  Sin  embargo,  Ia  sefializaci6n  de  SHH  se  ha  estudiado  mayormente  en  su  papel  de

morf6geno  en  que  la  comunicaci6n  entre  la  fuente  del  ligando  y  la  c6lula  receptora  es

paracrina  o juxtacrina,  como  ocurre  durante  en  el  desarrollo  de  estructuras  dorsales  del

cerebro  en  mamiferos  (Ruiz  i Altaba, A.  y col.  2002),  en  la  estructuraci6n  del  tubo  neural

(po££em/.ng) y en la formaci6n de los miembros (Ingham, P. W. y MCMahon, A. P. 2001; 'Hui,
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C. C. y Angers, S. 2011).  En comparaci6n, se han descrito menos sistemas celulares en que

la  sefializaci6n  de  esta via  ocurre  de forma  autocrina,  los que  incluyen  las  HPLSC  (humcm

periodontal ligament stem cell) `Martlinez, C. v col. 2011), NSC (neural stem celr| (Mardinez,

C.  y  col.  2013),  DC  (thym/.c  dendr/I/.c  ce//5)  (Varas,  A.  y  col.  2008)  y  en  c6iulas  murales

vasculares  componentes  del  estroma  (pericitos y  c6lulas  musculares  lisas)  (Yao,  Q.  y  col.

2014),  lo  que  ha  llevado  a  plantear  la  hip6tesis  de  que  SHH  serfa  un  factor  de  nicho

fundamental  para  la  mantenci6n  y  proliferaci6n  de  c6Iulas  troncales  y  progenitoras,  y

respecto de las WJ-MSC, serfa un factor del nicho vascular.

En esta  lfnea, se describi6 recientemente que SHH participa en el  reclutamiento de las

c6Iulas murales hacia vasos en proceso de maduraci6n, las que son atraidas por quimiotaxis

por el  PDGF-BB secretado par el endotelio. El avance celular es potenciado por SHH que es

secretado por las c6lulas murales al cual responden de forma autocrina, activando la via de

P13Ky  y  la  fosforilaci6n  de  AKT y  ERK-1/2.  De  igual  forma  no  se  descarta  que  el  Iigando

pueda  provenir de otras fuentes celulares y que favorezcan  la sefializaci6n  paracrina  (Yao,

Q. y col.  2014). Ademas,  SHH  regula  la  proliferaci6n  de  estas c6lulas  (Li,  F. y col.  2010),  Io

que  remarca  la  relevancia de  la via y la seFializaci6n  autocrina en el  nicho vascular en  una

etapa post-natal.

La  regulaci6n  transcripcional  de  P7lc"  es  indicativa  de  la  actividad  de  la  via  en  WJ-

MSC,  algo  que  a  la  fecha  no  se  ha  descrito  para  otras  poblaciones  de  MSC.  Asimismo,

observamos la regulaci6n de G£/I, cuyo aumento se considera como indicativo s/.ne qua nan

de que la via esta activa ya que la protefna representa al principal activador transcripcional

de    la    via.    Estas    evidencias    indican    que    la    estimulaci6n    de    la    via    genera    una

retroalimentaci6n que la regula de forma  positiva /G£/1) o negativa (PTCHj), sugiriendo un

fino   control   de   la   sefializaci6n.   La   regulaci6n   de   GLll   trae   consigo   ademas   otras
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conclusiones,  ya   que   recientemente   se   ha   indicado   inclusive   que   este  factor  podrfa

considerarse  un  marcador de  las  MSC perivasculares,  como fue  descrito  para  las  MSC del

nicho neurovascular del diente, en ratones (Zhao, H. y col. 2014).

3.    La  via  SHH  modula  e]  perfil  de  expresi6n  de  ]os  factores  angiog€nicos  VEGF y
ANGPT1

3.1. SHH y la regulaci6n de VEGF

EI establecimiento de una sefializaci6n de la via SHH/GLl en el nicho de las WJ-MSC nos

llev6  a  analizar la  regulaci6n  que esta via  ejercerfa sobre  las propiedades angiog6nicas de

las WJ-MSC. En esta tesis analizamos en detalle los efectos de la modulaci6n de la via sobre

la expresi6n de 2 factores angiog6nicos clasicos: VEGF y ANGPT1.

VEGF es  un factor relacionado clasicamente con  la via SHH/GLl,  pero  hay controversia

en la literatura acerca de si la regulaci6n es mediada directamente por los factores GLl.

Estudiamos los niveles de VEGF, e interesantemente, a las 48 horas de observaci6n, los

niveles fueron altos en la condici6n control, por lo cual existirian mtiltiples mecanismos que

regulan la expresi6n de VEGF, incluyendo a la privaci6n de suero, inductora de la expresi6n

de factores angiog6nicos (Oskowitz, A. y col. 2011), y fue el marco experimental utilizado en

esa tesis.

EI aumento del transcrito VEGF en respuesta a la actividad de la via SHH, respecto de la

activaci6n transcripcional del gen reportero P7lctJI, ocurre de forma  paralela  en el tiempo

pero no se mantiene, esto, al ensayar en una ventana temporal similar a la descrita por Pola

y col. en su trabajo original del 2001. Este grupo observ6 un patr6n de expresi6n temporal

similar,    en    que    Vegf   se   expresa    de   forma   temprana    o    paralela    a    Pfchl.    Esta

contemporaneidad  indicaria  la  regulaci6n  equivalente  de  ambos  genes,  como  genes  de

respuesta  temprana  en  que  GL12  acttia  como  el  activador transcripcional  de  la  via.  Para
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P7lcfJJ  existirfa  una  retroalimentaci6n  positiva  a  trav6s  de  la  expresi6n  y  a.ctivaci6n  por

GLI1,  mientras que este reforzamiento de la transcripci6n  por GLIl no ocurriria para  VFGF.

Asimismo, se han  descrito otros factores  rfo  debaj.o de SHH  que controlan  la expresi6n de

VEGF, como ocurre con COUPTF-lI, como aclararemos a continuaci6n.

