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RESUMEN BIOGRAFICO

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

It 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 angiogénesis es el proceso fisioldgico mediante el cual se generan nuevos vasos
sanguineos a partir de otros preexistentes y requiere de la comunicacién coordinada del
endotelio vascular y el tejido estromal que le rodea. Esta conversacién estad mediada por
factores solubles que pueden ser secretados por el estroma y modulan la formacién y
mantencidn de los vasos sanguineos. En esta tesis doctoral, quisimos determinar el papel
que juega la via de sefializacién de Sonic Hedgehog (SHH)/GLI en la comunicacién estromal-
endotelial, estudiando especificamente la regulacién que SHH ejerce sobre la expresién y
secrecién de factores angiogénicos en el estroma. Para abordar esta pregunta,
seleccionamos como modelo de estudio el cordén umbilical y su componente celular
estromal, las WIJ-MSC (células troncales mesenquimaticas aisladas desde la zona
perivascular del cordén umbilical humano). Determinamos que las WJ-MSC son una fuente
del ligando SHH y responden a él, generdndose una sefializacién autocrina. La via SHH/GLI
se encuentra activa de forma basal en estas células y las WI-MSC responden a la via
modulando la expresién PTCH1 y GLI1, genes blanco clésicos de la via SHH/GLI y de FGF2,
factor maestro del desarrollo vascular. Asimismo, la via SHH/GLI regula la expresién de
factores angiogénicos clasicos tales como VEGF y ANGPT1 y la secrecién de éste dltimo,
junto a otros factores angiogénicos, tales como Angiogenina, MMP-9, uPA, Serpina E1,

Activina A, GM-CSF, PDGF AB/BB y HFG. Por tltimo, los factores secretados por las WJ-MSC
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inducen el proceso angiogénico actuando sobre las células endoteliales del cord6n umbilical
(HUVEC; in vitro) y posiblemente sobre otras poblaciones celulares vasculares (in vivo),
propiedad que es modulada a su vez por la via SHH/GLI, indicativo de que la sefializacién

SHH/GLI es un componente fundamental del nicho vascular.




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)/GLI 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/GLI pathway
is active at baseline levels in these cells and WJ-MSCs respond by modulating the
expression of PTCH1 and GLI1, classic targets of the SHH/GLI pathway, and FGF2,
considered a master regulator of vascular development. Moreover, the pathway regulates
the expression of classical angiogenic factors such as VEGF and ANGPT1 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 WI-MSC are

able to induce angiogenesis by acting over endothelial cells of the umbilical cord (HUVEC; in
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vitro) and possibly over other vascular cell populations (in vivo), a property that is

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

of the vascular niche.
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INTRODUCCION

1. La angiogénesis y el desarrollo vascular

La red vascular corresponde al conjunto ramificado de vasos sanguineos que permite la
circulacién de la sangre, lo cual hace posible el transporte y distribucién de nutrientes,
desechos y células hacia todo el organismo. Esta red se genera durante el desarrollo
embrionario a través del proceso denominado vasculogénesis (Carmeliet, P. y Collen, D.
1998). Este proceso corresponde a la formacién de vasos sanguineos de novo e involucra la
diferenciacién, migracién y fusién de los angioblastos, precursores de origen mesodérmico,
gue dan origen a los vasos sanguineos (Herbert, S. P. y Stainier, D. Y. 2011). En un principio,
los angioblastos se fusionan y generan una red vascular primitiva (o plexo), que se ramifica

de forma jerarquica y va adquiriendo el caracter arterial o venoso.

Las células endoteliales, que revisten la red vascular, también se originan a partir de los
angioblastos, y adquirirdn fenotipo arterial o venoso dependiendo del flujo hemodindmico
y de las vias de sefializacién 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 sefializacién de Notch regula la
expresion de los factores de transcripcion HEY1 y HEY2 y éstos promueven la diferenciacién

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




sefializacién del factor de transcripcién COUPTF-Il reprime la sefializaciéon de Notch y

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

La remodelacién y/o generacién de vasos a partir de la red vascular primitiva ocurre a
través de la Angiogénesis. Este proceso se mantiene activo hasta la adultez en procesos
tales como la cicatrizacion de heridas, ciclo menstrual, embarazo, entre otros, y puede

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

La angiogénesis es un proceso complejo que ocurre en varios pasos y requiere un
control fino de la conducta de las células endoteliales y otras poblaciones celulares (Figura
1). En vasos estables o quiescentes, las células endoteliales forman una monocapa del tipo
cobblestone o empedrado de células mitéticamente inactivas. Ante sefiales angiogénicas,
como VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor) y FGF2 (Fibroblastic Growth Factor 2) entre
otros, las células endoteliales sufren cambios en su conducta y morfologia: se pierden las
interacciones célula-célula y se activan proteasas que degradan la membrana basal del vaso
sanguineo, lo que libera a las células endoteliales que, seguidamente, adquieren un
caracter invasivo y movil e inician el proceso de la ramificacién 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 células accesorias. PDGFB (Platelet Derived Growth Factor B), ANGPT1
(Angiopoietin 1) y TGFB1 (Transforming Growth Factor B1) en conjunto reclutan células
murales, tales como pericitos y células musculares lisas vasculares, las 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 regién mas periférica del vaso,

fortaleciéndose las interacciones célula-célula y suprimiendo el caricter invasivo de las




células endoteliales para finalmente conformar un nuevo vaso sanguineo (Gaengel, K. y col.

2009).

La angiogénesis requiere la actuacién coordinada de factores que estimulen el proceso,
a través de la sefalizacién sobre el endotelio y sobre el estroma circundante, siendo éste
dltimo un componente fundamental dentro de la regulacién del proceso. Asimismo, el
proceso también requiere de factores promotores de la maduracién y anti-angiogénicos
para detener el proceso, el cual en condiciones homeostdticas, es un fenémeno acotado en

el tiempo.

2. Factores angiogénicos clasicos: VEGF y ANGPT1
La angiogénesis es estimulada por mdiltiples factores y a continuacién destacaremos los

denominados clasicos: VEGF y ANGPT1.

2.1.VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor

VEGF es una proteina implicada en la vasculogénesis durante la embriogénesis y en la
angiogénesis, desde el embrién hasta el adulto y se considera el regulador maestro del
proceso. Los integrantes de la familia VEGF son glicoproteinas diméricas 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). Ademds utilizan co-receptores como las

Neuropilinas (NRP1y NRP2) y proteoglicanos de heparan sulfato (Olsson, A. K. y col. 2006).
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Figura 1. Etapas del proceso angiogénico.

La angiogénesis puede ser estimulada por varios estimulos, como la hipoxia u otros factores que son
angiogénicos de forma auténoma, como NO (dxido nitrico), VEGF, FGF2 y ANGPT1 y 2. Estos factores
acttan sobre los vasos para aumentar la permeabilidad de la pared capilar. Esta desestabilizacion
permite a la célula endotelial migrar y proliferar para formar tubulos, proceso estimulado por VEGF,
Angiopoyetinas, moléculas de guia axonal, factores de crecimiento, citoquinas y asimismo la
degradacién de la matriz. La maduracién de los vasos nacientes se ve acompafiada por la expresion
de factores anti-angiogénicos, PDGFB, TGFP entre otros que permiten la maduracién del vaso.
(Modificado de Clapp, C.y col. 2009).



Los VEGFR inducen procesos celulares comunes para otros factores de crecimiento,
como migracién celular, supervivencia y proliferacién. Pero ademas, sefializan para
funciones que son Unicas a VEGF, como es la generacion de estructuras tubulares
tridimensionales y la regulacién 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 mas estudiado y posee funciones
importantes durante el desarrollo del sistema vascular y la angiogénesis. Esta codificado
por un gen de 8 exones y mediante splicing alternativo se generan las distintas isoformas de
la proteina, cada una con distintas actividades bioldgicas: VEGF121, VEGF145, VEGF165,
VEGF189 y VEGF206 segin el nimero de aminoacidos que posee en su estructura proteica
(Hoeben, A. y col. 2004). Los aminodcidos codificados por los exones 1- 5 vy 8,
correspondientes al extremo N-terminal, estdn conservados en todas las isoformas
(excepto VEGF148) por lo que el splicing alternativo ocurre en los aminoécidos codificados
en los exones 6 y 7 {Poltorak, Z. y col. 1997; Neufeld, G. y col. 1999). Estos exones codifican
para 2 dominios de unién a heparina, por lo cual la presencia o ausencia de estos dominios
determina la interaccién de los VEGF con sus receptores y su difusién en la matriz
extracelular (Olsson, A. K. y col. 2006). Las isoformas que contienen este dominio (VEGF145,
VEGF189 y VEGF206) interactian 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 unién a heparina (codificada por el
exén 7) por lo cual presenta difusién moderada y es la isoforma mas abundante y en

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

La expresién de VEGF es regulada temporal y espacialmente y su desregulacién lleva a

alteraciones serias del desarrollo. Ratones mutantes nulos para Vegf (Vegf/') no son viables,




sufren serias alteraciones del desarrollo vascular y mueren en etapa embrionaria (dias E9.5-
10.5) (Carmeliet, P. y col. 1996; Ferrara, N. y Bunting, S. 1996). El mutante heterocigoto
(Vegf") también presenta alteraciones en el desarrollo vascular, es inviable y muere
durante la embriogénesis (dias E11-12) (Carmeliet, P. y col. 1996; Ferrara, N. y col. 1996). El
mutante de VEGF es posiblemente el tinico ejemplo de letalidad embrionaria debido a un

efecto de dosis haploinsuficiente en mamiferos.
2.2. ANGPT1, Angiopoietin 1

Las Angiopoyetinas conforman una familia de glicoproteinas que posee a los siguientes
miembros: Angiopoyetina 1 (ANGPT1) 2, 3 y 4. Estas glicoproteinas, en su forma
oligomérica, sefializan a través 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 més tardios que VEGF.
Dado que en la red vascular adulta controlan la remodelacién y estabilizacién de los vasos,
ANGPT1 es necesaria para la correcta organizacién y maduracién de los vasos. Ademds
estimula la quiescencia de las células endoteliales y la integridad estructural de los vasos

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

El RNAm de ANGPT1 se detecta desde ES9-11 en el miocardio y luego en el mesénquima
que rodea a los vasos sanguineos. ANGPT1 no induce la proliferacién de células endoteliales

in vitro pero si estimula la ramificacién de los vasos (Davis, S. y col. 1996).

Al igual que VEGF, ANGPT1 es fundamental para el desarrollo embrionario, tal como lo
demuestra el andlisis de los mutantes. El mutante murino Angptl'/' parece desarrollarse
normalmente hasta E10.5 pero muere en E12.5. En este animal es posible observar que sf

bien ocurre desarrollo de la red vascular, ésta presenta una arborizacion pobre, vasos

dilatados y bajo niimero de vasos de pequefio calibre. Los vasos contienen menos células




endoteliales, se observan defectos en la interaccién célula-célula y con la matriz

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

Estos datos demuestran que la sefializacion tanto de VEGF como de ANGPT], junto a
otros factores es fundamental para el desarrollo de una red vascular funcional. Asi, la
regulacién de la angiogénesis requiere de un complejo balance entre multiples factores
(pro y anti-angiogénicos), distintos tipos celulares (células endoteliales, murales,
inflamatorias) y el estroma circundante. En el adulto, la angiogénesis se mantiene en forma
fisiolégica y recientes estudios han enfatizado la importancia de las sefializacién de

Hedgehog en el reclutamiento de sefiales angiogénicas.

3. La via de sefializacién SHH/GLI y su rol en el desarrollo vascular
3.1.Los factores Hedgehog (HH)

La via de sefializacion Hedgehog (HH) se encuentra altamente conservada desde
invertebrados a humanos y es esencial para el desarrollo del embrién y la mantencién de la
homeostasis en el adulto. Las proteinas HH se comportan como morfégenos durante el
desarrollo embrionario y se han analizado con detalle los mecanismos a través de los cuales
la via induce la expresién de genes relacionados con morfogénesis, proliferacién y
diferenciacién en mamiferos (Fuccillo, M. y col. 2006). Modulando estas funciones, la via
actta sobre el mesodermo durante la transicidn epitelio-mesénquima, siendo indispensable
durante el desarrollo de los miembros, pulmadn, intestino, foliculos pilosos y hueso (Briscoe,
J. y Therond, P. P. 2013). También participa en el desarrollo y organizacién del tubo neural
(Jeong, J. y McMahon, A. P. 2005; Holtz, A. M. y col. 2013) y de estructuras dorsales del
encéfalo (Dahmane, N. y Ruiz i Altaba, A. 1999; Palma, V. y col. 2005; Ruiz i Altaba, A. y col.
2002) regulando la mantencién de nichos de células troncales neurales (Palma, V. y Ruiz i

Altaba, A. 2004; Fuccillo, M. y col. 2006) , entre otras funciones.




En mamiferos se encuentran tres genes HH: Indian hedgehog (IHH), Desert hedgehog

(DHH) y Sonic hedgehog (SHH), siendo éste tltimo el mas estudiado.
3.2.Sonic Hedgehog (SHH)

SHH es el ligando mas abundante dentro de la familia. Se traduce como una pre-
proteina de 45 kDa, pero dentro de la ruta secretoria sufre de modificaciones post-
traduccionales que conllevan a la generacién de la forma madura con actividad bioldgica,
de 19 kDa. SHH sufre un corte proteolitico que elimina el segmento C-terminal y ademas se
modifica en sus 2 extremos: en el N-terminal se agrega un dcido palmitico y en su extremo
C-terminal, un grupo colesterol. SHH es secretado en su forma activa y sus modificaciones
lipidicas le permiten interactuar con membranas por lo cual puede permanecer unido a la
célula que lo produce o bien, puede difundir para actuar sobre otras células de forma

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

3.3.Sefializacién SHH/GLI canénica

La sefializacién SHH/GLI o candnica estd mediada principalmente por la funcion de dos
receptores: Patched 1 (PTCH1) y Smoothened (SMO) y por los factores de transcripcién
GLI1, GLI2 y GLI3 (Figura 2). En ausencia de ligando, la via permanece inactiva, ya que
PTCH1 inhibe la sefializacién intracelular mediada por SMO, pero en presencia de SHH, éste
se une a su receptor PTCH1 lo que libera la inhibicién sobre SMO. Una vez des-reprimido,
SMO gatilla la transduccién de la sefial a nivel citoplasmatico, lo que permite la generacién
de formas activadoras de los factores de transcripcion GLI (especificamente GLI2 y en
menor medida GLI3), y la posterior transcripciéon de genes blancos, tales como GLI1 y
PTCH1, entre otros, siendo GLI1 otro efector positivo de la via (Hui, C. C. y Angers, S. 2011).
Por ende, la sefializacién candnica es aquella que culmina con la transcripcién de nuevos

genes, blancos de la via SHH/GLI.




3.4.Factores GLl, efectores de la sefializacién de SHH

Las proteinas GLI son factores de transcripciéon cuyo dominio de unién a DNA esta
compuesto por motivos “dedos de Zinc” (Zinc-finger) y mediante el cual reconocen
secuencias especificas en genes blanco, denominadas GBS o “GLl-Binding Sites”

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

Los distintos factores GLI poseen diferencias estructurales que determinan su funcién.
GLI1 contiene un dominio C-terminal que actia como un activador transcripcional, mientras
que GLI2 y GLI3 poseen ademés del dominio activador, un dominio N-terminal de actividad
represora. Cuando la via est3 silenciada, ocurre un enriquecimiento de formas represoras
de los factores GLI (GLIR), ya que GLI2 y GLI3 sufren de modificaciones traduccionales
(fosforilacién y ubiquitinacién) lo que les hace sustrato del proteosoma, generéndose la
degradacién parcial del dominio activador. La activacién de la via inhibe esta degradacién 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).

GLI1 es el principal activador de la via, ademas que es blanco de la misma, por lo cual su
papel serfa el de proveer una potenciacién en las respuestas al ligando. El estudio en
mutantes indica que GLI1 es prescindible para el desarrollo, ya que los animales son viables.
GLI2 también actia como activador transcripcional, pero contiene un motivo represor que
también podria ejercer esta funcién celular in vivo. GLI3 es el principal represor de la via, y
su mutacién 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 GLI2 y

GLI3 son los mediadores primarios de la sefializacién de la via SHH (Varjosalo, M. y Taipale,

J. 2008; Hui, C. C. y Angers, S. 2011).




Via Inactiva Via Activa

Figura 2. Representaciéon esquematica de la via SHH/GLI en mamiferos.

SHH se une al receptor PTCH1 (Patched 1) y también puede unirse a otros co-receptores, tales como
Boc y Cdo (homdlogos de Ihog en mamiferos) y Gasl. En ausencia de ligando, los factores GLI son
degradados parcialmente por el proteosoma a través de la accién de PKA (proteina quinasa A), CK1
(quinasa caseina 1) y GSK3 (quinasa sintasa del glicégeno) generando formas represoras de GLI
(GLIR). La unién de SHH libera la inhibicién de PTCH1 sobre SMO el cual sefializa como receptor
asociado a proteina G (G;, especificamente) y permite la generacién de formas activadoras de GLI
(GLIA), a través de la inhibicién del procesamiento proteosomal y de Sufu y Cos2/Kif7. GLIA se
traslocan al nicleo y se une a secuencias especificas (GBS: GL/ Binding Sites) presentes en la region
regulatoria de genes blanco e induce la expresién de ellos, como PTCH1 y GLI1. (Modificado de Hui,
C. C.y Angers, S. 2011).
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Para el estudio funcional de la via se cuenta con agentes farmacoldgicos que actdan
como agonistas o antagonistas de ésta y permiten su modulacién 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 interaccién con PTCH1. Como
agonista se utiliza SHH recombinante o Purmorfarmina (Pur), purina que se une a Smo
(mismo sitio de unién que Cyc) activando la via (Dahmane, N. y Ruiz i Altaba, A. 1999;

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

3.5.SHH como modulador de la angiogénesis

La observacién de mutantes de la via HH, dio inicio al estudio del papel que juega SHH
en el proceso de vascularizacién y posteriormente, en el proceso de angiogénesis. Ratones
nulos para Shh poseen pulmones con ramificacion disminuida y carecen de una
vascularizacién normal (Pepicelli, C. V. y col. 1998). En concordancia, en un modelo de
sobreexpresién de Shh en la regién dorsal del tubo neural en ratones se observa no sélo
una alta proliferacién de precursores neurales sino que ademds una hipervascularizacién de
la regién dorsal del tubo dorsal en E12, lo que sugirié que Shh jugaria un papel en la

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

El estudio de SHH como protagonista en la angiogénesis se ha basado en la observacién
de mutantes, siendo las alteraciones en el sistema vascular una observacién secundaria que
ha ido generando gran interés. El trabajo de Pola y col. sienta las bases del estudio de cémo
SHH actuaria sobre sus efectores y puede comandar el proceso angiogénico, dado que
demuestra que la via estd activa y funcional en la vida post-natal y es un promotor de la
angiogénesis. Es asi como este grupo demostrd la activacién de la via SHH/GLI 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 linea de fibroblastos, demostraron que Shh estimula la
expresién de Vegf, Angpt1 y Angpt2 y la disminucién de Fgf2. Sin embargo, el tratamiento
con Shh no tuvo efectos sobre la transcripcién de estos genes en las células endoteliales ni
tampoco en su proliferacién, por lo cual se determiné que la poblacién celular objetivo de

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

Esta observacién permitié proponer que SHH es un agente promotor jerdrquico de la
angiogénesis, pero indirecto, ya que per se no serfa el estimulador, sino que lo haria a
través de sus mecanismos de sefializacién transcripcional sobre el estroma. Esto porque
SHH tiene el potencial de inducir la expresion y secrecién de factores angiogénicos que
tienen un efecto directo sobre la formacién y el establecimiento de los vasos. Asimismo,
estas sefiales estarfan restringidas a compartimentos especificos ya que SHH actuaria sobre
el estroma o tejido circundante a los vasos sanguineos {mesénquima) que al responder a la
via de sefializacién, expresarfan y secretarian factores angiogénicos que actuarian sobre las
células endoteliales promoviendo, de esta forma, la proliferacién, migracién vy

establecimiento de vasos durante el complejo proceso de la angiogénesis.

3.6.¢Es SHH un regulador angiogénico que actta en el estroma?

Existe controversia sobre la hipétesis de que SHH es un inductor de VEGF y ANGPT1 en
el estroma, ya que se reportan evidencias contradictorias. En fibroblastos de la linea
NIH3T3 se demostrd que Shh induce un aumento en los niveles del transcrito de Angptl
pero sin cambios en el transcrito de Vegf. Como el efecto sobre Angptl fue sensible al
inhibidor Cyc, los resultados sugieren que Shh podria contribuir al crecimiento, maduracién
y estabilizacién de los vasos sanguineos al regular Angptl en forma celular-especifico a
través de la induccién génica en el estroma. Lo anterior, remarca la idea que los efectos de

SHH sobre los factores angiogénicos mencionados no son genéricos al estroma, ya que
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dependen del contexto celular en estudio (Lee, S. W. y col. 2007). En células de la linea
MRCS5 (células mesenquimales derivadas de pulmén embrionario) se observaron resultados

similares, ya que SHH promovié la expresién de ANGPT1 pero no la de VEGF.

Segln los antecedentes presentados hasta ahora, es evidente que hay discrepancias
sobre la regulacién de SHH sobre VEGF y ANGPT1, pero se sostiene que son blancos
canénicos de la ruta de sefializacién de la via. Sin embargo, no ha podido determinarse que
existan sitios de unién a los factores GL! en las regiones regulatorias de ellos. El Gnico

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

En el afio 2011, Cao y col., estudiaron la regulacién de VEGF en lineas de cancer de
mama humano. Ellos indicaron la existencia de una forma truncada de GL!1, tGLI1, el cual
carece de 123 pb que no alteran el marco de lectura y que se expresaria en céncer de
mama, algunos tipos de glioma mas no en tejido sano. tGLI1 se expresd de en una linea de
céncer mamario potenciando su motilidad e invasividad. Ademas, se potencié la expresion
de genes relacionados con la metastasis: CD24, MMP-2, MMP-9 y VEGF. De hecho, los
autores demuestran por ensayo ChIP y luciferasa que tGLI1 se une al promotor de VEGF
mientras que GLI1 no lo hace. (Cao, X. y col. 2012). Lo que despierta la siguiente pregunta:
¢Es VEGF blanco de la via candnica de SHH en condiciones no patoldgicas o en lineas

celulares no inmortalizadas?

3.7.Sefializacién no candnica: SHH como factor angiogénico directo en células

endoteliales

Evidencias recientes indican que la sefializacién de la via ocurre a través de PTCH1 y
SMO, pero la transduccién de la sefial no estimula la expresién de genes blanco, sino que se
transduce a nivel de membrana a través de SMO, el cual se comporta como receptor

asociado a proteina G (G;) (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 sefializacion SHH

no candnica (Riobo, N. A. y col. 2006).

Este tipo de respuestas se caracterizan por ser rapidas (Bijlsma, M. F. y col. 2007;
Sanchez-Camacho, C. y Bovolenta, P. 2009), e implica la transduccién de la sefial mediante
la activacién de vias de sefializacién como PI3K/Akt (Kanda, S. y col. 2003), cAMP/PKA
(Sheng, T. y col. 2006), ERK1/2/PKC-6 (Riobo, N. A.y col. 2006) en células 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 células endoteliales como en fibroblastos. La activacién
de estas vias culmina en la modificacién del citoesqueleto de las células endoteliales lo que

permite la formacién de estructuras tubulares y por ende, la angiogénesis.

Estos antecedentes indican que SHH es un factor angiogénico complejo ya que actuaria
en 2 dimensiones celulares de forma particular: modulando el citoesqueleto en las mismas
células endoteliales y promoviendo la expresion de factores angiogénicos en el estroma.
Por ello es que resulta interesante comprender cémo ocurre la sefializacién en el nicho
comprendido por las células endoteliales y los componentes del estroma, como las células

mesenquimaticas (MSC).
4. MSC: écélula troncal mesenquimatica o estromal?

Las células troncales mesenquiméticas o MSC (del inglés, Mesenchymal Stem Cells) son
células multipotenciales de origen mesodérmico que se encuentran en el estroma de
distintos tejidos del organismo, por ejemplo, médula ésea, grasa, liquido amniético,
endometrio, cordén umbilical, entre otros (Troyer, D. L. y Weiss, M. L. 2008). El rol
fisiolégico de las MSC es participar de la homeostasis tisular, permitiendo el recambio
celular que ocurre normalmente en los tejidos, diferencidandose a otras células o secretando

factores de crecimiento que permiten la regeneracion de la zona mediante la atraccién de

14




otras células progenitoras o estimulando a las residentes para la formacion 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
ubicacién tiene relacién con su funcién fisioldgica, 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 célula

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

Las MSC se consideran una poblacién celular heterogénea y actualmente no existe un
marcador especifico que nos permita identificarlas, por lo cual la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT, International Society of Cellular Therapy) determind los caracteres
minimos para ser definidas como tales: adherencia a la superficie de cultivo y morfologia
fibroblastoide. Ademds, son caracterizadas funcionalmente mediante su capacidad de
diferenciacién a linaje dseo, adiposo y condrogénico in vitro y a través de la expresion de
marcadores moleculares de linaje mesenquimatico (CD105, CD90, CD73, CD44, CD29 y
STRO-1). Sumado a ello, las MSC no expresan marcadores propios del linaje
hematopoyético (CD45, CD34, CD31) ni del linaje inmunoldgico (CD80, CD86, HLA-DR)

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

Originalmente las MSC se aislaron a partir de médula dsea, siendo caracterizadas como
precursoras de tejido conectivo. Posteriormente, se han identificado en otros tejidos
adultos, tales como tejido adiposo, pulpa dentaria, ligamento periodontal, placenta y
cordén umbilical. Desde la perspectiva de uso de las MSC en terapia celular, resulta
atractiva entonces la posibilidad de utilizar tejidos mas accesibles que la médula dsea, ya

gue al ser obtenidas mediante una puncidn del hueso de la cadera, conlleva, una

intervencién dolorosa e invasiva (Kolf, C. M. y col. 2007). Es asi que ha resultado de gran




interés la descripcidn de MSC en tejidos abundantes y usualmente desechados, como el

corddn umbilical.

5. MSC de la gelatina de Wharton del cordén umbilical (WJ-MSC)

El cordén umbilical es una estructura que conecta a la madre con el feto en gestacién y
permite el intercambio de nutrientes y desechos a través de los vasos umbilicales, 2 arterias
y una vena. Estos vasos se hallan inmersos en una sustancia gelatinosa denominada
gelatina de Wharton (WJ, Wharton’s jelly) y todas estas estructuras se encuentran rodeadas
por 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 mds abundante es el heparan
sulfato) y coldgenos (tipo |, llI, IV y VI). En esta matriz es donde se describid la presencia de
un tipo celular con caracteristicas mixtas entre un fibroblasto y una célula muscular: las Wi-
MSC (Mesenchymal Stem Cell derivadas de la gelatina de Wharton) (Nanaev, A. K. y col.
1997). Se ha especulado que la WI funcionaria como la adventicia (capa mas externa de un
vaso sanguineo) de los vasos umbilicales, ya que estos vasos carecen de ella y ademas, la
WIJ participa en la regulacién del flujo sanguineo y previene la compresion de los vasos
dentro del vientre materno (Nanaev, A. K. y col. 1997). Pero recientemente ha sido descrito
que actila como un rico reservorio de factores tréficos, muchos de efecto angiogénico
(Sobolewski, K. y col. 2005). Las WI-MSC secretan un variado conjunto de factores de
crecimiento con potencial angiogénico. Asi, cuando se comparé su perfil de expresién de
moléculas angiogénicas con las BM-MSC se determiné un enriquecimiento de este tipo de
moléculas en las aisladas desde el corddn umbilical (Hsieh, 1. Y. y col. 2010; Hsieh, J. Y. y col.

2013).
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Figura 3. Funciones de las MSC en la médula ésea y otros nichos.

(A) Las MSC pueden diferenciarse hacia linajes estromales, como adipogénico y osteogénico. (B) Las
MSC secretan factores de crecimiento que acttan sobre células y tejidos circundantes. En la médula
6sea, forman parte del nicho de la célula troncal hematopoyética. (C) Se propone que las MSC son
similares a los pericitos y se localizan en el estroma vascular. (D) MSC mantienen la matriz
extracelular, remodeldndola y secretando parte de sus componentes, como ocurre en el cordén
umbilical. (Tomado de Parekkadan, B. y Milwid, J. M. 2010).
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Recientemente, se demostré la capacidad angiogénica de las WJ-MSC y de su
secretoma (o medio condicionado, MC) in vitro e in vivo (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 crdnicas,
las WJ-MSC atraen macrdfagos de efecto anti-inflamatorio a la zona de la herida y
promueven la secrecién de factores de efecto reparador de parte del animal, tales como
ANGPT1, TGFB1 y VEGF (Shohara, R. y col. 2012) y secretan factores per se (Edwards, S. S.y

col. 2014).

Asi, las WJ-MSC conforman una poblacién estromal que circunda y soporta a los vasos
umbilicales y se caracterizan por un secretoma preferentemente angiogénico, por lo cual

las escogimos como modelo celular idéneo.
6. MSC, angiogénesis y soporte tréfico

Las MSC, como células estromales mesenquimales, se encuentran en los lechos
vasculares favoreciendo eventos de reparacién tisular mediante la secrecidn de factores'
relacionados con angiogénesis, regeneracién, migracion celular e inmunomodulacion. La via
de SHH/GLI participa en la regulacion de la angiogénesis a través de mecanismos directos e
indirectos vy, éstos Ultimos, podrian guardar relacién con la modulacidon que el estroma
ejerce sobre las células endoteliales. Dado los antecedentes presentados en esta tesis
doctoral se plantea estudiar el papel que juega la via SHH/GLI en la modulacién de las
propiedades angiogénicas de WJ-MSC provenientes de cordén umbilical, especificamente, a
través del estudio de dos factores angiogénicos clasicos: VEGF y ANGPT1 vy
consecuentemente su influencia en el lecho vascular. Asi, los resultados obtenidos podrian
extrapolarse hacia la comprensién general de la conversacién que ocurre entre el estroma,

las células endoteliales y los vasos sanguineos y esclarecer acerca de la participacién de la

via SHH/GLI en dicha comunicacién (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de la hipétesis.

En el cordon umbilical humano, las WJ-MSC (componente estromal) responden a SHH, que puede ser
secretado o no por ellas, lo que induce la expresién y secrecion de los factores angiogénicos VEGF y
ANGPT1, entre otros. Dichos factores serian detectados por las células endoteliales (HUVEC),
promoviendo el proceso de angiogénesis.
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Hipdtesis

La via de sefializacién SHH/GLI estimula el potencial angiogénico de células troncales
mesenquimaticas humanas obtenidas desde la gelatina de Wharton del cordén umbilical

regulando [a expresion de factores angiogénicos tales como VEGF y Angiopoyetina 1.
Objetivo General

Evaluar la modulacidn que ejerce la via de sefializacion SHH/GLI sobre la expresién de

factores angiogénicos en WJ-MSC.
Objetivos Especificos

1. Caracterizar la poblacién de WJ-MSC en términos de la expresion de componentes de la

via SHH/GLI.

2. Evaluar el efecto de los factores angiogénicos producidos por las WI-MSC sobre el

proceso de la angiogénesis in vitro y como éste puede ser modulado por la via SHH/GLI.

3. Determinar el efecto de SHH/GLI sobre la expresidn y secrecidn de factores angiogénicos

en WI-MSC in vivo.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1.Cultivo Celular

Medio DMEM, n° catdlogo 12800-017, Life Technologies

o Medio M199, n°® catdlogo 31100-035, Life Technologies

¢ Penicilina/Estreptomicina (10.000 U/mL / 10.000 ug/mL), n° catdlogo 15140-122,

GIBCO

e Suero Bovino Fetal (SBF), n° catdlogo 04-001-1A, Biological industries

e Suero de ternera recién nacido (NBCS), n° catalogo 16010-159, Life Technologies

e Tripsina/EDTA 10X, n° catdlogo 15400, Life Technologies

e |-Glutamina, n°® catdlogo G8540, Sigma

e Gelatina, n° catdlogo 104070, Merck

s Colagenasa tipo 2, n° de catdlogo 41h12762, Worthington

e Colagenasa tipo 1, n° de catdlogo 17100-017, Life Technologies
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Medio de congelamiento, n° de catalogo 2X #ES-002-F, Chemicon International

PBS 10X, n° de catalogo 46013CM, Corning

Bicarbonato de sodio, n° catdlogo 1063291000, Merck

Azul de tripan 0.4%, n° catdlogo 15250, Life Technologies

1.2.lineas Celulares

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

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

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

226)

1.3.Tratamientos farmacolégicos

Purmorfamina, n° catdlogo 540220-5mg, Calbiochem

Shh recombinante (Shh-N), n® de catédlogo 461-SH-025, R&D

Anticuerpo 5E1-c 9/27/12-363ug/ml Ig, Hybridoma Bank

Ciclopamina (Cyc), n° catadlogo APH-05011, Infinity

Tabla 1. Tratamientos farmacoldgicos utilizados para modular la via de sefializacién
SHH/GLI

k

S
‘opaming,

Purm

o)rfa\ 'pa 16 mM

5E1 31 mg/ml
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1.4.Extraccion de RNA y sintesis DNAc

e Kit de extraccidon de RNA EZNA Total RNA kit, n° catalogo R6834-02, Omega Biotek

e Random primers, n° catdlogo 0142, Thermo Scientific

s Ribolock, inhibidor de RNAsas, n° catdlogo E00381, Thermo Scientific

e Revert Aid, enzima transcriptasa reversa, n° catalogo EP0441, Thermo Scientific

e DNAsa, n° catdlogo ENO521, Fermentas

e RNAsa away, n° catdlogo 10-228, Apex Bioresearch Products

1.5.RT-PCRy qPCR

¢ DNA polimerasa GoTaq, n° catdlogo M82295, Promega

e Brilliant Il SYBR Green gPCR Master Mix, n® catalogo ST.600828, Stratagene

Tabla 2. Partidores utilizados en RT-PCRy gPCR

ocra TCGAGAACCGAGTGAGAGGC CACACTCGGACCACATCC'ITC 60 | 121
POH, | TGCACCACCAACTGCTTAGER | :
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Tabla 3. Condiciones de uso (concentracién y eficiencia) de partidores utilizados en gPCR

VEGF

TR e

NGPT1

1.6.Western Blot

Tampdn de lisis celular: SDS 2%, glicerol 10%, Tris-HCI 5 mM, pH 6.8

Inhibidor de Proteasas Halt TM Protease & Phosfatase Inhibitor Cocktail, n°

catalogo 78440 Thermo Scientific

Tampén de carga 6X: Tris-HCl 1M, pH 6.8, glicerol 3%, SDS 10%, azul de bromofenol

1.8 x10-4 M, B-mercaptoetanol 0.7 M

Tampdn de corrida: Tris Base 25 mM, Glicina 0.19 M, SDS 0.1%

Membrana de nitrocelulosa de 0.45 um de poro, n°® catdlogo 88018, Thermo

Scientific

Tampdn de transferencia: Tris Base 48 mM, 39 mM, SDS 0.37%, metanol 20%
Solucién de bloqueo: leche descremada al 5% preparada en TBST

Solucién de lavado (TBST): TBS-Tween al 0.1%

TBS: Tris-HCI 0.5 M, NaCl 1.5 M, pH 7.4

Reactivo quimioluminiscente Pierce ECL Western Blotting Picomolar, n°® catédlogo

34077, Thermo Scientific
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e Reactivo quimioluminiscente Pierce ECL Western Blotting Femtomolar, n° catdlogo

34095, Thermo Scientific

e BSA, n° catalogo BM 0150, Winkler

1.7.Inmunofluorescencia

e Paraformaldehido (PFA) al 4%, Merck

e Solucién PBS-Tritén X-100 al 0.1% (PBST)

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

e Gel de montaje: Gel/Mount, n° catidlogo M01/V6, Biomed

e Medio de montaje FluoSave, n° catalogo 345789-20ML, Calbiochem

Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados en Western blot, IHC e inmunofluorescencia

D RMITE HEE a2

6; \vife Technologies .
SC 2004 Santa Cruz

e s e
fe“Technologles

TO-PR03 T e T3605 Llfe Technologies

11383221001 Roche -
ematox TR ,\104302*<Merck ‘
~ Eosina ' 1345, Merck
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1.8.Citometria de flujo

e Buffer tincién (PBS, 1% SFB)

e PFA1%

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para anélisis de marcadores mediante citometria de flujo

550927 BD Pharmlgen

e
‘ggmt

Control ivsotipo Alexa fluor 488 Réton IgGl K 400132, Labome

1.9.Ensayos de angiogénesis

e Matrigel, Basement Membrane Matrix, n° de catdlogo 354234, BD Bioscience

s Gelatina 1%, n° catdlogo 104070, Merck

¢ Maedio EBM (Endothelial Basal Medium) n° de catdlogo CC-3121, Lonza

e Medio DMEM, n° catdlogo 12800-017, Life Technologies

* VEGF recombinante n° catdlogo PHC9391, Life Technologies

¢ FGF2 recombinante, n° catdlogo F-170, Alomone Labs

e Medio EGM-2 (Endothelial Growth Medium-2, BulletKit EBM-2 plus SingleQuots of

growth supplements) n°® de catdlogo CC-3162, Lonza (Suiza). Contiene: Para 10 ml:
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SBF (200 pl) Hidrocortisona (4 ), hFGF (40 pl), (VEGF 10 pl), RE-IGF-1 (10 pl), 4cido

ascorbico (10 pl), hEGF (10 ul), GA-100 (10 pl), heparina (10 pl).