Si VEGF es un gen regulado par la via can6nica debi6semos encontrar sitios de uni6n de

los   factores   GLl   (GBS)   en   las   regiones   regulatorias.   En   los   primeros   trabajos   no   se

encontraron GBS en las regiones regulatorias de VEGF, pero la btisqueda se h.izo utilizando

las  secuencias  GBS  can6nicas.  Actualmente  se  sabe  que  los  GBS  pueden  diferir  de  las

secuencias  consenso  cl5sicamente  descritas  en  algunas  posiciones  (Winkimayr,  M.  y  col.

2010) y eso fue lo que determinamos en nuestra btisqueda (datos no mostrados).  Nuestro

ana[isis arroj6 la presencia de 8 GBS putativos no consenso: 2 en el intr6n 1 y 6 en la regi6n

promotora. Por supuesto que la sola existencia de dichas secuencias no implica seFializaci6n

can6nica y la uni6n de GLl. Si €ste no fuere el caso, VEGF podria ser regulado por la via pero

de forma independiente de GLI, como la que se describi6 para COUPTF-Il (Krishnan, V. y col.

1997;  Krishnan,  V.  y  col.  1997).  0  bien,  Ios  sitios  de  uni6n  a  GLI  se  hacen  disponibles  en

ciertas  circuntancias especificas y dichos  sitios,  por alejarse  del  consenso  presentan  poca

afinidad  por  GLll  y  por  ello  tGLl1,  Ia  forma  truncada  cancerfgena,  si  puede  unirse  a  las

regiones regulatorias y activar la transcripci6n. Sin embargo, tGLll s6lo  ha sido descrito en

cancer  y  no  en  tejidos  sanos,  quedando  por  definir  si  tGLll  puede  jugar  un  papel  en

homeostasis.

Nosotros  no  observamos  un  acoplamiento  entre  el  aumento  en  el  transcrito  y  la

expresi6n de la protefna, por lo cual la pregunte que nos hicimos fue: £por qu6 ocurre este

fen6meno?
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La  regulaci6n de VEGF es complej.a, tanto a nivel transcripcional como traduccional. En

primer  lugar,   VEGF  es  un  gen  que  es  regulado  por  mdltiples  vias  y  en  sus  regiones

regulatorias hay sitios de uni6n a varios factores de transcripci6n  (Ortega, N. y col. 1999). A

nivel  de  mensajero,  su  estabilidad  depende  de  varios  factores  celulares,  tales  como  la

hipoxia  y  ademas,   posee  2   secuencias   lRES  que   permiten   la  traducci6n   de  VEGF  sin

necesidad de mecanismos CAP-dependientes (Arcondeguy, T. y col. 2013). Se .ha reportado

que  los  niveles  de  proteina   pueden  aumentar  sin  que  esto  vaya  acompafiado  de  un

aumento en el  RNAm, en condiciones de hiperoxia  (Ekekezie,11 y col. 2003) o hiperglicemia

(Day, R. T. y col. 2010), Io que destaca que la regulaci6n de la expresi6n de VEGF no s6lo es

complej.a  a  nivel transcripcional  sino  que tambi6n  traduccional y  la  estabilidad  del  RNAm

parece  ser  relevante.  La  regulaci6n  del  RNAm  tambi6n  ocurre  a  trav6s  de  microRNAs.

miRNA 16-1 inhibe la expresi6n de la proteina de VEGF en una lfnea de carcinoma humano

(Karaa, Z. S. y col. 2009) y mirRNA15-a  inhibe la expresi6n tanto de VEGF y FGF2 en celulas

endoteliales  (Yin,  K. J. y col.  2012),  por lo  cual  no  podemos descartar que el  aumento  del

transcrito  de  VEGF  est6  regulado  por  estos  miRNAs  y  que  por  dicha  raz6n  no  veamos

aparejado  un  aumento  de  la  proteina.  Lo  contrario ocurre .con  la  baja  en  la  expresi6n  de

VEGF, donde vemos una correlaci6n entre la disminuci6n en la expresi6n del RNAm y en la

expresi6n de la protefna, que disminuye su secreci6n.

Nuestras  observaciones  indicarfan  que  la via SHH  contribuirfa  a  los  niveles  basales  de

VEGF en WJ-MSC, de ahf que no haya  un aumento de VEGF en respuesta a  la estimulaci6n

de  la  via  pero  si  una  disminuci6n  de VEGF  en  respuesta  a  la  inhibici6n  de  la  via.  Lo  que

refuerza  el  concepto  de  la  compleja  regulaci6n  de este factor y se ve apoyado con  datos

que demuestran que SHH estimula la expresi6n de VEGF en condiciones patol6gicas, como

cancer (Chen, W. y col. 2011; Cao, X. y col. 2012)   e isquemia  (He, Q. W. y col. 2013;  Li, Y. y

col. 2013), pero no la estimula en modelos no inmortalizados como las WJ-MSC.
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Los rangos temporales indicarfan que VEGF es un gen regulado por SHH/GLI cuando se

inhibe su expresi6n. Entonces la represi6n de la expresi6n podrfa estar dada por la uni6n de

GL13R  (represor)  a  los  GBS  descritos  por nosotros  mientras  que  la  activaci6n  podria  estar

dada por GL12 o COUPTF-II, coma ocurre en la activaci6n que ejerce SHH sobre la expresi6n

de  dicho factor en  astrocitos,  donde se  demuestra  que  la  expresi6n  de Vegf depende de

Couptf-ii y no de Glil rfo abajo de Shh (Li, Y. y col. 2013). Para comprobar o descartar esta

hip6tesis,  hubiese  sido  necesario  utilizar  RNAi  para  G[/I  o  G£/3  y  COUP7f-//  en  WJ-MSC

tratadas con farmacol6gicamente,  Io que hubiese  podido  indicar de qu6 factor depende  la

modulaci6n de VEGF por SHH.