1.10. Inmunohistoquimica (IHQ)

Parafina, n° catdlogo 111609, Merck

Metanol 100%, n° catdlogo 107018-2511, Merck

NeoClear, n° catdlogo 109843, Merck

Solucién citrato pH 3-3.3, n° catdlogo H3300, Vector Biosystems

Solucién AB kit, Vectastain, n° catdlogo PK6100, Vector Biosystems

ImmPact DAB, n° catalogo SK4105, Vector Biosystems

Medio de montaje Entellan, n° catilogo 107901, Merck

1,11, Equipos

Centrifuga Z233MK, Hermle

Centrifuga Rotofix 32, Hettich

Centrifuga 5415R, Eppendorf

Medidor de pH pH211, Hanna instruments

Incubador con inyeccién de CO,, Serie Forma I, Thermo Scientific

Microscopio de contraste de fases AE200, Motic

Microscopio confocal LSM 510, Zeiss
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Microscopio de epifluorescencia AxioVert 200M, Zeiss
Balanza PT120, Sartorius

Balanza analitica BP 12185, Sartorius

Nanofotémetro, P-Class, Implen

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

“Circulated air Incubator” Modelo 1502, GQF Manufacturing Co.
Lupa MZ124 con camara integrada modelo IC80 HD, Leica
Lector de absorbancia de placas de 96 pacillos, Sunrise™, Tecam
Citémetro FACSCanto I, BD Biosciences

Mr. Frosty, n°® catdlogo 5100-0001, Nalgene

1.12. Soluciones

MTT 10X: 5 mg de MTT en PBS filtrado

Nuclear Fast Red: Para 100 ml de solucidn, disolver 5 gramos de sulfato de amonio.
A esta solucidn agregar 0.1 gramo de Nuclear Fast Red. Agitar lentamente, con
temperatura ascendente hasta su ebullicidon. Hervir 5-10 minutos. Dejar enfriar y
filtrar.

PBS: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 4.3 mM, KH,PO, 1.47 mM (pH=7.4)

PFA 4%: paraformaldehido en PBS, pH 7.4.

Solucién Stop MTT: SDS 10% en HC1 0.01 M en agua

Tampdn Ensayo Fosfatasa alcalina (tampdn AP): Tris 100 mM (ph 9.5), NaCl 100

mM, MgCl, 50 mM, Tween 0.1%
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e Tampén de carga 6X: Tris-HCL 0.25 M (pH= 6.8), SDS 8%, glicerol 40%, Bromofenol
0.2%, B-mercaptoetanol 20%

e Tampén de corrida: Tris-HCL 0.025 M (pH= 8.3), glicina 0.192 M, SDS 0.1%

e Tampén de transferencia: Tris-HCL 0.025 M (pH= 8.3), glicina 0.192 M, SDS 0.1%,
metanol 20%

e TBS 10X: NaCl 1.4 M, KCl 26 mM, Tris 246 mM

e TBST-0.1%: Tween 0.1% en TBS 1X

2. Métodos

2.1. Obtencién de muestras de cordén umbilical humano

Las muestras de cordén umbilical se obtuvieron a través de la empresa VidaCel, cuyo
personal tomé las muestras previa firma de un consentimiento informado otorgado por las
madres. Dicho consentimiento estd asociado al uso de estas muestras en el contexto del
proyecto FONDEF D0311047, que lleva por titulo “Desarrollar Tecnologias para la obtencidn
y potencial uso de células troncales mesenquimaticas desde gelatina de Wharton para el
tratamiento de lesiones vasculares causadas por isquemia crénica de las extremidades”. El
uso de muestras de cordones umbilicales fue aprobado por el Comité de Etica de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile y por el Comité Asesor de Bioética de

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

Luego del parto, las muestras fueron almacenadas en un frasco estéril 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, las muestras no fueron utilizadas.
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2.2. Generacidn de cultivos de WJ-MSC a partir de cordén umbilical

Una vez en el laboratorio, el cordén fue pesado y segin este dato se calcularon las
condiciones de digestién. Luego, bajo campana de flujo laminar, el corddén se deposité en
una placa estéril de 15 mm de didmetro con PBS estéril y fue cortado con bisturi 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. El tejido restante, la WJ, se
corté con bisturi en trozos mas pequefios, de 0.5 mm de didmetro, los que fueron
incubados en colagenasa tipo 1 preparada en PBS a una concentracién final de 1 mg/ml
(0.1%). La digestién se realizé a 37°C en agitacidn orbital moderada por 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 digestién, se obtuvo una suspension gelatinosa que fue filtrada con gasa
estéril para eliminar trozos de tejido sin digerir. Posteriormente, el filirado fue diluido 5
veces con PBS estéril y se separd en tubos cdnicos de 50 ml (10 ml por cada tubo). Luego se
centrifugd a 1200 rpm por 10 minutos y se elimind el sobrenadante. El pellet celular fue
resuspendido en 50 ml de PBS para lavarlo y se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones. En este punto, cada pellet se resuspendié en 10 mi de PBS y se colectaron
todos en 1 tubo conico de 50 ml. Se centrifugd y el pellet se resuspendié en 5 ml de DMEM
10% SFB. Luego, se tomaron 10 pL que se mezclaron con 10 plL de azul de tripan 0.1% para
realizar un conteo celular en hemocitémetro. Finalmente, las células fueron sembradas en
DMEM/10% SFB/0.1% penicilina/estreptomicina en placas de 100 mm a una densidad de 1-
2 x10° células/placa y se mantuvieron en incubador con inyeccién de 5% CO, a 37°C.
Cuando las células 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 células descongeladas en subcultivos 3-6

usando muestras de al menos 3 donantes distintos.
2.3 Determinacién del tiempo de duplicacién poblacional

Se realizaron curvas de crecimiento para determinar tiempo de duplicacién poblacional
de diferentes cultivos de WI-MSC, para lo cual se sembraron a una densidad de 2 x 10*
céls/pocillo en placas de 12 pozos en medio completo y en triplicado. Luego de 24, 48y 72
horas, las células fueron tripsinizadas y contadas en camara de Neubauer. Para determinar
el tiempo de duplicacién poblacional, se consideraron los valores cuantificados para las 24 y
48 horas post-siembra y se utilizé la expresién [(horas de cultivo x Ln2/(Ln N2/N1})] donde
Ln es el logaritmo natural de N1 y N2 (N1, es el niimero de células luego de 24 horas post-

siembray N2 es el nimero luego de 48 horas) (Shohara, R. y col. 2012).
2.4. Aislamiento de HUVEC

En campana de flujo laminar, se mide la longitud del cordén 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 codgulos de la vena, se lavé con 10 ml de PBS 1X
tibio mediante inyeccién con una jeringa de 10 ml. Las HUVEC se aislaron por digestién con
colagenasa tipo 2 (0.2 mg/mL) en M199 por 15 minutos a 37°C. Luego se masajed el cordén
para soltar aquellas células adin unidas a la vena y se rescataron con M199. Esta suspension
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 1%, 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 inyeccién
de 5% de CO, hasta confluencia, con cambio de medio cada 48 horas. Los experimentos

fueron realizados hasta subcultivo 6.
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2.5. Citometria de flujo

Las WI-MSC fueron tripsinizadas y fueron resuspendidas en buffer de tincién (PBS, 1%
SFB) v se incubaron con el anticuerpo asociado a fluoréforo por 20 minutos en un volumen
final de 100 pl, que contuvo entre 100.000 y 400.000 células, los anticuerpos utilizados se
listan en la Tabla 5. Finalmente, las células fueron fijadas en PFA 1% y posteriormente
fueron analizadas en el equipo FACSCanto Il (BD Biosciences). Los andlisis se realizaron

usando el software Flowlo (Seminario de Titulo Samuel Martinez).
2.6. Ensayos de diferenciacién

Las células fueron sembradas en DMEM 10% SFB, al alcanzar el 90% de confluencia
fueron estimuladas con medios de diferenciacién a linaje osteogénico (dexametasona 0.01
mM (100X), B-Glicerofosfato al 0.2% en PBS (100X), acido ascérbico al 0.5% en PBS (100X})
o adipogénico (dexametasona 0.1 mM (100X), isobutilmetilxantina 10mg/ml en etanol
(100X), indometacina 100 mM, insulina {100 Unidades) 3ul/ml) por 15 dias. Cultivos control
se crecieron por el mismo tiempo en medio DMEM 1% SFB. Luego de 15 dias, los cultivos

fueron fijados y tefiidos con tinciones linaje-especificas.

2.7. Determinacién de la diferenciacién osteogénica (tincién con Alizarin Red S)

Se eliminé el medio de diferenciaciéon y las células fueron lavadas con PBS. A
continuacién fueron fijadas en etanol-formaldehido (9 ml etanol y 1 ml de formaldehido
37%) por 30 segundos. Luego de lavar la solucién de fijacién con PBS, se agregé Alizarin Red
S 40 mM en NaH,P04 0.1 M, pH 4.3 (0.041 g/ml} y se incubd por 10 minutos a temperatura
ambiente. Luego se elimind la tincién y se lavé repetidas veces con agua destilada. Se
mantuvo en PBS temperatura ambiente hasta su observacién en el microscopio, donde se

evalué el depésito de cristales de calcio en color rojo.
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2.8. Determinacién de la diferenciacién adipogénica (tincién con Oil Red O)

Se elimind el medio de diferenciacién y las células fueron lavadas con PBS. A
continuacién fueron fijadas en formaldehido 3.7%. Luego de multiples lavados con PBS, se
les agregé Oil Red O (0.2% en isopropanol) por 15-30 minutos a temperatura ambiente en
agitacién suave. Se lavé con agua destilada y se observaron al microscopio gotas de lipidos

de color rojo dentro del citoplasma.
2.9. Tratamientos farmacolégicos

Las células fueron expandidas hasta el 80% de confluencia en medio completo. En este
punto, se eliminé el suero y se agregaron los tratamientos farmacoldgicos en DMEM sin
suero y 0.1% de antibidticos por 48 horas (Tabla 1). Luego, se conservé el sobrenadante a -

80 °C o se extrajeron RNA o proteinas.

2.10. Determinacién de la actividad metabdlica mediante ensayo MTT

Las células fueron sembradas en medio completo a una densidad de 1 x 10* céls/pocillo
en placas de 24 pozos. Luego de 24 horas, se elimina el medio y se lavaron con PBS tibio.
Posteriormente, se evalud el efecto de las condiciones experimentales farmacoldgicas
sobre la actividad metabdlica de las WIJ-MSC, para lo cual, las células fueron tratadas con
500 pl de DMEM, DMEM + 5E1 5 pg/ml, DMEM + Pur 10 uM, en 0% y 10% de suero, por 24

y 48 horas.

16 horas antes del fin de los estimulos, se agregaron 50 pl del reactivo MTT 10X a cada
pocillo. Posterior a las 2 horas de incubacién con el reactivo MTT, se detuvo la reaccién
agregando 500 pl de “Solucién Stop” a cada pocillo y se incubaron las placas en las mismas

condiciones de cultivo por 16-18 horas. La “Solucidon Stop” permitié la disolucion del

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




cuantificado. Para esto, se tomaron 200 pl de cada condicidn y la actividad metabdlica se
determind midiendo la absorbancia a 560 nm usando un espectrofotémetro (Sunrise™,
Tecam) y usando como blanco la mezcla del medio, MTT y la “Solucién Stop” en un pocillo

sin células.

2.11. Extraccion de RNA

Se extrajo RNA desde WI-MSC sembradas en placas de 60 mm. Cuando las células
llegaron a un 80-90% de confluencia o Iluego del tratamiento farmacoldgico
correspondiente, se extrajo RNA segiin las instrucciones del kit Omega Biotek. Para esto, se
eliminé el medio de cultivo y se lavaron con PBS. Luego, en condiciones libres de RNAsas, se
agregé buffer de lisis (350 ! para placas de 60 mm) y se homogeneizo con la punta dela
pipeta. El lisado se recuperé en un tubo de 1.5 ml y se congelé a -20°C hasta la extraccion
de RNA. Para la extraccidn, las muestras fueron descongeladas y se extrajo RNA mediante
columnas de afinidad. Las muestras fueron eluidas en 35 pl de agua DEPC pre-calentada a

65°C. El RNA fue cuantificado en nanofotémetro (Nanophotometer® P-Class, Implem).
2.12. Sintesis de DNAc

Se realizé un tratamiento con DNAsa al RNA a fin de eliminar cualquier traza de DNA
gendmico remanente de la extraccion. La reaccion se realizé utilizando 2 ug de RNA, 1U de
DNasa | (Promega), Buffer DNAsa | 1X (Promega) y agua libre de nucleasas en un volumen
final de 10-20 pl seglin la concentracién de la muestra de RNA. La mezcla fue incubada
durante 30 minutos a 37°C. La reaccién se detuvo agregando 1 pL de DNasa stop solution e

incubando a 65°C por 10 minutos.

El DNAC se generd a partir de la muestra tratada con DNAsa y una reaccion de retro-

transcripcién. Para esto se utilizé la enzima RT Minus (200U/pl, Thermo), Random primers




(Promega) a una concentracién final de 0.2 pg por reaccién y 2 mM de dNTPs. La reaccion
se realiz6 con 2 pg de RNA con 0.5 U/pL 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 incubé a 42°C por 1 hora. Para inactivar la retro-
transcriptasa, la mezcla se incubd a 70°C por 10 minutos. Luego, las muestras fueron

diluidas hasta un volumen final de 100 pL. El DNAc se mantuvo a -202C 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. Ademds,
fueron disefiados para amplificar exones distintos con el fin de obtener fragmentos que,
segun el tamafio den cuenta de la amplificacion del DNAc y no del DNA gendmico, el cual

pudiese estar presente como posible contaminante.

Para cada par de partidores se le realizé una curva de melting y de eficiencia, con el fin
de determinar la amplificacién de un fragmento Unico a alta eficiencia, respectivamente.

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

Se realizaron los tratamientos farmacoldgicos y se extrajo RNA de cada condicion y se
generé DNACc. Se utilizé 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 usé el equipo 3000X
Stratagene y el programa MxPro para el andlisis de los datos. Se determiné la tasa de
cambio en la expresion de los genes utilizando la expresién de AACt (Bustin, S. A. y col.

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

ndmero 1 al nivel basal de expresién.

2(ACtvariable- ACtContrnI)= veces de cambi o
ACt variable: Ct gen x — Ct GAPDH (en tratamiento farmacolégico)
ACt control: Ct gen x — Ct GAPDH (en vehiculo de tratamiento farmacoldgico)

La reaccién se realizé utilizando Imput: 1-5 pl, Supermix 10 pl, partidor sentido y anti-
sentido 200-600 nM, H,O para completar 20 pl de reaccién. Las condiciones de uso de cada

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

Células sembradas en placas de 60 o 100 mm fueron lisadas con tampén de lisis
suplementado con inhibidor de proteasas (Roche) utilizando 100 y 300 pl respectivamente,
se arrastré todo el lisado con un cell scraper y se agregé a un tubo de 1.5 ml en frio, 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 rescato el sobrenadante y se
congelaron a -80°C hasta su uso, ademas de almacend una alicuota de 10 pl para

cuantificacién.
2.15. Cuantificacién de proteinas

Las muestras se cuantificaron usando el sistema comercial Bio-Rad DC Protein Assay,
siguiendo las indicaciones del fabricante, usando BSA como proteina estandar para la curva
de calibracién. 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 tomé el volumen
necesario para cargar entre 10-50 pg de proteinas por carril (10 pg para VEGF y B-actina; 50
pg para PTCH1 y SHH). Se agregé 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 realizé en tampdn 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 pm de poro en
tampén de transferencia durante 15-60 minutos en sistema de transferencia semi-seca
Transblot (Biorad). Para evaluar el paso de las proteinas hacia la membrana, ésta se tifi6

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

Las membranas fueron bloqueadas en 5% leche en TBS-T, en agitacion constante a
temperatura ambiente (1 hora para VEGF y B-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 agitacién constante a 4°C (condiciones en Tabla 4). Las membranas fueron
lavadas con TBS-T, 3 veces X 10 minutos en agitacidn para luego incubar con los anticuerpos
2° acoplados a HRP anti-cabra, ratén o conejo (1:5000) durante 1 hora a temperatura
ambiente en 5% leche TBS-T. Finalmente, la membrana se lavé tres veces durante 10
minutos en solucién de lavado y se revelé con el reactivo quimioluminiscente (Pierce).
Luego, la reaccién 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.

El Western blot para SHH utilizando el anticuerpo S5E1 se realizé 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 céls/pocillo.
Luego de 24 horas, se eliminé el medio de cultivo y se lavaron con PBS, 3 veces a
temperatura ambiente. A continuacién fueron fijadas en PFA 4% por 20 minutos a
temperatura ambiente, se elimind el PFA y se lavaron con PBS, 3 veces. Las células fueron
permeabilizadas y bloqueadas usando 5% BSA preparada en TBS-T 0.1% por una hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizé la incubacién con el anticuerpo 1° (anti-
SHH y PTCH1 1/50, anti-VEGF 1/1000) preparado en 5% BSA en camara himeda por 12-14
horas a 4°C (detalles en Tabla 4). Luego los cubre-objetos fueron lavados con PBS, 3 veces
para incubar las células con el anticuerpo 2° correspondiente (1/500). Ademds se utilizé
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 realizé una incubacién final de 5

minutos con DAPI (10 pg/ml en PBS) para tefiir los nticleos

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 microscopia confocal, las condiciones experimentales
fueron similares, con excepcién de la tincién nuclear utilizada, en lugar de DAPI se utilizé
TO-PRO3 (1/300) incubado junto el anticuerpo 2°, y fueron montadas de igual forma. Se

observaron en el microscopio confocal Zeiss LSM 510 y fueron analizadas usando el

programa LSM Image Browser.
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2.20. Inmunohistoquimica (IHQ) de cordén umbilical

El cordén umbilical fue trozado para generar fragmentos de de 1-3 cm de largo, los
cuales fueron lavados con PBS frio y fijados en PFA 4% por 18 a 24 hrs. A continuacién, 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 deshidratacién en un gradiente de alcoholes
durante 30 minutos. Una vez deshidratado, el tejido fue tratado con aclarador NeoClear
(Merck) durante 2 horas, recambidndolo a la hora. Finalmente, para preparar el tejido a ser
embebido, los trozos de cordén fueron tratados con parafina durante 3 horas, siendo
recambiada ésta 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 micrétomo en secciones de 15 a 20 um de espesor y
montados en placas xilanizadas. Para realizar la tincion, los cortes fueron desparafinados,
sometiéndolos a 60°C durante 20 minutos, posteriormente fueron lavadas con xilol y se les

sometié a un gradiente descendiente de alcoholes.

Con los cortes desparafinados, se realizé una incubacién con solucién citrato pH 3-3.5
para desenmascarar el antigeno durante 30 min a 80°C, seguido de la eliminacién de la
peroxidasa enddgena utilizando la solucion: 3% H,0,, 50% metanol en PBS. Luego, se

realizaron sucesivos lavados con PBS.

Para comenzar con el proceso de tincién, las muestras fueron blogueadas con una
solucién de suero de caballo al 5% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, se incubd en el anticuerpo 1° diluido en solucién de bloqueo durante toda
la noche a 4°C. Después de la incubacién con anticuerpo 2°, se lavé con PBS y
posteriormente, se incubd en solucion AB durante 30 minutos a temperatura ambiente,

seguido de un ditimo lavado antes del revelado. El proceso de revelado se realizé
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incubando con la solucién de DAB en su diluyente. Luego se realizé una contra-tincién con
hematoxilina por 45 segundos. Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas, lavando
en concentraciones crecientes de etanol a partir de agua, luego, se lavé con xilol 3 veces,
para luego montar con Entellan. Las muestras fueron observadas en microscopio éptico

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

2.21. Obtencién del sobrenadante celular {(medio condicionado) de WI-MSC

Las células fueron sembradas en medio completo. Cuando llegaron a un 80% de
confluencia, se eliminé el medio y se lavaron con PBS. Luego se agregé DMEM 0% SFB (3 mi
para placa de 60 mm y 7 ml para placa 100 mm) y se incubaron por 48 horas. Luego se
recuperé el medio, y se generaron alicuotas que fueron congeladas en nitrégeno liquido y

posteriormente almacenados a -80°C hasta su utilizacién.
2.22. Determinacion de factores angiogénicos (Proteome profiler array)

Se determind el contenido de factores angiogénicos en el sobrenadante (o MC, medio
condicionado) de las WJ-MSC siguiendo las instrucciones del kit Proteome profiler array (n°
catalogo # ARY007, R&D Systems). Brevemente, se descongeld el sobrenadante y se incubo
por una hora con el cocktail de anticuerpos primarios, en agitacion constante a
temperatura ambiente, mientras se bloquea la membrana en paralelo. Luego, se elimind la
solucién de bloqueo y se agregd a la membrana el sobrenadante pre-incubado que fue
dejado por 12-14 horas en agitacién constante a 4°C. Posteriormente, la membrana fue
lavada en tampén de lavado y se incubé con los anticuerpos 2°. Luego de 3 lavados, las

membranas fueron reveladas utilizando el reactivo quimioluminiscente del kit y filmes

fotogréficos en el equipo Curix 60 (AGFA).
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Para cuantificar la expresién de los factores, se usé el programa Imagel y mediante la
herramienta “Integrated density” se determind la intensidad de pixeles de cada punto,
incluyendo los puntos de control interno considerando un drea (nica 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 angiogénesis in vitro (formacién de ttibulos en HUVEC)

Se utilizaron HUVEC en subcultivos 1-6. Para preparar el ensayo, la noche anterior, se
dejaron una placa de 96 pocillos, puntas de 200 pl y Matrigel a 4°C para trabajar en frio, ya
que el Matrigel gelifica rapidamente a temperatura ambiente. Al dia siguiente, todos los
materiales se pusieron en hielo y se prepard el ensayo, para lo cual, se tomé una punta
amarilla a la cual se le corta un extremo para facilitar la toma del Matrigel (que es denso) y
se agregaron 50 pl a cada pocillo y las burbujas remanentes fueron eliminadas con una
aguja caliente. El Matrigel se dejé gelificando a 37°C por una hora. En el intertanto, las
HUVEC se trataron con tripsina 1X por 5 minutos a 37°C, transcurrido ese tiempo, las células
se recuperaron con medio endotelial completo y se centrifugaron a 2000 rpm por 5
minutos. Posteriormente, el pellet se resuspendi6 en PBS tibio y se cuantificé el nimero de
células en hemocitdmetro. Por cada pocillo del ensayo fueron sembradas 40.000 células,
que se dejaron en un tubo de 1.5 ml para cada condicién experimental. Luego, repetimos la
centrifugacién para resuspender el pellet en el medio correspondiente: EGM-2 (control
positivo), Control negativo (DMEM), sobrenadante, sobrenadante + Pur, etc. Cada
condicién experimental se realizé por triplicado (3 pocillos por condicién). Posterior a 3-4
horas se evalud el establecimiento de puntos de ramificacién y la formacién de tdbulos.
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 nimero de ramificaciones y de tdbulos por cada fotografia

usando el programa Image l.

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

(3.3 pg/ml) en medio basal EBM-2.
2.24. Ensayo de angiogénesis in vivo en la CAM de embrién de pollo

Los embriones de pollo se obtuvieron de la Avicola Chorombo (Don Pollo, Pirque,
Santiago) en el mismo dia de la postura del huevo, el cual fue considerado como dia
embrionario O (E0). Una vez en el laboratorio, los huevos se almacenaron a 5°C (hasta 2
semanas), lo que permitié6 mantener detenido el desarrollo hasta su uso. Antes de
comenzar un ensayo, los huevos se extrajeron desde su lugar de mantencién a 5°C y se
limpiaron con etanol 70%, quitando cualquier remanente de alcohol ya que puede resultar
nocivo para la viabilidad del embrién. Luego se les permitié aclimatarse a temperatura
ambiente por 1 hora. Posteriormente, los embriones se ingresaron a un incubador a 38°C,
76% humedad y con agitacion periddica cada 30 minutos (GQF Manufacturing Co. Modelo
1502), esto equivale al dia 0 de experimentacion. Luego de 3 dias (E3), se extrajeron 3 ml de
albiimina del huevo para permitir que el volumen al interior del huevo disminuyera, de esta
forma se impide que el embrién permanezca en contacto directo con la membrana
tectdcea (membrana subyacente de la cdscara) al momento de abrir el huevo. Para ello a
cada huevo se le realizé una puncién en su base con un punzén metélico para romper la
cdscara. Por el orificio se introdujo una jeringa de 10 ml y se extrajeron 3 mi de albtimina,
luego el huevo fue sellado con cinta adhesiva para volver al incubador. Luego de 24 horas
(E4), los huevos fueron abiertos para exponer al embrién y su CAM. Para esto se tomaron
los huevos y se extrajo un segmento de la cdscara desde la parte superior con una hoja de

gillet afilada. Para impedir posibles contaminaciones, se agregaron 250 pL de una mezcla de
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penicilina/estreptomicina/fungizona (0.1 %) sobre la CAM y luego se sellé con cinta
adhesiva para volver a ser incubado, ahora sin agitacién. En E8, se prepararon los estimulos
usando cubre-objetos redondos estériles (12 mm de didmetro), poniendo 10 pL 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 usé como control negativo
DMEM sin condicionar y como control positivo FGF2 (50 pg en 10 pl). Cuando los cubre-
objetos y los estimulos estuvieron secos, se abrid la ventana de cada huevo y se instald el
cubre-objeto con la gota seca contactando a la CAM. Una vez instalado el estimulo, se tomé
una fotografia 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 selié
inmediatamente con cinta adhesiva y se incubé en condiciones normales sin agitacion.
Pasados 4 dias (E12, t= 4), se abrieron los huevos y se volvid a fotografiar la zona cubierta
por el cubre-objeto. Las fotografias fueron tomadas con la cdmara HD IC80 (Leica) acoplada
a la lupa MZ124 (Leica). Finalmente, se procedid a la cuantificacion del efecto angiogénico

inducido por los estimulos en la CAM del embrién.
2.25. Cuantificacién del ensayo CAM

Usando programas de edicidn de imagenes (Imagel y Photoshop), en cada fotografia se
establecié una circunferencia de 4 mm de diametro concéntrico con el centro del cubre-
objeto en la fotografia del huevo en t= 0 y en la fotografia en t= 4. Se cuantificaron los vasos
sanguineos que cruzaron dicha circunferencia y se le adjudicé un puntaje a cada vaso segtin
el dngulo que se forma entre el punto con que cruzan la circunferencia y el centro del
estimulo. Si el dngulo fue entre 0° y 25°, se otorgd un puntaje= 2, si el angulo fue entre 25°

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

puntajes de todos los vasos, por cada fotografia se obtuvo un puntaje total. Asi, se obtuvo




un parametro de angiogénesis para t= 0 y t= 4, y para obtener el valor de angiogénesis, se
resté (puntaje dfa 4) — (puntaje dia 0) para cada embrién y condicién experimental. Estos

valores fueron calculados por cada huevo y fueron graficados.
2.26. Ensayo reportero de actividad fosfatasa alcalina (FA)

Se utilizé la linea celular de origen murino C3H10T1/2 ya que se diferencia al linaje
osteogénico en respuesta a SHH, por lo cual a través de su diferenciacidn, reporta la
presencia del ligando. En este ensayo se determind la presencia de SHH en el sobrenadante

de las WI-MSC.

Las C3H10T1/2 fueron sembradas en DMEM 10% SBF en placas de 24 pocillos sobre
cubre-objetos redondos de 12 mm de didmetro a una densidad de 10.000 céls/pocillo.
Luego de 24 horas, se les disminuyd el suero a 0.5% SFB, condiciones minimas de suero ya
que éste posee compohentes que podrfan inducir la diferenciacién de las células, ademas,
la ausencia de suero deja a las células dvidas por mas factores lo que les hace mas
propensas a responder a los factores agregados durante el ensayo de diferenciacion
(experimentos previos han demostrado que las C3H10T1/2 entran en apoptosis en carencia
de suero, por lo cual es estimd 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 WIJ-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 recuperd el sobrenadante {0 MC) de las WI-MSC y fue
centrifugado a 2000 rpm para eliminar restos de debris celular y se mantuvo a 37°C para

realizar los estimulos:
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- MC

- MC con anticuerpo bloqueante: al MC se le agregé S5E1 o 5Eld (anticuerpo
denaturado a 95°C) como control (5 pg/ml), esto se mantuvo a 37°C en agitacidn
suave por 45 minutos. Luego fueron aplicados a las células reporteras.

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

estudiara el efecto de este inhibidor sobre el proceso de diferenciacién, se mantuvo
a 37°C dentro del incubador por 45 minutos. Y luego de agregé MC mas Cyc.

Luego las placas se mantuvieron por 48 horas a 37°C. Transcurridas 48 horas, se elimind
el medio y se lavaron con PBS para ser fijadas con PFA 4% por 20 minutos. Luego se eliminé
el PFA y las células se lavaron tampdn AP, con el fin de eliminar restos de fosfatos
remanente del PFA 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 agregé una
mezcla de NBT/BCIP (3.5 pl/ml y 4.5 pl/ml en tampdn AP, respectivamente) y se incubd a
temperatura ambiente en oscuridad por 2 horas. La diferenciacién se evaludé mediante la
aparicién de un precipitado purpura, indicativo de la reaccién positiva de la enzima FA. Al
observarse el precipitado, se detuvo la reaccién eliminando la mezcla NBT/BCIP vy

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

Para cuantificar el grado de diferenciacién, se contabilizaron el nimero de células FA*
(parpuras) y el nimero total de células, para esto se realizé una co-tincién nuclear
utilizando Nuclear fast red, el cual se agregd 20-30 minutos a temperatura ambiente, lo

cual tifie los ntcleos de color rosado.

La cuantificacidn se realizé tomando 5 fotografias por cada cubre-objetos utilizando el
microscopio 6ptico Olympus BX51, con un aumento total de 40X (objetivo de 10X}, por lo

cual se obtuvieron 15 fotografias por condicién. Se conté el niimero total de células
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(Nuclear fast red’) y las células FA" utilizando la herramienta “Cell counter” del programa
Imagel y se determiné un porcentaje de células diferenciadas por fotografia (células
FA*/células totales x 100%), luego estos datos fueron graficados utilizando el programa

GraphPad Prism.

2.27. Anélisis estadistico

Todos los ensayos fueron realizados al menos con 3 muestras de WJ-MSC de donantes
distintos, los cuales se mencionan como |, 1, 111, etc, sin embargo, eso no quiere decir que se
usaron las mismas 3 muestras en todos los experimentos. Ademads, se realizaron al menos 3

experimentos distintos por cada analisis.

Los valores fueron graficados como promedio + S.E.M, donde “n” indica en ndmero de

cultivos celulares independientes generados de diferentes donantes.

La comparacién estadistica entre uno o mas grupos de datos se realizé6 mediante test
de Student, Anova de una via o 2 vias, segin se indica en cada resultado. Para visualizar los
resultados, se utilizé el software Graphpad Prism 5.0b (GraphPad Software Inc., San Diego,

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

1. Expresién de los componentes de la via SHH/GLI

1.1.SHH y PTCH1 se expresan en el estroma del cordén umbilical humano

Con el objeto de analizar el papel de la via SHH/GLI en la angiogénesis en el contexto del
estroma, escogimos el cordén umbilical como modelo de estudio. Por ello nuestro analisis
comenzé determinando la expresién de los componentes fundamentales de esta via de
sefializacién en la gelatina de Wharton (WJ) del corddn: SHH, el ligando y PTCH1, su

receptor.

Observamos que SHH se expresé en amplias dreas del cordén, mayormente en los
vasos y alrededor de ellos, en la WJ (Figura 5A). Para determinar con mas detalle en qué
regiones del corddn se expresa SHH, realizamos inmunofluorescencia confocal en cortes de
corddn, utilizamos coldgeno IV para marcar la W), rica en este componente, y faloidina-
rodamina para demarcar los cuerpos celulares. La tincidon se realizé en condiciones
permeabilizantes por lo cual la marca observada de SHH es intracelular. Determinamos que
SHH se expresé en las WJ-MSC inmersas en el estroma del cordén (WJ) (Figura 5B, C). En
concordancia, PTCH1 también se expresd en el corddn y observamos una distribucién
similar a SHH, ya que encontramos marca en la WJ y alrededor de los vasos umbilicales

(Figura 5D).
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Figura 5. SHH y PTCH1 se expresan en el estroma del cordén umbilical humano.

(A) Inmunohistoquimica en un corte transversal de cordén umbilical muestra la marca de SHH en el
estroma y los vasos umbilicales (barra= 50 mm). (B) SHH se expresa en las células de la gelatina de
Wharton, WJ-MSC (barra: 50 um). (C) WJ-MSC, en un acercamiento se puede observar la marca de
SHH en estas células (barra: 5 um). (D) En un corte de corddn, podemos ver la expresién de PTCH1
en la gelatina de Wharton y en los vasos umbilicales. (E) En la region amplificada se muestra que las
células inmersas en la gelatina expresan el receptor (40x) (barra: 100 um). (F) Fotografia con mayor
aumento (100x) muestra células positiva para PTCH1 rodeada de la matriz extracelular (barra: 20

um).
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En una vista a mayor aumento determinamos que hay células positivas para PTCH1

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

Esta observacién nos confirma que los componentes de la via SHH/GLI se expresan en

este contexto fisiolégico, lo que sugiere una actividad de ésta en el estroma del cordén

umbilical.
1.2. WI-MSC expresan SHH

Los estudios funcionales los realizamos en cultivos primarios de WJ-MSC. Por ello,
previo a dichos estudios las células fueron caracterizadas segtn la ISCT (International
Society of Cellular Therapy) (Dominici, M. y col. 2006; Tyndall, A. y Uccelli, A. 2009). Las WI-
MSC se adhirieron a la superficie de cultivo y adquirieron una morfologia fibroblastoide. Las
WJ-MSC se diferenciaron a linajes adipogénico y osteogénico in vitro. Adicionalmente se
determind la expresién de marcadores mesenquimales (CD105, CD90, CD73, CD44 y CD29),
ausencia de marcadores de linaje hematopoyético (CD45 y CD14, HLA-D) y endotelial
(CD31). Asimismo, se determiné que una subpoblacién de WJ-MSC expresa STRO-1 y que
también expresan OCT4, un factor de transcripcién que se asocia con poblaciones troncales.

Se calculé el tiempo de duplicacién 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 sefializacién ocurre en las WJ-MSC y bajo qué mecanismos.
Para ello evaluamos la expresién 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 lineas

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
biolégica. Estas bandas también fueron detectadas en lisados de la linea Saos-2 y de tubo
neural de embrién de pollo, utilizados como controles positivos. Se utilizé tejido de
embrién de 4 dias post-fecundacién (E4) ya que en este punto del desarrollo, el tubo neural
de pollo esta bajo la influencia inductiva de la notocorda, una fuente rica en SHH (Figura
6B). Asimismo, SHH se observé en la toda la superficie celular. La tincién se realizé en

condiciones permeabilizantes por lo cual vemos el ligando intracelular (figura 6C).

Estas evidencias indican que las WI-MSC expresan SHH y ademds, podrian ser la fuente

de ligando.

1.3.WJ-MSC secretan SHH con actividad bioldgica

Para determinar si las WJ-MSC secretan SHH basalmente y si éste se encuentra
biodisponible, realizamos un ensayo reportero que consistié en utilizar el sobrenadante de
las WIJ-MSC sobre la linea celular mesenquimal murina C3H10T1/2, donde el ligando
presente en el sobrenadante induciria la diferenciacién a linaje osteogénico y por ende
marcacién positiva para la enzima fosfatasa alcalina. Nuestros resultados indicaron que las
células reporteras se diferenciaron luego de estar expuestas por 48 horas al sobrenadante,
como se determiné mediante la tincién que indica la actividad FA, actividad adquirida por

las células en diferenciacién (Figura 7A, G).

Como el sobrenadante podria contener otros factores secretados por las WJ-MSC,
distintos de SHH, capaces de inducir la diferenciacién, seguidamente utilizamos 2
inhibidores especificos de la sefializaciéon de SHH: Cyc y 5E1 (Figura 7C, E). Cyc es un

inhibidor de la via que acttia a nivel del receptor de SHH, PTCH1. Es por esto, que las células
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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 también se le agregé Cyc para evitar el lavado del
inhibidor desde el receptor. El porcentaje de células diferenciadas disminuyé en un 50% a
diferencia del control EtOH, vehiculo de Cyc (Figura 7D, G), indicativo que el MC de las WJ-
MSC contenfa SHH funcionalmente activo (Figura 7C, G). Dado que se ha reportado que Cyc
podria 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 blogueante de la sefializacién al reconocer un epitope
en SHH, impidiendo su unién al receptor, por lo cual se pre-incubé el sobrenadante con el
anticuerpo previo al tratamiento de las células reporteras. El porcentaje de células
diferenciadas disminuyé nuevamente en torno a un 50% (Figura 7E, G), indicativo que el
MC contenfa SHH con actividad biolégica. Utilizamos como control la incubacién con el
anticuerpo denaturado (5E1d), el cual no tuvo efectos sobre el proceso de diferenciacion

(Figura 7F, G).

El efecto de ambos inhibidores especificos de la sefializacién de la via es claramente
indicativo de que las WIJ-MSC secretan SHH constitutivamente, lo que sugiere la

sefializacion activa de la via en estas células.

Estos resultados en su conjunto, demuestran que las WIJ-MSC son una fuente bioldgica
de SHH, el cual podria ejercer funciones sobre esta misma poblacién, sugiriendo una
sefializacién autocrina, o paracrina actuando sobre otras poblaciones celulares. Por tanto,

SHH podria estar cumpliendo distintos roles en su nicho del cordén 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-1ll), se utilizd
DNAc de las lineas celulares humanas Saos-2 y HEK293 como control positivo. (B) Se muestra la
abundancia de SHH en WJ-MSC. Se destaca la proteina inmadura de 45 kDa y la forma procesada,
con actividad bioldgica de 20 kDa. Como controles positivos, utilizamos N-Shh: Shh recombinante,
T.N: tubo neural de embrién de pollo, Saos-2: células de osteosarcoma humano. (C) Imagen
representativa revelando la localizaciéon celular de SHH en cultivos primarios de WJ-MSC (analizado
por inmunofluorescencia indirecta); se utilizé faloidina para marcar el contorno celular y DAPI para
marcar el nucleo. Barra de tamafio = 10 um.
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Figura 7. WJ-MSC secretan SHH biolégicamente activo.