3.2.SHH y la regulaci6n de ANGPT1

Por su  parte,  la  regulaci6n  de ANGPTl  corresponde a  la  de un gen  regulado par la via

SHH  can6nica  a trav6s de efectores GLl. Tanto  la  estimulaci6n como  la  inhibici6n de la via

terminan con el aumento y la disminuci6n del transcrito luego de 48 horas de tratamiento,

respectivamente. Asimismo,  la  protefna  si aumenta  en  respuesta  a  la via y se secreta  en

mayor magnitud que el control. Sin embargo, no observamos una respuesta robusta en la

inhibici6n   en   la   expresi6n   de   la   protefna,   posiblemente   debido   a   la   alta   dispersi6n

obtuvimos con el inhibidor utilizado.

ANGPTl tampoco ha sido ampliamente estudiado como blanco de la via, se ha asumido

como blanco de GLl por las antecedentes ya descritos, tanto en condiciones normales (Pola,

R.  y  col.  2001;   Lee,  S.  W.  y  col.  2007;   Fujii,  T.  y  Kuwano,   H.  2010)  coma  patol6gicas

(Nakamura,  K.  y col.  2010).  Nuestro  analisis  /n s/.//.co  muestra  la  existencia  de  13  sitios  de

uni6n a GLl de las cuales 3 de ellas son secuencias consenso (datos no mostrados). Aunque

esta informaci6n no asegura que ANGPTl es un blanco de los factores GLl, los antecedentes

de la literatura mss nuestros resultados indican que ANGPTl es un blanco directo de la via



SHH/GLl.   Sera   necesario   realizar   el   analisis   bioquimico   y   molecular   para   indicar   la

dependencia  de GLl.  Pero similar a  lo que ocurre con VEGF,  no podemos descartar que  la

modulaci6n  de  este  factor  en  respuesta  a  SHH  sea  tambi6n  dependiente  de  COUPTF-lI,

como fue descrito en astrocitos (Li, Y. y col. 2013).

4.    La via de SHH/GLl regula las propiedades angiogenicas de las wJ-MSC

La  estimulaci6n  que  ejerce  la via  sobre ANGPTl  da  cuenta,  en  parte,  que el  potencial

angiog6nico de las WJ-MSC es regulado por SHH, pero dado que €ste es un factor de nicho,

no  es  raro  que  la  via  regule  la  expresi6n  de  otras  vfas  relacionadas  con  la  homeostasis

tisular, lo cual queda demostrado en los ensayos de angiog6nesis /.n v/.fro.

El sobrenadante generado en condiciones de activaci6n de la via induce un aumento en

la  capacidad  angiog6nica  de  6ste,  explicado  por  el  aumento  en  la  expresi6n  de  factores

relacionados   con   el   proceso.   Dichos   factores   actt]an   sobre   las   c6Iulas   endoteliales

estimulando  las propiedades de migraci6n e  interacci6n  c6Iula-c6lula,  lo cual es  novedoso

ya que esta propiedad s6Io habfa sido mostrada para lineas tumorales que, estimuladas con

SHH,   son   capaces  de  secretar  factores   que   promueven   la   angiog6nesis  tumoral  y  la

migraci6n   de   c6lulas   endoteliales   y   cancerigenas   (Teglund,   S.   y   Toftgard,   R.   2010;

Nakamura,   K.  y  col.  2010;   Cao,  X.  y  col.  2012).   Lo  cual  esta  en  concordancia  con  los

sobrenadantes  generados  en  condiciones  de  p€rdida  de  funci6n,  ya  que  esta  inhibici6n

disminuy6 significativamente la acci6n pro-angiog6nica del medio, reafirmando el concepto

que la via regula la capacidad angiog6nica de las WJ-MSC.

Dentro de los factores estimulados por la via SHH nos parece importante destacar:

Angiogenina,  es  una  ribonucleasa  que  promueve  la  angiog6nesis  actuando  sobre  las

c6Iulas    endoteliales,    promoviendo    migraci6n    celular,    proliferaci6n    y   formaci6n    de
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estructuras tubulares (Gao, X. y Xu, Z. 2008) y a la fecha no se ha reportado como regulada

por  SHH.  AI  igual  que  Activina  A,  otro  blanco  identificado  en  esta  tesis,  juega  un  papel

positivo  o  negativo  en  la  angiog€nesis,  segtln  sea  una  condici6n  normal  o  patol6gica.

Ademas  se  ha  reportado  que  la  via  de  la  Activina  A  participa  de  la  regulaci6n  del  ciclo

celular de  las  MSC derivadas de tejido adiposo  (Plaisant,  M. y col. 2011),  lo  cual  a  la fecha

sin embargo no ha sido determinado para las aisladas desde la gelatina de Wharton, lo que

podria significar otro nivel de regulaci6n de la via SHH en  MSC a trav6s del control del ciclo

celular.

Por otra parte, MMP-9 (Mcrrrt.x Mercr//apap£/.dose 9), si ha sido descrita como blanco de

SHH,  pero s6Io en condiciones patol6gicas (Bailey, J.  M. y col. 2009; Yoo, Y. A. y col. 2011).

Esta enzima metalopeptidasa que degrada varias proteinas de la membrana basal (Egeblad,

M. y Werb, Z. 2002), de acuerdo a nuestros resultados, tambi6n promoverfa la angiog6nesis

en condiciones no patol6gicas al ser blanco de la via en WJ-MSC.

UPA  (urok/.mse P/osm/.nogen Act/.voror),  es  una  proteasa  cuyo  principal  sustrato  es  el

plasmin6geno, forma inactiva de la plasmina.  Nuestros resultados indican que la via podria

regular   la   actividad   de   plasmina   a   trav€s   de   UPA   y   Serpina   E1.   La   plasmina   actda

favoreciendo  la  angiog6nesis  directamente  al  participar  en  la  degradaci6n  de  la  matriz

extracelular.  Sobre  la   regulaci6n  de   plasmina   por  la  via   de  SHH  s6lo  se  sabe  que  la

estimulaci6n de c6lulas endoteliales cerebrales murinas (BMEC, mouse brcr/.n endofe//.a/ ce/n

induce  el  aumento  en  la  expresi6n y secreci6n  de tpA (£i.ssue p/cJsm/.nogen  c]c£/.vcJfor)  otro

activador del  plasmin6geno,  de similar actividad  de  UPA, y en  concordancia,  disminuye  la

expresi6n y actividad de PAl-1 (p/cJsm/.nogen cJcfivator /.nh/.b/.tor), sin modificar la expresi6n y

actividad  de  UPA  (Teng,  H.  y  col.  2012).  Estos  resultados  no  s6lo  sugieren  que  la  via  SHH

regula  la activaci6n del  plasmin6geno y los eventos que se desencadenan  rfo debajo de la



generaci6n  de plasmina, sino que tambi€n muestra  que segtln el contexto celular la via se

vale de distintos activadores/inhibidores para realizar esta regulaci6n.