Células C3H10T1/2 se diferencian a linaje osteogénico en respuesta a SHH. (A) Células C3H10T1/2
son sembradas en bajo suero (0,5% SBF) por 24 horas antes de recibir los estimulos. Las células
reporteras fueron tratadas con el sobrenadante (o medio condicionado, MC) de las WJ-MSC en las
siguientes condiciones: MC, MC + Cyc, MC + EtOH (vehiculo de Cyc), MC + 5E1 (anticuerpo
blogueante de SHH) y MC + 5E1d (anticuerpo bloqueante denaturado) por 48 horas. (B)
Cuantificacion de la actividad FA (fosfatasa alcalina) en células C3H10T1/2, expresado como
porcentaje de células FA" (células color purpura) sobre el total de células Nuclear fast red *, tincién
para nucleos (los nucleos se aprecian en color rosado). Anova de una via (* P < 0.05). Barra de
tamafio = 50 um.
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1.4.Las WI-MSC expresan PTCH1 y los componentes de la via SHH/GLI

SHH es secretado por las WI-MSC, lo que sugiere que las células sefializan a otras
poblaciones celulares o bien, responden de forma autocrina. Por ello evaluamos la
expresion de PTCH1, receptor de SHH y otros componentes fundamentales para la

sefializacién en WIJ-MSC,

PTCH1 se expresa en todas las muestras de WJ-MSC ensayadas, sin embargo, los
niveles de transcrito varfan entre ellas, lo cual es ademas influenciado por el suero. la
presencia de suero induce una disminucidn en la expresién del transcrito (Figura 8A). Conel
objeto de analizar la expresién de PTCH1 como proteina, se utilizaron lisados celulares de
WI-MSC y se determiné su expresién por Western blot, visualizando una banda de 140 kDa,
también presente en los lisados de los controles positivos utilizados: Saos-2, lisado de
células endoteliales umbilicales y tubo neural de embrién de pollo (Figura 8B). La
distribucion celular se observé perinuclear siguiendo un patrén punteado como descrito
para otros receptores de superficie. Las células con marca positiva para PTCH1 también lo

fueron para SHH, apoyando la idea de una respuesta autocrina/paracrina (Figura 8C).

Asimismo, determinamos la expresién de otros importantes componentes de la via:
SMO, GLI1, GLI2 y GLI3, analizados mediante RT-PCR. La expresién de GLI/1 es indicativa de
la actividad transcripcional de la via, lo que sugiere que la via estd activa en las WJ-MSC
(Figura 8D). Pudimos determinar que las WJ-MSC expresan PTCH1 y otros componentes de
la via SHH/GLI que les permitiria responder al ligando, reforzando la hipétesis de que la via
cumple un papel fisiolégico en estas células. Asimismo, demostramos que las WJ-MSC
secretan SHH con actividad biolégica, por lo cual nace la pregunta si estas células son la

fuente del ligando y a la vez responden a él regulando ciertos procesos celulares, como la

angiogénesis.
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Figura 8. WJ-MSC expresan PTCH1 y los componentes de la via SHH/GLI.

(A) Expresidn del transcrito PTCH1 en 5 muestras de WJ-MSC en ausencia y presencia de suero. Se
grafican los niveles de PTCH1 relativos a GAPDH. (B) Abundancia de la proteina PTCH1 (140kDa) en
WJ-MSC provenientes de 3 donantes distintos (I- 1), se utilizaron como controles positivos extractos
de la linea celular Saos-2 (S2), células endoteliales (CE) y como control positivo tubo neural de
embrion de pollo (T.N). (C) Expresiéon de PTCH1 y SHH en WIJ-MSC, evaluado mediante
inmunofluorescencia y microscopia confocal. Se utilizé TO-PRO3 para demarcar el ntcleo celular. Se
obseva la co-distribucion de ambas proteinas en las mismas células. (D) Expresion de SMO y los
factores de transcripcién GLI1, GLI2 y GLI3 en WI-MSC. Se amplific6 GAPDH como control interno de
las muestras y del RT (-).Barra de tamafio = 10 um.
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2. WI-MSC secretan factores de crecimiento

2.1.WIJ-MSC secretan factores angiogénicos y existe variabilidad en los secretomas de
muestras provenientes de donantes distintos

Para evaluar la posible modulacién de las propiedades angiogénicas de las WJ-MSC por
parte de la via SHH/GLI, en primer lugar quisimos determinar la composicién del secretoma
angiogénico en condiciones basales con el objeto de poder, posteriormente, evaluar el
perfil del secretoma de estas células en respuesta a SHH. Para ello analizamos el
sobrenadante de WI-MSC provenientes de 6 donantes y observamos que poseen un perfil
similar de moléculas secretadas, pero no idéntico entre ellos. De hecho, al analizarlas en
detalle, hay ciertas moléculas que se secretan en menor o mayor magnitud dependiendo
del donante (Figura 9A). Notoriamente, los factores que varian entre los donantes son los
mismos: Angiogenina, Factor de coagulacién Ill, HGF, IGFBP-3, IL-8 y ANGPT1, de efecto
angiogénico y Endostatina y Pentraxina-3 de efecto anti-angiogénico (Figura 9B). Esta
diferencia en los secretomas de distintas muestras provenientes de cordén umbilical fue

descrita en un trabajo reciente, avalando nuestro resultado (Choi, M. y col. 2013).

2.2.WI-MSC secretan factores tréficos relacionados con el proceso de reparacion
tisular

De las 55 moléculas que pueden ser detectadas mediante este arregio de proteinas,
seleccionamos algunas v las clasificamos segun su funcién dentro del proceso de reparacion
tisular, ya que es una funcién fisiolégica de las MSC (Roubelakis, M. G. y col. 2013) (Figura
10). Encontramos factores relacionados directamente con el proceso de angiogénesis tales
como: Angiogenina, ANGPT1, ANGPT2, EG-VEGF, uPA, Endostatina, Endotelina-1, aFGF, PD-
ECGF, PDGF-AA, PDGF-BB/AB, VEGF, VEGF-C. En reparacién de tejidos: EGF, TSP-1, FGF2,
FGF4, FGF7, Angiostatina, HB-EGC y HGF. Algunos factores de efecto anti-angiogénico:

Vasohibina y ADAMST-1. Algunos factores relacionados con los procesos inflamatorios: IL-8,
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LAP, Pentraxina-3, MCP-1, MIP-1a, con migracion: CXCL16, DPPIV, TIMP-1, MMP-8, MMP-9
y otros involucrados con la coagulacién: Factor plaquetario IV y Factor de coagulacion 3

(Figura 10).

Hacemos notar que esta clasificacién no resta que varias de estas moléculas tengan
efectos mas amplios y puedan ser clasificados en mds de una categoria, siendo esto una
prueba molecular de lo fina que es la regulacién de los procesos involucrados en la

mantencidn y regeneracién de vasos sanguineos.

2.3.WJ-MSC secretan factores que inducen la angiogénesis in vitro

Para determinar el potencial inductor de angiogénesis de los factores secretados por las
WI-MSC, probamos el secretoma en un ensayo in vitro. Para lo cual utilizamos cultivos
primarios de células endoteliales de vena de cordén umbilical (HUVEC) en ensayos sobre
Matrigel, para observar la formacién de estructuras tridimensionales del tipo capilares.
Decidimos utilizar cultivos primarios HUVEC, ya que a pesar del extenso uso y
caracterizacién de este tipo de ensayos usando lineas inmortalizadas, nos interesé utilizar

un sistema celular que fuese lo mas similar al nicho umbilical.
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Figura 9. WJ-MSC secretan factores angiogénicos y existe diversidad en los secretomas.

(A) Se analizé el sobrenadante de 6 WJ-MSC en subcultivos (SC) 3-5 y se determinaron las proteinas
angiogénicas presentes. Se observaron diferencias en los niveles de algunas de las moléculas de
efecto anti (-) y pro-angiogénico (+) (recuadros verdes), los nimeros se corresponden a las moléculas
listadas en (B), los recuadros en rojo indican el control interno de cada ensayo y no representan
ninguna molécula. El 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 angiogénesis y la
reparacion de tejidos.

Se graficaron los niveles relativos de algunas de las moléculas secretadas por las WJ-MSC y se
clasificaron segln su funcidn en los procesos de angiogénesis (pro o anti), reparacion de tejidos,
inflamacién, migracion celular y coagulacién. Se graficaron como promedio + SEM (n= 6).
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En todas las condiciones las células endoteliales se adhirieron al Matrigel. Ante VEGF
(40 ng/ml) y FGF2 (20 ng/ml), factores angiogénicos clasicos, las células endoteliales
migraron y formaron tubulos (Figura 11A, B). También lo hicieron en respuesta a SHH (33
pg/ml), el cual posee un efecto directo sobre la angiogénesis mediante sefializacién no
candnica (Figura 11C). Asimismo, utilizamos EGM-2, medio de crecimiento endotelial rico
en factores angiogénicos que, tal como se esperaba, también indujo la formacién de
ramificaciones y tibulos (figura 11D). Como esta Ultima fue la condicién que nos permitio
obtener la respuesta angiogénica mas robusta y reproducible, utilizamos este medio en
futuros experimentos como control positivo. Como control negativo utilizamos DMEM,

vehiculo del sobrenadante (Figura 11E), el cual no indujo respuesta.

La cuantificacién de interacciones del tipo ramificaciones mostraron que los factores
pro-angiogénicos VEGF, FGF2, SHH y EGM-2 indujeron positivamente la interaccion entre
las células endoteliales (Figura 11G). Las ramificaciones se complejizaron y conformaron
estructuras poligonales o tubulos, los que se generaron similar a lo observado en los
controles positivos. Sin embargo, SHH tuvo un efecto menor ya que sélo alcanzé el 50% del

efecto generado por el medio EGM-2 (Figura 11H).

El sobrenadante de las WJ-MSC demostrd ser promotor de la angiogénesis en las
células endoteliales (Figura 16F) ya que indujo la formacién de ramificaciones de forma
significativa, respecto de DMEM (Figura 11G). La estimulacién de la formacién de tibulos se
observé en menor medida, independiente del tiempo utilizado en los ensayos (Figura 11H),
lo que indica que los factores secretados por las Wi-MSC indujeron el proceso de migracién

celular (establecimiento de ramificaciones).

No podemos descartar que el ligando SHH presente en el sobrenadante pueda formar

parte de los factores angiogénicos secretados por las WJ-MSC que inducen la respuesta
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observada. Nuestros resultados indican que las células endoteliales estudiadas expresan el

receptor PTCH1, lo que les permitiria responder a SHH de manera no candnica (Anexo 3).

Estas observaciones nos indican que las WJ-MSC secretan un secretoma enriquecido de
factores tanto pro- como anti- angiogénicos, que en su conjunto son capaces de modular el
comportamiento de las células endoteliales in vitro. 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 angiogénico in vitro.

HUVEC fueron tratadas con los estimulos indicados por 3-4 horas. La angiogénesis se cuantifico
determinando el nimero de puntos de ramificacion y de tiubulos generados. Se evaluaron distintos
agentes como controles positivos. (A) VEGF (B) FGF2 (C) SHH D) Control (+), EGM-2 y (E) DMEM,
control negativo. (F) Se utilizé el sobrenadante (MC) generado por las WJ-MSC luego de 48 de
condicionamiento (G) Cuantificacion del nimero de ramificaciones observadas en cada condicién (H)
Cuantificacion del nimero de tubulos generados en cada condicidn. Las células fueron fotografiadas
con una cdmara digital acoplada a un microscopio de contraste de fase. Cada fotografia 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 via, * P < 0.05, n=4). Barra de tamafio: 100 um.




3. Lavia SHH/GLI estd activa en las WJ-MSC

3.1.Lla actividad metabdlica de las WI-MSC no se ve afectada con los tratamientos
farmacoldgicos

Los resultados hasta ahora descritos nos indican que la via SHH/GLI esta activa en las
WJ-MSC de forma tal que puede ser modulada mediante intervencién farmacoldgica. Por
ello, lo siguiente fue determinar la regulacién de la via sobre factores angiogénicos en
ensayos in vitro e in vivo. 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 células troncales progenitoras (Fuccillo,

M. y col. 2006).

En presencia de suero las WJ-MSC muestran morfologfa fibroblastoide (Figura 12A) en
tanto en todas las condiciones de privacién de suero (0% SFB, Pur y 5E1), observamos que
las células adquirieron una forma alargada (Figura 12B, D), similar a lo ya descrito
(Pochampally, R. R. y col. 2004). Para determinar si el estado metabdlico de las células
podria verse alterado por los tratamientos revisamos 2 pardmetros: proliferacién y
actividad metabélica. Las células proliferan en presencia de suero, en 0% SFB se observa un
aumento constante del nimero celular en el tiempo, pero ocurre a una tasa de
proliferacién menor a la condicién 10% SFB. Situacién similar a lo observado en presencia
de Pur y Cyc, donde el nimero celular no alcanza a duplicarse en 48 horas (31.000 células
en Pur y 28.000 en Cyc, versus las 20.000 sembradas inicialmente), lo que nos indica que
estos tratamientos no alteraron significativamente el nimero celular (Figura 12E). Esta
tendencia se mantiene luego de 72 horas. Finalmente, determinamos que las condiciones
experimentales descritas no mermaron significativamente la actividad metabdlica de las

WJ-MSC en los tiempos ensayados (Figura 12F).
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Figura 12. La modulacién farmacoldgica de la via SHH no afecta la actividad metabélica de las WJ-
MSC.

Morfologia celular de WJ-MSC en las condiciones experimentales estudiadas: (A) 10% SFB, (B) 0%
SFB, (C) Pur y (D) 5E1. (Barra de tamafio: 50 um). (E) Crecimiento celular en las citadas condiciones
experimentales hasta 72 horas post-siembra. (F) Mediante ensayo MTT se determind la actividad
metabdlica de las células luego de 48 horas en presencia de los tratamientos mencionados. (n= 3,
Anova de una via *P < 0.05).




Estos antecedentes nos permiten confirmar que los tratamientos farmacoldgicos
utilizados en esta tesis no alteran la viabilidad celular, asegurando que los posibles efectos
sobre la angiogénesis no son por una alteracién en el metabolismo celular en si sino

dependen de cambios inducidos por la actividad de via SHH/GLI.

3.2.La estimulacién de la via modula la expresién de PTCH1, GLI1y FGF2

Para evaluar si la via SHH/GLI se encuentra activa en las WJ-MSC realizamos
tratamientos farmacolégicos y medimos su efecto sobre la expresién de genes blanco.
Utilizamos el agonista Pur en un rango temporal de 6 hasta 48 horas y determinamos su

efecto sobre los niveles de expresion de genes diana.

En una curva de tiempo que cubre el rango temporal de genes de respuesta tempranay
tardia (6-48 horas), determinamos que los niveles de PTCHI1 no cambiaron
significativamente en condiciones control (Figura 13A). En cambio, cuando las WJ-MSC
fueron expuestas al agonista, los niveles de PTCH1 aumentaron desde las 6-12 horas de
tratamiento, con un aumento significativo a las 24 horas, con un maximo a las 48 horas de
estimulacién (Figura 13B). Asimismo, evaluamos el efecto de la estimulacién sobre otro
blanco de la via, GL/1, cuya expresién aumentd luego de 48 horas. PTCH1 y GLI1 son blancos
de los factores GLI y forman parte de mecanismos de retroalimentacién, por lo cual, el
aumento de ambos transcritos indica que la via SHH/GLI canédnica estd activa en las WI-
MSC. Ademads, el aumento de GLI1 se correlaciona con la regulacién transcripcional de
genes de respuesta tardia de [a via, ya que la proteina acttia como un potenciador de la

activacién de la via y es activado por GLI2 (Figura 13C).

A continuacién, quisimos estudiar el comportamiento de otro gen blanco de la via
relacionado directamente con la angiogénesis, FGF2, el cual es modulado de forma negativa

por SHH (Pola, R. y col. 2001). Si FGF2 es regulado en las WIJ-MSC podriamos confirmar que
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la via SHH regula procesos angiogénicos en las WJ-MSC. Los niveles de FGF2 variaron
durante el tiempo estudiado en la condicién 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 manteniéndose asi hasta las 48
horas de estimulacién (Figura 17E), lo que confirma que FGF2 es modulado por la via

SHH/GLI en W}-MSC.

Estos resultados nos permiten afirmar que la via SHH/GLI estd activa en WJ-MSC, ya
que al estimularla variaron los niveles de 3 genes blancos: PTCH1, GLI1y FGF2. Estos datos
confirman no soélo la sensibilidad de las WI-MSC a la via SHH/GLI candnica, sino que
también nos entrega una ventana temporal en que los genes blancos de la via responden

de forma significativa a la estimulacién: desde las 24 hasta las 48 horas.

3.3.El bloqueo de la sefializacién de SHH disminuye la expresion de PTCH1 y aumenta
la de FGF2 en WI-MSC

A continuacién las WJ-MSC fueron tratadas con el anticuerpo 5E1 por 48 horas en
ausencia de suero. Este rango temporal fue seleccionado para permitir que el anticuerpo
blogqueante se uniera al SHH secretado y asi obtener una respuesta acumulativa en el
tiempo. A su vez nos permite comparar con una condicién experimental similar a la

estudiada con el agonista Pur.

Evaluamos el efecto de 5E1 sobre la expresion de PTCH1 y FGF2. Observamos una
disminucién significativa del transcrito de PTCH1 (Figura 14A) y un consecuente aumento
de FGF2 (Figura 14B). Ambas respuestas estan en concordancia al efecto inducido por Pur

(Figura 13), lo que nos indica que 5E1 si modulé negativamente la actividad de la via.

Estos resultados nos permiten afirmar que la via de SHH/GLI presenta actividad

canénica constitutiva en las WIJ-MSC, que puede ser bloqueada mediante el uso de




inhibidores, lo cual es también indicativo de que la sefializacion de la via ocurre de forma

autocrina y/o paracrina.

4. Lavia SHH/GLI regula las propiedades angiogénicas de WI-MSC

4.1.1a estimulacion de la via SHH/GLI en WJ-MSC potencia el efecto angiogénico de
su secretoma

Habiendo determinado que la via de SHH/GLI esta activa en las WI-MSC, quisimos
evaluar si la modulacién de la misma podria regular las propiedades pro-angiogénicas de
estas células, para lo cual utilizamos los secretomas (MC), generados esta vez en presencia

de Pur (MC+Pur) o 5E1 (MC+5E1), en un ensayo de formacién de tibulos (Figura 15).

El (MC+Pur), indujo un aumento significativo en el nimero de ramificaciones (3 veces
de aumento) y en el nimero de tibulos (12 veces de aumento) comparado con el MC
control (Figura 15A, Cy 15B, D respectivamente), lo que sugiere que la estimulacién de la
via SHH/GLI favorece la secrecién de factores angiogénicos que acttan a su vez sobre las
células endoteliales promoviendo la migracién celular (ramificaciones) y la diferenciacién

tubular, eventos fundamentales durante el proceso angiogénico.

De forma complementaria, el ensayo se realizé utilizando MC generado luego de 24
horas de estimulacién con Pur y observamos que sélo el (MC+Pur) de 48 horas estimulé la
angiogénesis de forma significativa respecto de los controles (Anexo 4). Esto ultimo
respalda que la estimulacién de las WJ-MSC con Pur induce la expresién y acumulacién de
factores angiogénicos luego de las 24 horas, lo que coincide con la activacién

transcripcional de la via (Figura 13).
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Figura 13. La via SHH/GLI estd activa en WJ-MSC.

{A) Se grafican los valores (Ct PTCH1)/ (Ct GAPDH} de 3 experimentos distintos para ilustrar los

niveles del gen en la condicién control y en respuesta al agonista Pur. {B) Veces de induccién del

transcrito de PTCH1 respecto de GAPDH. Luego de 24 y 48 horas se observé un aumento significativo
de los niveles de PTCHI1. {C) Los niveles de GLI1 aumentaron a las 48 horas en respuesta al
tratamiento con el agonista, como fue determinado por RT-PCR. (D) Como control de la activacion de
la via, analizamos la expresién de FGF2, que también es blanco de la via SHH/GLI, pero éste
disminuye en respuesta a la estimulacién de la via con Pur. Se grafican los valores (Ct FGF2)/ {Ct
GAPDH) de 3 experimentos distintos para ilustrar los niveles en la condicién control y en respuesta al
agonista Pur. {E) Veces de induccién de FGF2 respecto de GAPDH, se observa la disminucién 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. El bloqueo de SHH inhibe la actividad basal de la via en WJ-MSC.

WIJ-MSC fueron tratatas con el anticuerpo bloqueante de SHH 5E1 (5 pg/ml) por 48 horas en
ausencia de suero. (A) Se determind la actividad de la via segtin los niveles del transcrito de PTCHI.
Se observa una disminucién significativa en la expresién del mismo. (B) La inhibicién de la via con
5E1 indujo un aumento en los niveles de transcrito de FGF2. (n= 3, test de Student, *p < 0.05).
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4.2.la inhibicién de la via SHH/GLI disminuye las propriedades angiogénicas del
secretoma de WJ-MSC

El sobrenadante (MC+5E1) indujo una menor formacién de ramificaciones (0,25 veces)
y tubulos (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 mas tubulos versus 0,7 veces menos tlbulos en (MC+Pur) y (MC+5E1),
respectivamente), lo que apoya la idea que existe una baja actividad basal de la via en WJ-
MSC. Sin embargo, ésta es requerida para la secrecién de factores angiogénicos ya que al
inhibirla, se disminuye la secrecién de ellos, o bien, la inhibicién de la via SHH/GLI podria
permitir la sefalizacién de vias alternativas que modulan la expresién y secrecién de
factores anti-angiogénicos, con la consecuente disminucién en la respuesta angiogénica

observada en este ensayo.

Este ensayo demuestra que las propiedades angiogénicas de las WJ-MSC son reguladas
por la via SHH/GLI y que su sefializacién permite la secrecién de factores promotores del
proceso. Sin embargo, este ensayo no nos permite definir qué factores han sido modulados

por la via SHH/GLI.

5. La via SHH/GLI modula las propiedades angiogénicas de las WJ-MSC mediante la
regulacién de la expresion de diversos factores tréficos

5.1.VEGF y ANGPT1 son genes regulados por la via SHH/GLI en WJ-MSC

Las propiedades angiogénicas de las WIJ-MSC son reguladas por la via SHH/GLI, pero
desconocemos que moléculas podrian estar involucradas. Es por ello que quisimos
investigar si la via regula la expresidn y secrecion de 2 factores angiogénices clasicos: VEGF

y ANGPTL1.
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Figura 15. La via SHH/GLI modula las propiedades angiogénicas de las WI-MSC in vitro.

Se utilizé el sobrenadante (MC) generado en presencia de Pur o 5E1 y se evalud el potencial
angiogénico del MC en ensayo de formacién de tibulos. {A) Imagen representativa de la respuesta
angiogénica generada en presencia de MC. {B) El MC generado en presencia de Pur, induce una
mayor respuesta angiogénica lo cual se sustenta sobre una mayor formacidén de ramificaciones (C) y
de tubulos (D). Por el contrario, al estudiar el efecto del MC generado en presencia de 5E1 versus el
control (E), se observa una respuesta angiogénica menor (F), como se puede ver en la cuantificacién
de la formacién de ramificaciones (G) y de tdbulos (H). (MC generados a partir de al menos 3
muestras distintas, Test de Student * p < 0,05). Barra de tamafio: 100 pm.
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5.2,VEGF y ANGPT1 se expresan en WJ-MSC

En primer lugar caracterizamos la expresién de ambos factores en WJ-MSC. Tanto VEGF
como ANGPT1 son detectados a nivel del RNAm (Figura 16A, 16B respectivamente).
Ademas, determinamos que ambos factores son secretados, tal como lo indica el analisis

del sobrenadante mediante en ensayo Proteome Profiler Array (Figura 16C).

Luego realizamos tratamientos farmacoldgicos de ganancia y pérdida de funcién de la
via SHH y analizamos el efecto de éstos sobre la expresién y secrecién de VEGF (Figura 17) y

ANGPT1 (Figura 18).

5.3.SHH regula la expresién del RNAm de VEGF en WI-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 condicién control.
Sin embargo observamos que a las 48 horas los niveles aumentaron 3 veces respecto de los
niveles basales sin mediar modulacién de la via (Figura 17A). Cuando la via fue estimulada,
observamos que VEGF aumenté a las 12 horas de tratamiento con el agonista. Pero, a las 48
horas, los niveles en respuesta a Pur ya no fueron distintos al control (Figura 17B). En
concordancia, 5E1 indujo la disminucién del nivel de transcrito de forma significativa, por lo
cual queda establecido que VEGF es regulado a nivel transcripcional por la sefializacién de
SHH (Figura 17C). Resulta importante destacar que el aumento del transcrito ocurre en
paralelo al aumento de PTCH1, indicador interno de la activacion de la via HH en las WJ-
MSC, por lo gue no podemos asegurar que la transcripcidn de VEGF inducida por la via sea

unicamente mediante los factores GLI.
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5.4.SHH no estimula el aumento de la expresién de VEGF, pero 5E1 si fue capaz de
disminuir su expresion

Finalmente quisimos determinar si los efectos observados en el transcrito se traducen
en cambios en la expresion y secrecién de VEGF. Pur no estimuld la secrecién de VEGF a las
48 horas de tratamiento, un resultado inespérado dado a lo observado con el transcrito. Sin
embargo, 5E1 sf inhibi6 la secrecién de la proteina, lo que nos indica que la via SHH/GLI

regula parcialmente la secrecién de VEGF en WJ-MSC (Figura 17C).

5.5.El aumento del transcrito de VEGF no se condice con el aumento de la proteina en
WI-MSC

El aumento en los niveles del transcrito de VEGF se determind a las 12 horas de
tratamiento, mientras que los ensayos de sobrenadante se realizaron a las 48 horas. Ante
tal situacién, especulamos que (1) El aumento en el transcrito se tradujo en una mayor
expresién y secrecién de la proteina alrededor de las 12 horas y decae antes de las 48
horas, dando cuenta de un gen de respuesta temprana o (2) La traduccién del transcrito es
dependiente de otras instancias regulatorias y no hay acoplamiento
transcripcién/traduccién. Para probar la primera hipétesis realizamos el tratamiento con
Pur en un rango temporal méas amplio y determinamos los niveles de la proteina por
Western blot y observamos que no hay variacion en VEGF en respuesta al tratamiento con
el agonista, lo que nos indica que no existe un acoplamiento entre la regulacién de la
expresién del transcrito de VEGF y de la proteina y que la via sélo regula positivamente la
transcripcién (Figura 18A), lo que significa que debe haber mecanismos regulatorios
actuando a nivel del RNAm y que la via contribuiria con la mantencién de niveles basales de
VEGF en WIJ-MSC. Por otra parte, podria darse un efecto dosis-dependiente de SHH sobre la
expresion de VEGF (Johnson, N. R. y Wang, Y. 2013), por lo cual no podemos descartar que

la concentracidn de agonista utilizada en esta tesis no estimule la expresion de la proteina,
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altin cuando hayamos demostrado la activacion de la via a través de PTCHI, la cual fue
obtenida utilizando 10 pM del agonista, equivalente a 0.1-0.4 pg/ml de N-SHH

recombinante (Hu, B. Y. y col. 2009; Wang, Y. y col. 2013).

5.6.SHH regula la expresion del RNAm de ANGPT1 en WJ-MSC

A continuacién, realizamos el andlisis de ANGPT1 comenzando por los efectos del
agonista sobre el transcrito. Los niveles de ANGPT1 varian en los tiempos estudiados,
aumentando ligeramente entre las 12 y 24 horas en condicién control (Figura 19A). La
estimulacién de la via indujo el aumento del transcrito de ANGPT1 a las 48 horas, acorde a
la respuesta tardia de un gen blanco de la via (Figura 19B). En concordancia al efecto
observado con el agonista, la inhibicién de la actividad de la via utilizando 5E1 indujo una
disminucién en el transcrito de ANGPT1 luego de 48 horas de tratamiento (Figura 19C).
Ambas observaciones indican que ANGPT1 es un blanco transcripcional de la via SHH/GLI en

WI-MSC.

5.7.La estimulacion de la via estimula la expresién de la proteina ANGPT1

Acto seguido quisimos determinar si los efectos observados en el transcrito se traducen
en cambios en la secrecién de ANGPT1. El agonista si indujo la secrecion de ANGPT1 a las
48 horas de tratamiento, acorde al aumento del transcrito a las 48 horas. Sin embargo, 5E1
no indujo una disminucidn significativa en la secrecién de la proteina, lo cual no se acopla a
lo observado con el transcrito posiblemente debido a la alta dispersidon que obtuvimos en

los resultados con 5E1 y al tiempo ensayado (Figura 19D).

Resumiendo, estos resultados en conjunto nos permiten determinar que ANGPT1 es
blanco de la via SHH/GL! en WJ-MSC ya que ésta modula la expresién y secrecion de la

proteina.
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Figura 16. WJ-MSC expresan y secretan VEGF y ANGPT1, factores angiogénicos clasicos.
WIJ-MSC expresan el RNAm de VEGF (A) y ANGPT1 (B), analizado en 3 muestras independientes por

RT-PCR, se utiliza GAPDH como control interno y del RT (-). (C) Determinacién de la secrecién de
ambos factores en un ensayo Proteome Profiler Array representativo.
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Figura 17. VEGF es regulado por la via SHH/GLI a nivel de RNAm en WJ-MSC.

(A) Se grafica la expresion relativa de VEGF respecto de GAPDH para mostrar los niveles en la
condicién control y en respuesta a Pur. Se observa un aumento en los niveles de transcrito de VEGF
luego de 48 horas de privacién de suero. (B) Veces de induccién de VEGF respecto de GAPDH. Luego
de 12 horas se observé 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 sefializacién con 5E1 disminuyé significativamente los niveles de VEGF. (D) Pur no estimula la
secrecién de VEGF, mientras que 5E1 la inhibe significativamente, segiin fue determinado en el
sobrenadante (MC) mediante Proteome Profiler Array ({A) y (C), n= 3, Anova de una via, *P < 0.05).

76




Figura 18. La estimulacién de la via SHH/GL! no induce la expresién de VEGF en WI-MSC.

(A) Los niveles de VEGF no cambian en respuesta a la estimulacion de WJ-MSC con el agonista Pur
luego de 6-48 horas de tratamiento, resultado representativo de 4 muestras analizadas.
Cuantificacion del Western blot, se grafican los niveles de VEGF relativos a 8-actina, utilizada como
control de carga. (n= 4, Anova de una via, *P < 0.05). (B) Cuantificacién {n= 4, Anova de una via, *P <

0.05).
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Figura 19. ANGPT1 es regulada por la via SHH/GLI en WI-MSC.

(A) Se grafica la expresién relativa de ANGPT1 respecto de GAPDH para mostrar los niveles en la
condicién control y en respuesta a Pur. Se observa una variacién en los niveles de transcrito de
ANGPT1 durante los tiempos estudiados. (B) Veces de induccién de ANGPTI respecto de GAPDH.
Luego de 48 horas se observé un aumento significativo de los niveles del transcrito. (C) El bloqueo de
la sefializacién con 5E1 disminuyé significativamente los niveles de ANGPT1 luego de 48 horas de
tratamiento (n= 3, test de Student,*p < 0.05). (D) Pur estimula la secrecién de ANGPT1, mientras que
5E1 no la inhibe significativamente, segin fue determinado en el sobrenadante (MC) mediante

Proteome Profiler Array ((A) y (C)n= 3, Anova de una via, *P <0.05).
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Estas evidencias confirman la modulacién que ejerce la via sobre las propiedades
angiogénicas de las WI-MSC, especificamente actuando sobre ANGPT1. Asi, los resultados
obtenidos con (MC+Pur) en el ensayo de formacién de ttibulos podrian explicarse en parte
por la secrecién aumentada de ANGPT1 y los obtenidos en (MC+5E1), por la disminucion de
VEGF. Sin embargo, no podemos descartar que la via regule la expresién y secrecién de
otros factores relacionados con la angiogénesis que den cuenta del poder inductor del
proceso que observamos en los sobrenadantes generados en presencia de Pur y 5E1. Por
ello, determinamos los niveles secretados de otros factores con efecto pro- o anti-
angiogénico en respuesta a la estimulacién e inhibicién de la via y seleccionamos aquellos

modulados por los tratamientos.

5.8.La estimulacion de la via SHH/GLI induce la secrecién de miiltiples agentes
angiogénicos

La estimulacién de la via promovié la secrecién de: Angiogenina, MMP-9, uPA, Activina
A, GM-CSF, PDGF AA/BB, factores promotores de la angiogénesis, mientras que inhibio la
secrecion de Serpina E1, regulador negativo de uPA. A su vez, 5E1 inhibid la secrecidn de
MMP-9, GM-CSF y HGF (Figura 20). Resultados que en su globalidad muestran que la
estimulacién de la via induce la secrecién de factores pro-angiogénicos que dan cuenta de
la respuesta de las células endoteliales en el ensayo in vitro y que la sefializacion basal de la

via en WJ-MSC permite la expresién de ellos.

El andlisis de estos factores angiogénicos nos indica que la funcién de la via SHH/GLI

sobre el potencial angiogénico de las WJ-MSC es mds amplio del inicialmente planteado
respecto de VEGF y ANGPT1. SHH jugaria un rol importante en modulacidn de la expresién
y/o secrecidn de dichos factores de parte de las WJ-MSC, lo que sugiere que la via serfa un

componente del nicho vascular in vivo, regulando el proceso angiogénico.
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Figura 20. La estimulacién de la via SHH/GLI tiene un efecto global sobre la secrecion de factores
angiogénicos.

Se estudid el sobrenadante (MC) generado luego de 48 horas de tratamiento con el agonista Pur o el
anticuerpo bloqueante de SHH 5E1 mediante el ensayo Proteome profiler array. Se determiné el
efecto de la modulacién de la via sobre la secrecién de (A) Angiogenina (B) 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. Lavia SHH/GLI regula el potencial angiogénico de WJ-MSC in vivo

La confirmacién de que las propiedades angiogénicas de las WJ-MSC son observables in
vivo se realizé mediante el ensayo de angiogénesis en la membrana corioalantoidea del
embrién de pollo o ensayo CAM. Este ensayo es uno de los mas ampliamente utilizados
para la evaluacién de la activividad angiogénica in vivo (Ribatti, D. y col. 2006; Deryugina, E.
. y Quigley, J. P. 2008). Para ello, los estimulos se ubicaron sobre la CAM y se observé la
remodelacién 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
remodelacién 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 patrén del tipo “rayos de bicicleta” como se ha descrito
en una respuesta angiogénica robusta, lo cual puede distinguirse en el acercamiento de la
imagen (Figura 21A, A’, F). Hacemos notar que observamos la generacién de un tejido
blanquecino en la zona del estimulo que sélo hemos detectado cuando hemos estudiado

controles positivos como FGF2 o VEGF (no mostrado).

Por el contrario, la presencia de DMEM sobre la CAM, vehiculo del sobrenadante de las
WI-MSC, no moduld la red y lo que observamos son aquellos vasos que cruzan el drea de
estimulo sin verse afectados en su trayectoria por éste (Figura 21B, B’, F). El resultado esta
en concordancia con lo observado previamente, ya que DMEM carece de componentes que

estimulen el proceso angiogénico, como fue indicado en el ensayo de formacidn de tabulos

(Figura 16).

El sobrenadante (MC) indujo una respuesta angiogénica positiva, significativamente

mayor a su control (DMEM). Observamos la generacién 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 WI-MSC secretan factores angiogénicos que
acttian sobre Ia red vascular in vivo, modulando el proceso de forma positiva. El ensayo de
formacién de tubulos (Figura 16) nos indica que dichos factores podrian estar actuando
sobre las células encoteliales de la CAM, sin embargo, no podemos descartar que los
factores secretados actlien sobre otras poblaciones celulares presentes, tales como

fibroblastos, células musculares, células murales, otras MSC, etc.

El sobrenadante generado en presencia de Pur (MC+Pur) indujo una respuesta
angiogénica robusta, ya que observamos la remodelacién de la red vascular, el ingreso de
vasos hacia el estimulo y la formacién 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 in vitro (Figura 22). Sin
embargo, la respuesta angiogénica 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) indujo una respuesta
angiogénica 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 formacién de
tubulos (Figura 21), en donde (MC+5E1) si demostré poseer menor potencial angiogénico
que el control. Cabe destacar que obtuvimos una alta dispersién con los sobrenadantes

generados en presencia de este agente bloqueante.
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Figura 21. Las WJ-MSC inducen el proceso angiogénico in vivo.

(A-E) Iméagenes representativas que muestran la CAM al momento del estimulo (Dia 0)
correspondiente al dia embrionario 8 (E8), la linea punteada indica la zona del estimulo (A’-E’) Luego
de 4 dias (E12), se han generado nuevos vasos sanguineos hacia el estimulo y otros ya formados, se
tornan hacia éste indicativo de la respuesta angiogénica. (F) Se determind un puntaje inicial (E8) y
uno final (E12) y la diferencia fue graficada como el efecto angiogénico total de cada estimulo. Se
utilizaron los sobrenadantes (MC) de al menos 3 donantes distintos por cada condicién (n= 3, Anova
de unavia, *P < 0.05).
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Los datos obtenidos nos permiten afirmar que las WI-MSC poseen propiedades
angiogénicas ya que secretan factores que modulan la red vascular a nivel de la células
endoteliales (Figuras 12) y posiblemente, sobre otras poblaciones celulares (Figura 21). Asi,
las WI-MSC formarian parte del nicho vascular como componente fundamental del
estroma, actuando como una poblacién celular de soporte de los vasos y también 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 expresién y secrecién de mdiltiples factores
relacionados con la angiogénesis, sobrevida y migracién celular, lo que confirma que la via
juega un papel preponderante en el nicho mesenquimdtico, en el estroma vascular y en el

proceso de angiogénesis.
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DISCUSION

El establecimiento de la red vascular a través de la angiogénesis, es un proceso
fundamental durante la morfogénesis en vertebrados ya que permite el flujo de sangrey, a
través de ella, el transporte de nutrientes, gases, componentes del sistema inmune,
desechos, entre otros, por todo el organismo. Aparte del papel decisivo de factores de
crecimiento en procesos de proliferacién, diferenciacion y morfogénesis durante el
desarrollo, algunos de éstos han sido recientemente indicados como factores angiogénicos.
En este contexto diversos estudios han determinado un rol angiogénico para SHH. Sin
embargo, los datos existentes son controversiales en cuanto a establecer una accién directa
y/o indirecta para este morfégeno. Los resultados presentados en esta tesis pretenden
hacer un aporte respecto del nivel de regulacién que ejerce la via SHH/GLI sobre el proceso
angiogénico, actuando especificamente en el nicho vascular. Para abordar esta pregunta
escogimos como modelo de estudio el cordén umbilical, ya que en éste encontramos los
dos componentes celulares fundamentales en esta conversacién: las WJ-MSC, como

estroma y HUVEC, como células endoteliales.