GM-CSF    (granulocyte-macrophage    colony-stimulating    facton    es    rna    cttoqulina

importante en el  linaje hematopoy6tico y tambi6n es un  modu[ador de la inmunidad.  Pero

ademas  puede  participar del  proceso angiog6nico  induciendo  la formaci6n  de estructuras

tubulares  en  c€lulas  endoteliales  mediante  la  sefializaci6n  de  P13K  (Dhar-Mascareno,  M.  y

col.  2005).  Nuestros  resultados indican  que  es  un gen  regulado  por la via SHH/GLl ya  que

tanto la estimulaci6n como la inhibici6n de la via regulan  la secreci6n de esta citoquina, Io

que nos hace reconocerlo como un nuevo factor regulado por la via no descrito hasta esta

tesis doctoral.

PDGF-AB/BB  es  un  factor  angiog6nico  que  es  estimulado  par  la  via  y  promueve  la

proliferaci6n   de   celulas  endoteliales,   promoviendo   la   angiog6nesis  pero  el   papel   mss

destacado  que  posee  en  el  proceso,  es  permitir  la  atracci6n  de  c6lulas  murales  para  dar

estabilidad  a vasos  recientemente generados.  Los  reportes  indican  que  hay una  estrecha

interacci6n  entre  la  sefializaci6n  de  los  factores  PDGF  y  la  de  SHH  en  la  maduraci6n  de

vasos  sangufneos,  ya  que  SHH  participa  en  la  migraci6n  de  c6lulas  murales  inducida  por

PDGF-BB  al  aumentar  la  motilidad  de  ellas,  mientras  que  PDGF-BB  determina  la  direcci6n

del   movimiento.  Asimismo,  PDGF-BB  puede  inducir  la  expresi6n  de  SHH  en  las  c6lulas

murales (Yao, Q. y col. 2014).

HGF   (HepcJtocyfe   Growth   Fc7cfor/   estimula   la   proliferaci6n  y   migraci6n   de   c6lulas

endoteliales, y 5El  disminuye  sus  niveles,  por  lo tanto,  la via  SHH/Gli  puede  estimular  la

angiog€nesis activando algunas vias especificas, pero no todas. Este factor ha sido descrito

como posible blanco de la via en cancer, en donde el SHH secretado por el tumor estimula

la  expresi6n  de  HGF  tiunto  a  otros  factores)  en  las  c6lulas  estromales  perivasculares,  a
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diferencia  de  nuestros  resultados  en  que  la  estimulaci6n  no  gener6  un  aumento.  Sin

embargo,  la  inhibici6n  de  la via si promovi6  la disminuci6n  de la secreci6n,  indicando que

este factor podrfa ser un factor preponderante en  la angiog6nesis  inducida  por SHH  en  el

contexto tumoral (Chen, W. y col. 2011).

Estos  resultados en  su  globalidad  mos  indican  que SHH  es  un factor de  nicho,  ya  que

estarfa  modulando  la secreci6n  de factores variados,  promoviendo  la angiog6nesis y otros

procesos  relacionados con  reparaci6n tisular a trav6s de  la  activaci6n  de  distintas vfas de

sefializaci6n rfo debajo de SHH.

5.    Interacci6n entre SHH y FGF2

Las  vfas  de  SHH  y  FGF2  parecen  encontrarse y cruzarse  en  algunos  eventos  celulares

relacionados  con  la  angiog6nesis.  Pola  y col.  demostraron  que  la  activaci6n  de  la via y el

aumento en la expresi6n de Pfchl ocurri6 en paralelo con la baja en la expresi6n de Fg/2 en

fibroblastos  (Pola,  R. y col.  2001).  Por otra  parte,  el  aumento  en  la  expresi6n  de ArvGprl

inducida  por SHH  en  celulas  MRC5  fue  abolida  cuando  las  c6lulas fueron  estimuladas  a  la

misma  vez  con  FGF2  (Fujii,  T.  y  Kuwano,  H.  2010).  Evidencias  concordantes  con  nuestros

resultados, donde el aumento del transcrito de PTcfJj  se acompafia de una disminuci6n de

FGF2.

La  interacci6n entre  FGF2 y SHH  no se remite al estroma, ya que ambas vfas coinciden

en     otros    contextos    fisiol6gicos.     En     progenitores    neurales    granulares    (GNPs)    y

meduloblastoma,  FGF2  inhibe la sefial  proliferativa  de SHH  (Fogarty,  M.  P. y col.  2007) y la

serial    de    SHH    se   ve    bloquedada    por    FGFR2    en    el    foll'culo    piloso    en    desarrollo

(Mukhopadhyay, A. y col. 2013).  Estas evidencias sugieren SHH y FGF2 actuarfan de forma

excluyente,  mientras  que  existirfa  cooperaci6n  entre SHH  y  otros  miembros  de  la  familia

FGF,  como  ocurre con  FGF8, ya  que ambas vfas actuarfan sin6rgicamente en  la formaci6n
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de cartilago en el desarrollo craneal (Abzhanov, A. y Tabin, C. J. 2004) y en la determinaci6n

de  neuronas  dopamin6rgicas y serotoninergicas  en  la  placa  neural  anterior  (Ye,  W.  y col.

1998).