Los trabajos de Pepilleci y Rowitch establecieron las primeras evidencias sobre la
funcién de la via SHH/GLI en el desarrollo vascular. El estudio de mutantes en componentes
de la via indicaron que la pérdida de funcién de ella interrumpe la correcta conformacion

de redes vasculares (Pepicelli, C. V. y col. 1998), mientras que la ganancia de funcién genera
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una red vascular hiper-desarrollada y aberrante (Rowitch, D. H. y col. 1999). De ahi en
adelante el estudio se ha desarrollado ampliamente, incluyendo a la via SHH/GLI como un

actor fundamental durante la formacién del sistema vascular y en la angiogénesis.

La angiogénesis es fundamental en los procesos fisiolégicos del adulto, requiriendo una
accién coordinada de una variedad de factores de crecimiento, moléculas de adhesion,
matriz extracelular, células endoteliales y el estroma. SHH frecuentemente induce la
expresién de moléculas secretadas adicionales, creando asi redes de sefializacion rio debajo
de la propia sefializacién de SHH. En esta tesis se abordé una de las funciones que ejerce la
sefializacién de la via en el proceso de angiogénesis, la cual es cémo la via SHH/GLI modula
la expresién y secrecién de factores angiogénicos en el estroma vascular, los que a su vez
actuarfan sobre los vasos sanguineos, especificamente sobre las células endoteliales,

mediante sefializacién paracrina.

1. Relevancia de la sefializacién de SHH en el estroma vascular y tumoral

Las observaciones generadas en esta tesis doctoral hacen un aporte en el estudio de la
angiogénesis no patoldgica, un drea poco estudiada en cuanto a la participacién de la via de
SHH. Respecto de las WI-MSC, éstas conforman una poblacién celular en la que a la fecha
no se habia descrito que ocurre sefializacién autocrina de SHH, asimismo, son pocos los
reportes acerca de la expresién y actividad de SHH en MSC. Nosotros demostramos que las
WI-MSC no sélo expresan el ligando, sino que también lo secretan, demostrando que estas
células son una fuente bioldgica 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 estd

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 patoldgicos. En el contexto
del céncer, siempre ha existido la pregunta acerca de cudl es el origen del ligando que
mantiene y potencia el crecimiento tumoral. Algunos autores creen que el estroma es un
mero espectador siendo el tumor el que secreta el ligando, el cual actda en el estroma
promoviendo la expresién de factores que promoveran la mantencién del crecimiento
tumoral y su vascularizacién, 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 expresién de dichos factores promoviendo el
mismo efecto potenciador del cancer, como ocurre en algunos tipos de leucemias, mieloma
multiple y en la leucemia linfoblastica aguda (Dierks, C. y col. 2007; Hegde, G. V. y col. 2008;
Lindemann, R. K. 2008), cincer al pulmén (Bermudez, O. y col. 2013) y carcinoma

colangiocelular, que afecta a los conductos hepatobiliares (El 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 angiogénesis en el contexto homeostatico

como en cancer, estdn ocurriendo precisamente en este tejido.

2. SHH, un factor de nicho en el estroma

En esta tesis doctoral demostramos la sefializacién autocrina comandada por las WJ-
MSC. Sin embargo, la sefializacién de SHH se ha estudiado mayormente en su papel de
morfégeno en que la comunicacién entre la fuente del ligando y la célula 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 estructuracion del tubo neural

(patterning) y en la formacién de los miembros (Ingham, P. W. y McMahon, A. P. 2001; Hui,
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C. C. y Angers, S. 2011). En comparacion, se han descrito menos sistemas celulares en que
la sefalizacién de esta via ocurre de forma autocrina, los que incluyen las HPLSC (human
periodontal ligament stem cell) (Martinez, C. y col. 2011), NSC (neural stem cell) (Martinez,
C. y col. 2013), DC (thymic dendritic cells) (Varas, A. y col. 2008) y en células murales
vasculares componentes del estroma (pericitos y células musculares lisas) (Yao, Q. y col.
2014), lo que ha llevado a plantear la hipétesis de que SHH serfa un factor de nicho
fundamental para la mantencién y proliferacion de células troncales y progenitoras, y

respecto de las WI-MSC, seria un factor del nicho vascular.

En esta linea, se describié recientemente que SHH participa en el reclutamiento de las
células murales hacia vasos en proceso de maduracién, las que son atraidas por quimiotaxis
por el PDGF-BB secretado por el endotelio. El avance celular es potenciado por SHH que es
secretado por las células murales al cual responden de forma autocrina, activando la via de
PI3Ky v la fosforilacién de AKT y ERK-1/2. De igual forma no se descarta que el ligando
pueda provenir de otras fuentes celulares y que favorezcan la sefializacién paracrina (Yao,
Q. y col. 2014). Ademds, SHH regula la proliferacién de estas células (Li, F. y col. 2010), lo
que remarca la relevancia de la via y la sefializacién autocrina en el nicho vascular en una

etapa post-natal.

La regulacién transcripcional de PTCH1 es indicativa de la actividad de la via en WiJ-
MSC, algo que a la fecha no se ha descrito para otras poblaciones de MSC. Asimismo,
observamos la regulacidn de GLI1, cuyo aumento se considera como indicativo sine qua non
de que la via est4 activa ya que la proteina representa al principal activador transcripcional
de la via. Estas evidencias indican que la estimulacion de la via genera una
retroalimentacion que la regula de forma positiva (GL/1) o negativa (PTCH1), sugiriendo un

fino control de la sefalizacién. La regulacidn de GLI1 trae consigo ademdas otras
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conclusiones, ya que recientemente se ha indicado inclusive que este factor podria
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 el perfil de expresién de los factores angiogénicos VEGF y
ANGPT1

3.1. SHH y la regulacién de VEGF

El establecimiento de una sefializacién de la via SHH/GLI en el nicho de las WJ-MSC nos
llevé a analizar la regulacién que esta via ejerceria sobre las propiedades angiogénicas de
las WI-MSC. En esta tesis analizamos en detalle los efectos de la modulacién de la via sobre

la expresién de 2 factores angiogénicos clasicos: VEGF y ANGPT1.

VEGE es un factor relacionado cldsicamente con la via SHH/GLI, pero hay controversia

en la literatura acerca de si la regulacién es mediada directamente por los factores GLI.

Estudiamos los niveles de VEGF, e interesantemente, a las 48 horas de observacion, los
niveles fueron altos en la condicién control, por lo cual existirian miiltipiles mecanismos que
regulan la expresién de VEGF, incluyendo a la privacién de suero, inductora de la expresion
de factores angiogénicos (Oskowitz, A. y col. 2011), y fue el marco experimental utilizado en

esa tesis.

El aumento del transcrito VEGF en respuesta a la actividad de la via SHH, respecto de la
activacién transcripcional del gen reportero PTCH1, 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 observé un patrén de expresion temporal
similar, en que Vegf se expresa de forma temprana o paralela a Pichl. Esta
contemporaneidad indicarfa la regulacién equivalente de ambos genes, como genes de

respuesta temprana en que GLI2 actia como el activador transcripcional de la via. Para
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PTCH1 existiria una retroalimentacién positiva a través de la expresién y activacién por
GLI1, mientras que este reforzamiento de la transcripcion por GLI1 no ocurriria para VEGF.
Asimismo, se han descrito otros factores rio debajo de SHH que controlan la expresion de

VEGF, como ocurre con COUPTF-Il, como aclararemos a continuacién.

Si VEGF es un gen regulado por la via candnica debiésemos encontrar sitios de unién de
los factores GLI (GBS) en las regiones regulatorias. En los primeros trabajos no se
encontraron GBS en las regiones regulatorias de VEGF, pero la bisqueda se hjzo utilizando
las secuencias GBS candnicas. Actualmente se sabe que los GBS pueden diferir de las
secuencias consenso clasicamente descritas en algunas posiciones (Winkimayr, M. y col.
2010) y eso fue lo que determinamos en nuestra biisqueda (datos no mostrados). Nuestro
andlisis arrojé la presencia de 8 GBS putativos no consenso: 2 en el intrén 1y 6 en la regién
promotora. Por supuesto que la sola existencia de dichas secuencias no implica sefializacion
candnica y la unién de GLI. Si éste no fuere el caso, VEGF podria ser regulado por la via pero
de forma independiente de GLI, como la que se describié para COUPTF-II (Krishnan, V. y col.
1997; Krishnan, V. y col. 1997). O bien, los sitios de unién a GLI se hacen disponibles en
ciertas circuntancias especificas y dichos sitios, por alejarse del consenso presentan poca
afinidad por GLI1 y por ello tGLI1, la forma truncada cancerigena, si puede unirse a las
regiones regulatorias y activar la transcripcion. Sin embargo, tGLI1 sélo ha sido descrito en
cdncer y no en tejidos sanos, quedando por definir si tGLI1 puede jugar un papel en

homeostasis.

Nosotros no observamos un acoplamiento entre el aumento en el transcrito y la
expresién de la proteina, por lo cual la pregunte que nos hicimos fue: épor qué ocurre este

fenémeno?
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La regulacién de VEGF es compleja, tanto a nivel transcripcional como traduccional. En
primer lugar, VEGF es un gen que es regulado por miiltiples vias y en sus regiones
regulatorias hay sitios de unién a varios factores de transcripcién (Ortega, N. y col. 1999). A
nivel de mensajero, su estabilidad depende de varios factores cglulares, tales como Ila
hipoxia y ademds, posee 2 secuencias IRES que permiten la traduccién 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, Il y col. 2003) o hiperglicemia
(Day, R. T. y col. 2010}, lo que destaca que la regulacidn de la expresién de VEGF no sélo es
compleja a nivel transcripcional sino que también traduccional y la estabilidad del RNAm
parece ser relevante. La regulacién del RNAm también ocurre a través de microRNAs.
miRNA 16-1 inhibe la expresién de la proteina de VEGF en una linea de carcinoma humano
(Karaa, Z. S. y col. 2009) y mirRNA15-a inhibe la expresién tanto de VEGF y FGF2 en células
endoteliales (Yin, K. J. y col. 2012}, por lo cual no podemos descartar que el aumento del
transcrito de VEGF esté regulado por estos miRNAs y que por dicha razén no veamos
aparejado un aumento de la proteina. Lo contrario ocurre con la baja en la expresion de
VEGF, donde vemos una correlacién entre la disminucidn en la expresién del RNAm y en la

expresién de la proteina, que disminuye su secrecién.

Nuestras observaciones indicarian que la via SHH contribuiria a los niveles basales de
VEGF en WJ-MSC, de ahi que no haya un aumento de VEGF en respuesta a la estimulacion
de la via pero si una disminucién de VEGF en respuesta a la inhibicién de la via. Lo que
refuerza el concepto de la compleja regulacién de este factor y se ve apoyado con datos
gue demuestran que SHH estimula la expresién de VEGF en condiciones patoldgicas, como
céncer (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 indicarian que VEGF es un gen regulado por SHH/GLI cuando se
inhibe su expresién. Entonces la represién de la expresion podria estar dada por la unién de
GLI3R (represor) a los GBS descritos por nosotros mientras que la activacién podria estar
dada por GLI2 o COUPTF-II, como ocurre en la activacién que ejerce SHH sobre la expresién
de dicho factor en astrocitos, donde se demuestra que la expresién de Vegf depende de
Couptf-ii y no de Glil rio abajo de Shh (Li, Y. y col. 2013). Para comprobar o descartar esta
hipétesis, hubiese sido necesario utilizar RNAi para GLI1 o GLI3 y COUPTF-I en WI-MSC
tratadas con farmacolégicamente, lo que hubiese podido indicar de qué factor depende la

modulacién de VEGF por SHH.
3.2.SHH y la regulacion de ANGPT1

Por su parte, la regulacién de ANGPT1 corresponde a la de un gen regulado por la via
SHH candnica a través de efectores GLI. Tanto la estimulacién como la inhibicién de la via
terminan con el aumento y la disminucidn del transcrito luego de 48 horas de tratamiento,
respectivamente. Asimismo, la proteina 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
inhibicién en la expresidn de la proteina, posiblemente debido a la alta dispersion

obtuvimos con el inhibidor utilizado.

ANGPT1 tampoco ha sido ampliamente estudiado como blanco de la via, se ha asumido
como blanco de GLI 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} como patoldgicas
(Nakamura, K. y col. 2010). Nuestro analisis in silico muestra la existencia de 13 sitios de
unioén a GLI de las cuales 3 de ellas son secuencias consenso (datos no mostrados). Aunque
esta informacién no asegura que ANGPT1 es un blanco de los factores GLl, los antecedentes

de la literatura mas nuestros resultados indican que ANGPT1 es un blanco directo de la via
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SHH/GLI. Serd necesario realizar el andlisis bioquimico y molecular para indicar la
dependencia de GLI. Pero similar a lo que ocurre con VEGF, no podemos descartar que la
modulacién de este factor en respuesta a SHH sea también dependiente de COUPTF-II,

como fue descrito en astrocitos (Li, Y. y col. 2013).

4, Lavia de SHH/GLI regula las propiedades angiogénicas de las WJ-MSC

La estimulacién que ejerce la via sobre ANGPT1 da cuenta, en parte, que el potencial
angiogénico de las WJ-MSC es regulado por SHH, pero dado que éste es un factor de nicho,
no es raro que la via regule la expresién de otras vias relacionadas con la homeostasis

tisular, lo cual queda demostrado en los ensayos de angiogénesis in vitro.

El sobrenadante generado en condiciones de activacion de la via induce un aumento en
la capacidad angiogénica de éste, explicado por el aumento en la expresién de factores
relacionados con el proceso. Dichos factores actlan sobre las células endoteliales
estimulando las propiedades de migracidn e interaccién célula-célula, lo cual es novedoso
ya que esta propiedad sélo habia sido mostrada para lineas tumorales que, estimuladas con
SHH, son capaces de secretar factores que promueven la angiogénesis tumoral y la
migracién de células endoteliales y cancerigenas (Teglund, S. y Toftgard, R. 2010;
Nakamura, K. y col. 2010; Cao, X. y col. 2012). Lo cual estd en concordancia con los
sobrenadantes generados en condiciones de pérdida de funcidn, ya que esta inhibicion
disminuyé significativamente la accién pro-angiogénica del medio, reafirmando el concepto

que la via regula la capacidad angiogénica de las WJ-MSC.
Dentro de los factores estimulados por la via SHH nos parece importante destacar:

Angiogenina, es una ribonucleasa que promueve la angiogénesis actuando sobre las

células endoteliales, promoviendo migracién celular, proliferacion y formacién 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. Al igual que Activina A, otro blanco identificado en esta tesis, juega un papel
positivo o negativo en la angiogénesis, seglin sea una condicién normal o patoldgica.
Ademas se ha reportado que la via de la Activina A participa de la regulacion 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 regulacién de la via SHH en MSC a través del control del ciclo

celular.

Por otra parte, MMP-9 (Matrix Metallopeptidase 9), si ha sido descrita como blanco de
SHH, pero sélo en condiciones patolégicas (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, también promoveria la angiogénesis

en condiciones no patoldgicas al ser blanco de la via en WI-MSC.

uPA (urokinase Plasminogen Activator), es una proteasa cuyo principal sustrato es el
plasmindgeno, forma inactiva de la plasmina. Nuestros resultados indican que la via podria
regular la actividad de plasmina a través de uPA y Serpina E1. La plasmina actda
favoreciendo la angiogénesis directamente al participar en la degradacién de la matriz
extracelular. Sobre la regulacién de plasmina por la via de SHH sdlo se sabe que la
estimulacién de células endoteliales cerebrales murinas (BMEC, mouse brain endotelial cell)
induce el aumento en la expresién y secrecidn de tPA (tissue plasminogen activator) otro
activador del plasminégeno, de similar actividad de uPA, y en concordancia, disminuye la
expresién y actividad de PAI-1 (plasminogen activator inhibitor), sin modificar la expresiény
actividad de uPA (Teng, H. y col. 2012). Estos resultados no sélo sugieren que la via SHH

regula la activacién del plasmindgeno y los eventos que se desencadenan rio debajo de la

P
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generacién de plasmina, sino que también muestra que segtn el contexto celular la via se

vale de distintos activadores/inhibidores para realizar esta regulacion.

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) es una citoquina
importante en el linaje hematopoyético y también es un modulador de la inmunidad. Pero
ademds puede participar del proceso angiogénico induciendo la formacion de estructuras
tubulares en células endoteliales mediante la sefializacién de PI3K (Dhar-Mascareno, M. y
col. 2005). Nuestros resultados indican que es un gen regulado por la via SHH/GLI ya que
tanto la estimulacién como la inhibicién de la via regulan la secrecién de esta citoquina, lo

que nos hace reconocerlo como un nuevo factor regulado por la via no descrito hasta esta

tesis doctoral.

PDGF-AB/BB es un factor angiogénico que es estimulado por la via y promueve la
proliferacién de células endoteliales, promoviendo la angiogénesis pero el papel mas
destacado que posee en el proceso, es permitir la atraccién de células murales para dar
estabilidad a vasos recientemente generados. Los reportes indican que hay una estrecha
interaccidon entre la sefializacién de los factores PDGF y la de SHH en la maduracién de
vasos sangufneos, ya que SHH participa en la migracién de células murales inducida por
PDGF-BB al aumentar la motilidad de ellas, mientras que PDGF-BB determina la direccion
del movimiento. Asimismo, PDGF-BB puede inducir la expresién de SHH en las células

murales (Yao, Q. y col. 2014).

HGF (Hepatocyte Growth Factor) estimula la proliferacién y migracién de células
endoteliales, y 5E1 disminuye sus niveles, por lo tanto, la via SHH/GIi puede estimular la
angiogénesis 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 expresién de HGF (junto a otros factores) en las células estromales perivasculares, a
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diferencia de nuestros resultados en que la estimulacién no generdé un aumento. Sin
embargo, la inhibicién de la via si promovié la disminucién de la secrecién, indicando que
este factor podria ser un factor preponderante en la angiogénesis inducida por SHH en el

contexto tumoral (Chen, W. y col. 2011).

Estos resultados en su globalidad nos indican que SHH es un factor de nicho, ya que
estarfa modulando la secrecidn de factores variados, promoviendo la angiogénesis y otros
procesos relacionados con reparacién tisular a través de la activacién de distintas vias de

sefializacion rio debajo de SHH.
5. Interaccion entre SHH y FGF2

Las vias de SHH y FGF2 parecen encontrarse y cruzarse en algunos eventos celulares
relacionados con la angiogénesis. Pola y col. demostraron que la activacién de la via y el
aumento en la expresién de Ptchl ocurrié en paralelo con la baja en la expresién de Fgf2 en
fibroblastos (Pola, R. y col. 2001). Por otra parte, el aumento en la expresién de ANGPT1
inducida por SHH en células MRCS fue abolida cuando las células 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 PTCHI se acompaiia de una disminucién de

FGF2.