La  regulaci6n  negativa de FGF2 en circunstancias de estimulaci6n de la via SHH  puede

parecer parad6jica ya que la activaci6n transcripcional por lo general implica la inducci6n y

no la represi6n g6nica. Los mecanismos detras de la regulaci6n negativa por parte de la via

SHH/GLl adn no han sido descritos, pero la relaci6n temporal similar entre las respuestas de

P7lcHj  y FGF2  sugiere  que ambos genes son  regulados  por los factores GLl.  Este tipo  de

regulaci6n  ha sido descrita en el contexto de los co-receptores de SHH, ya que Cdo,  Boc y

Gasl son genes regulados negativamente por la via SHH, con la coincidencia que los 3 son

moduladores  positivos de  la  sefializaci6n  de SHH/GLl.  De ahf que el  paradigma  es  que  en

celulas  que  pueden  responder  a  la  via,  tanto  PTCHl  como  Cdo  y  Boc  (MCGlinn,  E.  y  col.

2005; Tenzen, T. y col. 2006) y Gasl (Allen, a. L y col. 2007) se expresan y facilitan la uni6n

del  ligando.  Una vez est5 activa, se promueve la expresi6n de reguladores negativos coma

PTCHl y  HHIP y se  reprime  la  expresi6n  de  los  reguladores  positivos  Cdo,  Boc y Gasl,  de

forma  tal   que  se  modula  finamente  la   respuesta  al   ligando   (Allen,   8.   L.  y  col.  2007;

Bergeron,  S.  A.  y  col.  2011).  Sin  embargo,  de  estos  trabajos  no  es  posible  evaluar  la

temporalidad  ni  el  mecanismo  de  esta  regulaci6n ya  que  las  evidencias fueron  obtenidas

comparando  la  expresi6n  de  los  co-receptores  entre animales silvestres versus  mutantes

(Ptchl -/-y Smo-/-),  donde  la  activaci6n  constitutiva  de la via aboli6  Ia  expresi6n  de dichos

factores. Asimismo, adn no contamos con los antecedenets suficientes para explicar c6mo

la activaci6n de la via en WJ-MSC conlleva a la disminuci6n en la expresi6n de FGF2.
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6.    Las wJ-MSc secretan factores angiog6nicos

Las  MSC secretan factores  relacionados con  la  reparaci6n tisular (Sobolewski,  K. y col.

2005;  Wu,  Y.  y  col.  2007)  y  las  WJ-MSC  presentan  un  secretoma  mss  enriquecido  en

factores  angiog6nicos  que  otras  MSC  (Hsieh,  J.  Y.  y  col.  2010;  Hsieh,  J.  Y.  y  col.  2013).

Cuando  analizamos  en  detalle  los  perfiles  secretados  de  cada  muestra,   nos  IIam6  de

inmediato   la  atenci6n   que  6stos  fueron  distintos  en  algunas  mol€culas,  que  ademas,

coinciden   con   las   descritas   recientemente  en   otro  trabajo   (Choi,   M.  y  col.   2013).   El

enriquecimiento diferencial de factores de cada muestra nos indic6 que los sobrenadantes

podrian  ser  angiog6nicos  en  distintas  magnitudes.  Con  independencia  que  las  muestras

humanas suelen ser heterog6neas y distintas entre si, creemos que en el caso del cord6n

umbilical hay factores fisiol6gicos que podrfan explicar dichas diferencias.

Una  explicaci6n  es  que  sutiles  diferencias  temporales  en  el  momento  del  parto  (en

embarazos de t€rmino)  influyan en  la sefializaci6n de algunas vfas, como SHH/GLl. 0  bien,

algdn  evento  fisiol6gico  determin6  cambios  en  cada  cord6n,  como  podrfa  ocurrir  con

eventos hip6xicos o relacionados con cambios de presi6n durante el embarazo y/a el parto.

En  embarazadas  con  preeclampsia  existe  una  alteraci6n  en  la  secreci6n  de  algunos

factores, tales coma sVEGFR1  (Mutter, W.  P. y Karumanchi, S. A.  2008) y TGFB  (Copland,I.

a.  y  col.  2002)  por  parte  de  los  anexos  embrionarios,  lo  que  se  puede  determinar en  la

sangre  de  las  madres  (Mutter, W.  P. y Karumanchi, S. A.  2008). A  pesar que las  muestras

estudiadas en esta tesis provinieron de madres sanas (validado por su ficha m6dica), estos

antecedentes   nos   permiten   plantear   que   alteraciones   durante   el   embarazo   pueden

modificar el perfil de expresi6n de factores angiog€nicos.

Respecto de los factores en que detectamos diferencias entre muestras, todos ellos son

regulados por hipoxia: Angiogenina (Hartmann, A. y col. 1999),  HGF (Chu, S. H. y col. 2009),
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lGFBP-3   (Natsuizaka,   M.   y   col.   2012),   lL-8   (Karakurum,   M.   y   col.   1994),   Factor   de

Coagulaci6n  Ill  (Rong, Y. y col. 2005),  Pentraxina-3  (Osorio-Conles, 0. y col. 2011) de forma

positiva  y  Endostatina  (Wu,  P.  y  col.  2001)  y ANGPT1  (Enholm,  a.  y  col.  1997)  de  forma

negativa,  6ste  tiltimo  tambi€n  disminuye  en  respuesta  a  hipoxia  en  WJ-MSC  (dato  no

mostrado). Por ello, estos datos apoyan la hip6tesis de que la disminuci6n en los niveles de

02  en el cord6n umbilical es la causa de esta expresi6n diferencial.

La  mentada  diversidad  entre  muestras  de  MSC  de  distintos  donantes.se  ha  hecho

patente a nivel terap6utico mediante los estudios realizados por el "MSC Consort/.urn" de la

FDA de EEUU  (U.S Food cind Drug Adm/.n/.sfrc7f/.on)  (Mendicino,  M. y col. 2014). Esta agencia

norteamericana, en vista del potencial uso de las MSC en terapia celular, ha conformado un

grupo de investigaci6n que busca unificar los protocolos de obtenci6n, expansi6n y uso en

clinica,  y  en  sus  estudios  han  descrito  diferencias  en  MSC  obtenidas  desde  m6dula  6sea

respecto del potencial de diferenciaci6n y proliferaci6n de distintas muestras (Lo Surdo, J. y

Bauer,  S.  R.  2012),  expresi6n  de  protefnas,  factores  de  crecimiento  (Mindaye,  S.  T.  y col.

2013)  y  mol€culas  de  superficie  (Mindaye,  S. T.  y col.  2013),  con  estudios  adicionales  en

desarrollo en este momento, Io cual demuestra de forma empirica la heterogeneidad de las

muestras humanas.

6.1. Rol de la hipoxia en la expresi6n de factores angiog€nicos

La hipoxia se define como la exposici6n a bajos niveles de 02, mientras que la normoxia

corresponde  a  las  condiciones  atmosfericas  ambientales.  La  presi6n  de  02  en  los  anexos

embrionarios es de 1.5-8% (Lavrentieva, A. y col. 2010), mucho menor que el nivel que las

celulas  detectan  en  el  cultivo  /.n  v/.two,  un  21%.  La  hipoxia  en  sf,  es  el  mayor  inductor

fisiol6gico de angiog6nesis, por lo cual fes posible que las c6lulas en el cord6n, al detectar
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bajos niveles de 02, est6n secretando altos niveles de los factores citados? y i por qua estos

niveles de secreci6n siguen vi6ndose en cultivo?

Es   posible   que   los   bajos   niveles   de   02  a   los   que   se  ven   expuestos   los   anexos

embrionarios  durante  el  embarazo  o  eventos  puntuales  durante  el  trabajo  de   parto

generen periodos hip6xicos, debido a las contracciones uterinas y la disminuci6n en el flujo

en la placenta (Armstrong, L. y Stenson, a. J. 2007; Martin, C. a., Jr. 2008) los cuales podrl'an

inducir  cambios   en   las  WJ-MSC  y   por  ello,   algunas   muestras  secretan   mss  factores

angiog6nicos que otros.  Pero para ello, Ia hipoxia debiese generar cambios permanentes o

de largo plazo en los promotores de estos genes para poder observar estas diferencias mss

alla de los primeros subcultivos. Esta situaci6n sf ocurre en algunas circunstancias, como en

el cancer, donde la hipoxia juega un papel preponderante en el desarrollo temprano de los

tumores.  La  hipoxia  induce  cambios  epigen6ticos  en  los  promotores  de  algunos  genes

gracias a la modificaci6n de histonas (Lu, Y. y col. 2011; Perez-Perri, J.I. y col. 2011).

Estos   cambios   epigen6ticos   inducidos   por   hipoxia    no    han   sido   descritos    para

componentes  celulares  de  los  anexos  embrionarios,  pero  sf  se  ha  indicado  que  otras

alteraciones en el embarazo pueden generar cambios en el feto que seran mantenidos en

su desarrollo post-natal, como ocurre en madres con obesidad que dan a luz bebes con alto

riesgo  de  desarrollar  sfndromes  metab6licos  o  dafio  cardiovascular  (Sookoian,  S.  y  col.

2013).  Tambi6n  se  ha  observado  en  la  unidad  feto-placentaria,  donde  se  han  descrito

modificaciones   diferenciales   de   las   histonas   entre   distintas   muestras,   como   ha   sido

estudiado en el endotelio del cord6n umbilical (Casanello, P. y col. 2014).

No hay reportes que indiquen que la hipoxia puede generar efectos a largo plaza en las

MSC,  sin  embargo,  la teorfa  indica  que  podrl'a  ser asf ya  que en  el  ambito  de  la  medicina

regenerativa, la inducci6n de hipoxia /.n v/.fro ha sido una estrategia utilizada para potenciar
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Ias  propiedades terapet]ticas  de  las  MSC cuando  son  utilizadas  /.n  v/.vo  (Muscari,  C.  y  col.

2013;  Park,I. H. y col. 2013).

La baja tensi6n de 02en el cord6n tambi6n podrfa explicar por qu6 las WJ-MSC secretan

mayor  riqueza  de  factores  angiog6nicos  que  otras  MSC,  ya  que  las  MSC  adultas  estan

expuestas a mayores niveles de 02 (1-7% en las BM-MSC y 10-15% en AT-MSC) (Edwards, S.

S. y col. 2014; Lavrentieva, A. y col. 2010). Esta caracteristica ya fue demostrada en modelos

/.n  v/.vo  par nuestro grupo  (Edwards, S. S. y col. 2014), donde  las WJ-MSC demostraron  no

s6Io  poseer un  perfil de factores secretados mss angiog6nico que MSC derivadas de tej.ido

adiposo,  sino  que  tambi6n  promueven  el  proceso  de  vascularizaci6n  /.n  v/.vo  con  mayor

eficacia que otras MSC.

7.    Actividad de la via SHH/GLl en el cord6n

Si la via SHH/GLl ha sido poco abordada en las MSC, tambi6n es el caso de su estudio en

el  cord6n  umbilical. AIgunos trabajos destacan  la  expresi6n  de  los componentes  de  la via

pero poco se sabe de su localizaci6n a su funci6n (Weiss, M. L y col. 2006; Stunkel, W. y col.

2012). Sin  embargo, hay evidencias  que muestran  la expresi6n  de los transcritos de Shh y

Pfchf  durante estadfos tempranos del  desarrollo embrionario en  rat6n  (E13.5)  (Sagai, T. y

col. 2009).

En   uno   de   los   estudios   mencionados,   se   analiz6   la   expresi6n   de   los   genes   mss

abundantes  en  el  cord6n  umbilical  humano  e  incluy6  a  SHH  como  uno  de  ellos,  junto  a

PrcfJI (Weiss, M. L. y col. 2006). Sin embargo, no ha sido abordado atin cual es el papel de

la sefializaci6n de esta via en el crecimiento y/o funcionamiento del cord6n umbilical.

En   un   caso   de   holoprosencefalia   (HPE)   causada   por  haploinsuficiencia  de  SHH,   se

reportaron  las  alteraciones  clasicas  (separaci6n  incompleta  de  los  hemisferios  cerebrales)
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junto con alteraciones en la estructura del cord6n umbilical, ya que en lugar de generarse 3

vasos  sangufneos,  s6lo  se  desarrollaron  2  (Nanni,  L.  y  col.  1999).  Sumado  a  esto,  otro

trabajo indica que en la regi6n posterior de la g5strula de rat6n hay sefializaci6n de la via, lo

que sugiri6 a los autores que SHH podrfa participar del correcto desarrollo de los vasos y de

la morfog6nesis del cord6n en mamiferos (Daane, J. M. y Downs, K. M. 2011).