La interaccidn entre FGF2 y SHH no se remite al estroma, ya que ambas vias coinciden
en otros contextos fisioldgicos. En progenitores neurales granulares (GNPs) vy
meduloblastoma, FGF2 inhibe la sefial proliferativa de SHH (Fogarty, M. P. y col. 2007) vy la
sefial de SHH se ve bloquedada por FGFR2 en el foliculo piloso en desarrollo
(Mukhopadhyay, A. y col. 2013). Estas evidencias sugieren SHH y FGF2 actuarian de forma
excluyente, mientras que existiria cooperacién entre SHH y otros miembros de la familia

FGF, como ocurre con FGF8, ya gue ambas vias actuarian sinérgicamente en la formacion
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de cartilago en el desarrollo craneal (Abzhanov, A. y Tabin, C. J. 2004) y en la determinacién
de neuronas dopaminérgicas y serotoninérgicas en la placa neural anterior (Ye, W. y col.

1998).

La regulacién negativa de FGF2 en circunstancias de estimulacién de la via SHH puede
parecer paraddjica ya que la activacién transcripcional por lo general implica la induccién y
no la represién génica. Los mecanismos detras de la regulacién negativa por parte de la via
SHH/GLI atin no han sido descritos, pero la relacién temporal similar entre las respuestas de
PTCH1 y FGF2 sugiere que ambos genes son regulados por los factores GLI. Este tipo de
regulacidn ha sido descrita en el contexto de los co-receptores de SHH, ya que Cdo, Bocy
Gasl son genes regulados negativamente por la via SHH, con la coincidencia que los 3 son
moduladores positivos de la sefializacién de SHH/GLI. De ahf que el paradigma es que en
células que pueden responder a la via, tanto PTCH1 como Cdo y Boc (McGlinn, E. y col.
2005; Tenzen, T. y col. 2006) y Gas1 (Allen, B. L. y col. 2007) se expresan y facilitan la unién
del ligando. Una vez estd activa, se promueve la expresién de reguladores negativos como
PTCH1 y HHIP y se reprime la expresién de los reguladores positivos Cdo, Boc y Gasl, de
forma tal que se modula finamente la respuesta al ligando (Allen, B. 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 regulacién ya que las evidencias fueron obtenidas
comparando la expresién de los co-receptores entre animales silvestres versus mutantes
(Ptch1 7"y Smo™), donde la activacién constitutiva de la via abolié la expresién de dichos
factores. Asimismo, atin no contamos con los antecedenets suficientes para explicar cémo

la activacién de la via en WJ-MSC conlleva a la disminucién en la expresion de FGF2.
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6. Las WJ-MSC secretan factores angiogénicos

Las MSC secretan factores relacionados con la reparacién tisular (Sobolewski, K. y col.
2005; Wu, Y. y col. 2007) y las WJ-MSC presentan un secretoma més enriquecido en
factores angiogénicos 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 llamé de
inmediato la atencién que éstos fueron distintos en algunas moléculas, que ademds,
coinciden con las descritas recientemente en otro trabajo (Choi, M. y col. 2013). El
enriquecimiento diferencial de factores de cada muestra nos indicé que los sobrenadantes
podrian ser angiogénicos en distintas magnitudes. Con independencia que las muestras
humanas suelen ser heterogéneas y distintas entre sf, creemos que en el caso del corddn

umbilical hay factores fisiolégicos que podrian explicar dichas diferencias.

Una explicacién es que sutiles diferencias temporales en el momento del parto (en
embarazos de término) influyan en la sefializacién de algunas vias, como SHH/GLI. O bien,
algtin evento fisioldgico determiné cambios en cada cordén, como podria ocurrir con

eventos hipéxicos o relacionados con cambios de presién durante el embarazo y/o el parto.

En embarazadas con preeclampsia existe una alteracién en la secrecién de algunos
factores, tales como sVEGFR1 (Mutter, W. P. y Karumanchi, S. A. 2008) y TGFp (Copland, I.
B. 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 médica), estos
antecedentes nos permiten plantear que alteraciones durante el embarazo pueden

maodificar el perfil de expresién de factores angiogénicos.

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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IGFBP-3 (Natsuizaka, M. y col. 2012), IL-8 (Karakurum, M. y col. 1994), Factor de
Coagulacién Il (Rong, Y. y col. 2005), Pentraxina-3 (Osorio-Conles, O. y col. 2011) de forma
positiva y Endostatina (Wu, P. y col. 2001) y ANGPT1 (Enholm, B. y col. 1997) de forma
negativa, éste Gltimo también disminuye en respuesta a hipoxia en WI-MSC (dato no
mostrado). Por ello, estos datos apoyan la hipdtesis de que la disminucién en los niveles de

0, en el cordén umbilical es la causa de esta expresién diferencial.

La mentada diversidad entre muestras de MSC de distintos donantes-se ha hecho
patente a nivel terapéutico mediante los estudios realizados por el “MSC Consortium” de la
FDA de EEUU (U.S Food and Drug Administration) (Mendicino, M. y col. 2014). Esta agencia
norteamericana, en vista del potencial uso de las MSC en terapia celular, ha conformado un
grupo de investigacién que busca unificar los protocolos de obtencién, expansién y uso en
clinica, y en sus estudios han descrito diferencias en MSC obtenidas desde médula 6sea
respecto del potencial de diferenciacién y proliferacién de distintas muestras (Lo Surdo, J. y
Bauer, S. R. 2012), expresion de proteinas, factores de crecimiento (Mindaye, S. T. y col.
2013) y moléculas de superficie (Mindaye, S. T. y col. 2013), con estudios adicionales en
desarrollo en este momento, lo cual demuestra de forma empirica la heterogeneidad de las

muestras humanas.

6.1.Rol de la hipoxia en la expresion de factores angiogénicos

La hipoxia se define como la exposicién a bajos niveles de O,, mientras que la normoxia
corresponde a las condiciones atmosféricas ambientales. La presién de O, en los anexos
embrionarios es de 1.5-8% (Lavrentieva, A. y col. 2010), mucho menor que el nivel que las
células detectan en el cultive in vitro, un 21%. La hipoxia en si, es el mayor inductor

fisioldgico de angiogénesis, por lo cual ¢es posible que las células en el corddn, al detectar
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bajos niveles de O,, estén secretando altos niveles de los factores citados? y épor qué estos

niveles de secrecién siguen viéndose en cultivo?

Es posible que los bajos niveles de O, a los que se ven expuestos los anexos
embrionarios durante el embarazo o eventos puntuales durante el trabajo de parto
generen periodos hipéxicos, debido a las contracciones uterinas y la disminucién en el flujo
en la placenta (Armstrong, L. y Stenson, B. J. 2007; Martin, C. B., Ir. 2008) los cuales podrian
inducir cambios en las WI-MSC y por ello, algunas muestras secretan mas factores
angiogénicos que otros. Pero para ello, la hipoxia debiese generar cambios permanentes o
de largo plazo en los promotores de estos genes para poder observar estas diferencias mas
alld de los primeros subcultivos. Esta situacidn si ocurre en algunas circunstancias, como en
el cdncer, donde la hipoxia juega un papel preponderante en el desarrollo temprano de los
tumores. La hipoxia induce cambios epigenéticos en los promotores de algunos genes

gracias a la modificacién de histonas (Lu, Y. y col. 2011; Perez-Perri, J. I. y col. 2011).

Estos cambios epigenéticos inducidos por hipoxia no han sido descritos para
componentes celulares de los anexos embrionarios, pero si se ha indicado que otras
alteraciones en el embarazo pueden generar cambios en el feto que serdn mantenidos en
su desarrollo post-natal, como ocurre en madres con obesidad que dan a luz bebés con alto
riesgo de desarrollar sindromes metabdlicos o dafio cardiovascular (Sookoian, S. y col.
2013). También 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 cordén umbilical (Casanello, P. y col. 2014).

No hay reportes que indiquen que la hipoxia puede generar efectos a largo plazo en las
MSC, sin embargo, la teorfa indica que podria ser asi ya que en el &mbito de |la medicina

regenerativa, la induccién de hipoxia in vitro ha sido una estrategia utilizada para potenciar
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las propiedades terapelticas de las MSC cuando son utilizadas in vivo (Muscari, C. y col.

2013; Park, I. H. y col. 2013).

La baja tensién de O, en el corddn también podrfa explicar por qué las WJ-MSC secretan
mayor riqueza de factores angiogénicos que otras MSC, ya que las MSC adultas estan
expuestas a mayores niveles de O, (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
in vivo por nuestro grupo (Edwards, S. S. y col. 2014), donde las WJ-MSC demostraron no
sélo poseer un perfil de factores secretados mas angiogénico que MSC derivadas de tejido
adiposo, sino que también promueven el proceso de vascularizacién in vivo con mayor

eficacia que otras MSC.

7. Actividad de la via SHH/GLI en el corddn

Si la via SHH/GLI ha sido poco abordada en las MSC, también es el caso de su estudio en
el cordén umbilical. Algunos trabajos destacan la expresion de los componentes de la via
pero poco se sabe de su localizacién o su funcién (Weiss, M. L. y col. 2006; Stunkel, W. y col.
2012). Sin embargo, hay evidencias que muestran la expresién de los transcritos de Shh y
Ptch1 durante estadios tempranos del desarrollo embrionario en ratén (E13.5) (Sagai, T. y

col. 2009).

En uno de los estudios mencionados, se analizé la expresién de los genes mas
abundantes en el cordén umbilical humano e incluyé a SHH como uno de ellos, junto a
PTCH1 (Weiss, M. L. y col. 2006). Sin embargo, no ha sido abordado atin cual es el papel de

la sefializacién de esta via en el crecimiento y/o funcionamiento del cordén umbilical.

En un caso de holoprosencefalia (HPE) causada por haploinsuficiencia de SHH, se

reportaron las alteraciones cldsicas (separacion incompleta de los hemisferios cerebrales)
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junto con alteraciones en la estructura del cordén umbilical, ya que en lugar de generarse 3
vasos sanguineos, sélo se desarrollaron 2 (Nanni, L. y col. 1999). Sumado a esto, otro
trabajo indica que en la regién posterior de la gastrula de ratén hay sefializacién de la via, lo
que sugirié a los autores que SHH podria participar del correcto desarrollo de ios vasos y de

la morfogénesis del cordén en mamiferos (Daane, J. M. y Downs, K. M. 2011).

Asimismo, un estudio comparé la expresién génica de los componentes de la via SHH
en cordones umbilicales provenientes de embarazos en 2 momentos del desarrollo
(temprano: 35-37 semanas versus tardio: 38-40 semanas) y mostré que dentro de los genes
mas representados estaban los componentes de la via SHH: SMO, GLI2 y GLI3. No sélo eso,
sino que la expresién de estos genes disminuyd en el grupo de embarazo mias avanzado,
indicativo que existirfa una correlacién entre el desarrollo del embarazo y una disminucién
en la expresién de los componentes de la via, y por ende, con una diminucién de su
actividad. La baja en la actividad se demostré experimentalmente por la disminucién en la
expresién de genes blanco de la via, participantes del proceso de osteogénesis, tales como

RUNX2, PITX1 y MATN3 (Stunkel, W. y col. 2012).

Ambas evidencias implican que la via SHH participaria del desarrollo del cordén
umbilical y sus vasos, pero la actividad disminuye acorde acontece el desarrollo
intrauterino, lo que sugiere que la actividad de la via puede ser desigual en distintos
cordones aunque hayan diferencias minimas en las semanas en que ocurrié el parto. Ya que
aunque nuestras muestras provengan de embarazos de término, algunos dias o semanas de
diferencia entre el momento del parto, podrian hacer la diferencia con respecto a la

expresién de los componentes de la via y al grado de sefializacion de ella.

Por tanto, planteamos que los componentes de la via SHH/GLI estan presentes en el

corddn y posiblemente, la misma se encuentre activa, pero el nivel de actividad dependeria
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del estadio del desarrollo de cada embarazo. Esta hipétesis se ve apoyada por los estudios
de Schroeder y col. que establecieron distintos patrones de metilacion segin la edad
gestacional en sangre de cordén umbilical, considerando muestras provenientes de
embarazos de término temprano y tardio (32-43 semanas). En esta estrecha ventana
temporal fueron capaces de determinar abundantes cambios en los promotores de genes
relacionados con el embarazo (TGFB3, CRHBP, OXT), respuesta a hormonas (ESR1, OXT,
CASP8), coagulacién sanguinea (TGFB3, GP1BB, GP9) y desarrollo embrionario (TGFB3, GLI3,
MBNL1) entre muchos otros. En el caso especifico de GLI3, se observé una disminucién en
la metilacién del promotor, lo que sugiere una mayor actividad transcripcional de este gen.
No olvidemos que GLI3 es un clasico represor de la via SHH/GLI, por lo que esta observacién

apoya la idea de un apagamiento en la sefializacién de la via a medida que acontece el

embarazo.

Sumado a ello, se ha descrito un dominio de sefializacién de la via SHH/GLI 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
més externa de un vaso sanguineo, y contiene diversas poblaciones celulares: fibroblastos,
macréfagos, células dendriticas y células madre y/o progenitoras. La mantencién de las
células progenitoras vasculares Sca-1 (Stem cell antigen-1) en este nicho depende de la
sefializacion 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 cordén
umbilical, donde no hay adventicia, es la gelatina de Wharton la que ejerce esta funcion ya
que sostiene fisicamente a los 3 vasos (Takechi, K. y col. 1993). Haciendo el simil, las 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 células murales (pericitos) (Kolf,

C. M. y col. 2007), el simil no es completo, ya que la funcién de la via si podria 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 mantencién de la matriz extracelular
(Sobolewski, K. y col. 2005) mediante la secrecién de coldgeno, glicosaminoglicanos, entre
otros y que esos factores también podrian actuar de forma juxtacrina sobre las poblaciones
celulares de los vasos umbilicales a lo cual sumamos la secrecién de SHH que podria

cooperar en dichas funciones.

En sintesis, las observaciones generadas en esta tesis doctoral nos permiten proponer

el siguiente modelo de trabajo:

En la red vascular del cordén (y asi también en otros vasos), la integridad depende de
una coordinada conversacién entre el endotelio y al tejido estromal circundante. Dicha
conversacidn estd mediada mediante factores solubles que ejercen efectos pro o anti-
angiogénicos. Esta conversacién estaria modulada por una via de sefializacién rio arriba de
tales factores, la via de SHH. Este ligando es secretado por las WJ-MSC (no se descarta que
también lo sea por otros tipos celulares) y éstas responden de manera autocrina/paracrina

a él, modulando a su vez la expresién de moléculas relacionadas con la angiogénesis.

Esta conversacién podria estar ocurriendo en el cordén umbilical, en donde la via
podria participar de la formacién y mantencién de la integridad vascular de las arterias y la
vena durante todo el proceso de desarrollo embrionario/fetal. Esta observacién podria ser
extrapolada a otros vasos del cuerpo, haciendo del cordén umbilical un modelo idéneo para

el estudio de la comunicacidn entre el endotelio y el tejido estromal.
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Figura 22. Modelo de trabajo.

En la angiogénesis ocurre una conversacion coordinada entre el endotelio y el estroma que le rodea.
Esta comunicacion, mediada por factores solubles es modulada por la via SHH, activa en el estroma.
Las WJ-MSC secretan SHH y responden a él, de forma autocrina y/o paracrina y en respuesta al
ligando se modula la secrecién de factores tales como ANGPT1, ANG, MMP-8, uPA, los que se suman
a otro rico conjunto de factores que secretan las WJ-MSC, como VEGF. Los factores secretados
actlan sobre las células endoteliales y los vasos sanguineos promoviendo la angiogénesis y la
mantencion de la red vascular.
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CONCLUSIONES

Las WI-MSC corresponden a una poblacién celular heterogénea aislada
desde el estroma del cordén umbilical, donde forman parte del estroma vascular.
SHH es un factor de nicho y modula las propiedades angiogénicas de las WJ-MSC.

Las WJ-MSC son una fuente de este ligando y responden a él de forma
autocrina, regulando procesos relacionados con la angiogénesis a través de la
modulacién de la expresién de diversos factores de crecimiento con propiedades
angiogénicas. Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran la existencia de la
actividad de esta via de sefializacién en el estroma celular no patoldgico, aportando
a la comprensién de la regulacién de factores preponderantes en el proceso, como
son VEGF y ANGPT1, entre otros. Resultados que pueden entenderse en el contexto
de la biologia del nicho vascular, asi como también pueden ser aprovechados en el
campo de la medicina regenerativa, ya que la activacion de esta via en las WJ-MSC
puede modificar y aumentar sus propiedades terapéuticas.

Nuestros resultados destacan la relevancia de la sefializacién de SHH en el
estroma, reafirmando la cualidad de agente angiogénico indirecto de este
morfégeno en condiciones no patoldgicas. Sin embargo, atin se requiere seguir
avanzando en el estudio para definir si estos procesos son mediados por los
factores GLI u otros y si esta sefializacién se mantiene en el nicho vascular del

adulto, con las aplicaciones terapéuticas que podrian desarrollarse.
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ANEXOS

Anexo 1. WJ-MSC poseen las caracteristicas de MSC

D Marcador  WJ-MSC n

CD 105 + 16

- 3 1
co90 + 16 )
2
73 + 16 & yo]
co 44 + 16 5
029 + 16 e
o
£ s
c04s : 10 5
D14 - 10 3
b
= w
HLA-D 14 . i | I - B
031 - 3 . : ;

0% SFB 10% SFB

(A) Fotografia que representa la morfologia fibroblastoide de cultivos primarios de WJ-MSC,
visualizada mediante tincién de filamentos de actina con faloidina. El nticleo es marcado con DAPI.
(B) Las WJ-MSC se diferencian en respuesta a medios especificos a linaje adipogénico y acumulan
gotas de lipidos, las que pueden ser visualizadas mediante la tincién Oil Red O (rojo). (C) Cuando las
WI-MSC se diferencian a linaje osteogénico secretan matriz extracelular que es mineralizada, la cual
se detecta usando la tincién 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 hematopoyético
CD45 y CD14, ni HLA-D. Los cultivos de WJ-MSC no expresan el marcador endotelial CD31.
Marcadores analizados mediante citometria de flujo en el marco de Seminario de Titulo de Samuel
Martinez. (E) Imagen representativa que ilustra que una subpoblacién de WJ-MSC expresa Stro-1
(verde), marcador caracteristico de una célula troncal mesenquimatica (barra de tamafio= 25 um).
(F) Las WJ-MSC expresan OCT4, factor de transcripcién indicativo de la presencia de células troncales
en los cultivos. Se indican diferentes niveles de OCT4 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 OCT4 expresados por AT-MSC, para destacar
la variabilidad entre distintos cultivos de WJ-MSCy entre distintas MSC. Barras de tamafio= 25 pm en
(A)y 10 umen (B) y (C).
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