Asimismo,  un  estudio  compar6  la  expresi6n g6nica  de  los componentes  de  la via SHH

en   cordones   umbilicales   provenientes   de   embarazos   en   2   momentos   del   desarrollo

(temprano: 35-37 semanas versus tardfo: 38-40 semanas) y mostr6 que dentro de los genes

mss representados estaban los componentes de la via SHH: SMO, G£/2 y G£/3. No s6lo eso,

sino  que  la  expresi6n  de  estos genes  disminuy6  en  el grupo  de  embarazo  rrias avanzado,

indicativo que existiria una correlaci6n entre el desarrollo del embarazo y una disminuci6n

en  la  expresi6n  de  los  componentes  de  la  vi'a,  y  por  ende,  con  una  diminuci6n  de  su

actividad.  La  baja en la actividad se demostr6 experimentalmente por la disminuci6n en la

expresi6n de genes blanco de la via, participantes del proceso de osteog6nesis, tales como

RUNX2, PITxl y MATN3 (Srfunkel, W . v col. 2.OT2.).

Ambas   evidencias   implican   que   ]a   via   SHH   participarfa   del   desarrollo   del   cord6n

umbilical   y   sus   vasos,    pero    la   actividad   disminuye   acorde   acontece   el   desarrollo

intrauterino,  Io  que  sugiere  que  la  actividad  de  la  via  puede  ser  desigual  en  distintos

cordones aunque hayan diferencias mfnimas en las semanas en que ocurri6 el parto. Ya que

aunque nuestras muestras provengan de embarazos de t6rmino, algunos dfas o semanas de

diferencia  entre  el  momento  del  parto,  podrian  hacer  la  diferencia  con  respecto  a  la

expresi6n de los componentes de la via y al grado de sefializaci6n de ella.

Por tanto,  planteamos  que  los  componentes  de  la via  SHH/GLI  estan  presentes  en  el

cord6n y posiblemente, la misma se encuentre activa, pero el nivel de actividad dependerfa
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del estadio del desarrollo de cada embarazo. Esta hip6tesis se ve apoyada por los estudios

de  Schroeder  y  col.  que  establecieron  distintos  patrones  de  metilaci6n  segtln  la  eda.d

gestacional   en   sangre   de   cord6n   umbilical,   considerando   muestras   provenientes   de

embarazos  de  t6rmino  temprano  y  tardfo  (32-43  semanas).  En  esta  estrecha  ventana

temporal fueron capaces de determinar abundantes cambios en  los promotores de genes

relacionados  con  el  embarazo  (7lGF83,  CRHBP,  OX7|,  respuesta  a  hormonas  (ESR1,  OX7-,

CASP8), coagulaci6n sangufnea (7lGF83, GPIBB, GP9) y desarrollo embrionario (7lGF83, G£/3,

MBM1) entre muchos otros. En el caso especifico de G[/3, se observ6 una disminuci6n en

la metilaci6n del promotor, Io que sugiere una mayor actividad transcripcional de este gen.

No olvidemos que GL13 es un clasico represor de la via SHH/GLl, por lo que esta observaci6n

apoya  la  idea  de  un  apagamiento  en  la  sefializaci6n  de  la  via  a  medida  que  acontece  el

embarazo.

Sumado  a  ello,  se  ha  descrito  un  dominio  de  sefializaci6n  de  la  via  SHH/GLl  en  la

adventicia  de  los  vasos  sanguineos,  en  etapas  embrionarias  tardfas  y  postnatales,  pero

ausente en  la adultez en  mamiferos  (Majesky,  M. W. y col. 2011).  La adventicia es la capa

mss externa de un vaso sanguineo, y contiene diversas poblaciones celulares: fibroblastos,

macr6fagos,  cElulas  dendriticas  y  c6lulas  madre  y/a  progenitoras.  La  mantenci6n  de  las

c€lulas  progenitoras  vasculares  Sca-1  (Stem  ce// crn£/.gen-I)  en  este  nicho  depende  de  la

sefializaci6n  de SHH  (Passman, J.  N. y col.  2008).  Estas evidencias  demuestran  que SHH  es

un  componente  fundamental  en  el  nicho  vascular.  Si  llevamos  este  modelo  al  cord6n

umbilical, donde no hay adventicia, es la gelatina de Wharton la que ejerce esta funci6n ya

que  sostiene fisicamente  a  los  3 vasos  (Takechi,  K. y col.  1993).  Haciendo  el `simil,  Ias WJ-

MSC habitan en esa adventicia, secretan SHH y responden  de forma autocrina. Si bien  hay

evidencias de que las MSC podrian ser o diferenciarse hacia c6lulas murales (pericitos) (Kolf,

C.  M.  y  col.  2007),  el  sfmil  no  es  completo,  ya  que  la  funci6n  de  la  via  sf  podrfa  ser  de
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mantener a las WJ-MSC, de lo cual no hay evidencias. Los antecedentes indican las WJ-MSC

secretan  y  responden  a  factores  involucrados  en  la  mantenci6n  de  la  matriz  extracelular

(Sobolewski,  K. y col. 2005)  mediante la secreci6n de col5geno, glicosaminoglicanos, entre

otros y que esos factores tambi6n podrfan actuar de forma juxtacrina sobre las poblaciones

celulares  de  los  vasos  umbilicales  a  lo  cual  sumamos  la  .secreci6n  de  SHH  que  podria

cooperar en dichas funciones.

En sfntesis, Ias observaciones generadas en esta tesis doctoral nos permiten  proponer

el siguiente modelo de trabajo:

En  la red vascular del  cord6n  (y asf tambi6n en  otros vasos),  la  integridad depende de

una  coordinada  conversaci6n  entre  el  endotelio  y  al  tejido  estromal  circundante.  Dicha

conversaci6n  esta  mediada  mediante  factores  solubles  que  ejercen  efectos  pro  o  anti-

angiog6nicos.  Esta conversaci6n estaria modulada  por una via de sefializaci6n rfo arriba de

tales factores, Ia via de SHH.  Este ligando es secretado por las WJ-MSC (no se descarta que

tambi6n lo sea por otros tipos celulares) y 6stas responden de manera autocr.ina/paracrina

a 61, modulando a su vez la expresi6n de moleculas relacionadas con la angiog€nesis.

Esta  conversaci6n  podrfa  estar  ocurriendo  en  el  cord6n  umbilical,  en  donde  la  via

podrfa participar de la formaci6n y mantenci6n de la integridad vascular de las arterias y la

vena durante todo el  proceso de desarrollo embrionario/fetal. Esta observaci6n podrfa ser

extrapolada a otros vasos del cuerpo, haciendo del cord6n umbilical un modelo id6neo para

el estudio de la comunicaci6n entre el endotelio y el tejido estromal.

104



CELULA

ENDOTELIAL

©fg£=---
SHH

SHH

EEiiiiiiiii

ANGPTI

i
MMpi'

•=`-i-_.i:`..-..-

EEiiiiii
WJ-MSC

(ESTROMA}

Figura 22. Modelo de trabajo.

En  la  angiog6nesis ocurre una conversaci6n  coordinada entre el endotelio y el estroma que  le rodea.
Esta comunicaci6n,  mediada  por factores solubles  es  modulada  por la via SHH,  activa  en el estroma.
Las  WJ-MSC  secretan  SHH  y  responden  a  61,  de  forma  autocrina  y/o  paracrina  y  en  respuesta  al
ligando se modula la secreci6n de factores tales como ANGPT1, ANG,  MMP-8, UPA, los que se suman
a  otro  rico  conjunto  de  factores  que  secretan  las  WJ-MSC,  coma  VEGF.  Los  factores  secretados
actdan   sabre   las   celulas   endoteliales   y  los  vasos   sangul'neos   promoviendo   la   angiog6nesis   y  la
mantenci6n de la red vascular.
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CONCLUSIONES

Las  WJ-MSC  corresponden  a   una   poblaci6.n  celular  heterog6nea  aislada

desde el  estroma  del  cord6n  umbilical,  donde forman  parte  del  estroma vascular.

SHH es un factor de nicho y modula las propiedades angiog6nicas de las WJ-MSC.

Las  WJ-MSC  son  una  fuente  de  este  ligando  y  responden  a.  61  de  forma

autocrina,   regulando   procesos  relacionados  con   la  angiog6nesis  a  trav6s  de  la

modulaci6n  de  la  expresi6n  de  diversos factores de crecimiento  con  propiedades

angiog€nicas.  Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran la existencia de la

actividad de esta via de sefializaci6n en el estroma celular no patol6gico, aportando

a la comprensi6n de la regulaci6n de factores preponderantes en el proceso, como

son VEGF y ANGPT1, entre otros. Resultados que pueden entenderse en el contexto

de la biologfa del nicho vascular, asf como tambi€n pueden ser aprovechados en el

campo de la medicina  regenerativa, ya que la activaci6n de esta via en  las WJ-MSC

puede modificar y aumentar sus propiedades terap6uticas.

Nuestros  resultados destacan  la  relevancia de la sefializaci6n de SHH  en el

estroma,   reafirmando   la   cualidad   de   agente   angiog6nico   indirecto   de   este

morf6geno  en  condiciones  no  patol6gicas.  Sin  embargo,  at]n  se  requiere    seguir

avanzando  en  el  estudio  para  definir  si  estos  procesos  son  medi.ados  por  los

factores  GLI  u  otros  y  si  esta  sefializaci6n  se  mantiene  en  el  nicho  vascular  del

adulto, con las aplicaciones terap6uticas que podrfan desarrollarse.
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ANEXOS

Anexo 1. WJ-MSC poseen las caracteristicas de MSC

CX=T;*

(A)   Fotografl'a   que   representa   la   morfologi`a   fibroblastoide   de   cultivos   primarios   de   WJ-MSC,
visualizada  mediante tinci6n  de  filamentos  de  actina  con  faloidina.  El  ntlcleo  es  marcado  con  DApl.

(a)  Las  WJ-MSC  se  diferencian  en  respuesta  a  medios  especi'ficos  a  linaje  adipog6nico  y  acumulan
gotas de  li'pidos,  las que  pueden ser visualizadas mediante la tinci6n Oil  Red 0 (rojo).  (C)  Cuando  las
WJ-MSC se diferencian a linaje osteog6nico secretan  matriz extracelular que es mineralizada,  la cual
se detecta  usando  la  tinci6n Alizarin  Red S  (rojo).  (D)  WJ-MSC expresan CD105,  CD90,  CD73,  CD44 y
CD29, marcadores clasicos de MSC, asimismo no expresan los marcadores del linaje hematopoy6tico
CD45   y   CD14,   ni   HLA-D.   Los   cultivos   de   WJ-MSC   no   expresan   el   marcador   endotelial   CD31.
Marcadores analizados  mediante citometri'a  de flujo en el  marco de Seminario de TI'tulo  de Samuel
Martinez.  (E)  lmagen  representativa  que  ilustra  que  una  subpoblaci6n  de  WJ-MSC  expresa  Stro-1

(verde),  marcador  caracterl'stico  de  una  c6lula  troncal  mesenquimatica  (barra  de  tamafio=  25  Hm).
(F) Las WJ-MSC expresan OCT4, factor de transcripci6n indicativo de la presencia de c6lulas troncales
en  los  cultivos.  Se  indican  diferentes  niveles  de  OC74  para  5  muestras  distintas,  en  ausencia  y

presencia  de suero.  Los  niveles de transcrito fueron  determinados  por qpcR,  usando  GAPDH como
control y fueron normalizados respecto a los niveles de Ocr4 expresados por AT-MSC, para destacar
la variabilidad entre distintos cultivos de WJ-MSC y entre distintas MSC. Barras de tamafio= 25 Lim en

(A) y 10 Hm en (a) y (C).
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