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Abreviaciones

AP, Asfixia Perinatal.

ASCL1, Achaete-Scute Homolog 1.

CNS, Sistema Nervioso Central.

CNS, Células troncales nerviosas.

DFX, Deferroxamina

EROS, Especies Reactivas del Oxigeno.

HIE, Encefalopatia Hipdxica Isquémica.

HIFs, Factores Inducibles de hipoxia HIF1a,

Factor inducible de hipoxia 1 alphai.c.v,

Intra cerebro ventricular.

MBP, Proteina Basica de la Mielina

MOG, Glicoproteina de Oligodendrocitos de mielina.
MSC, Células Madre Mesenquimales.

MSC-S, Secretoma derivado de células madre mesenquimales.
MRI, Resonancia Nuclear Magnética.

MYRF, Factor regulador de mielina.

NKX2.2, NK Homebox 2.

OL, Oligodendrocito.

OLIG1, Factor de transcripcién de Oligodendrocitos 1.
OLIG2, Factor de transcripcién de Oligodendrocitos 2.
OPC, Células Precursoras de Oligodendrocitos.

(P), Dia Postnatal.

PLP, Proteina proteo lipidica.

WB, Western Blot.

VHL, von Hippel-Lindau.
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Resumen

Introduccidn: El dafio en la sustancia blanca cerebral luego de un episodio de asfixia
perinatal (PA) estd asociado con un amplio espectro de trastornos neurolégicos que
van desde alteraciones cognitivas leves hasta paralisis cerebral. Estudios previos han
demostrado que la administracion intranasal de secretoma derivado de células madre
mesenquimales (MSC) pre-condicionadas con factores pro hipdxicos (deferroxamina,
DFX) a ratas con AP reduce el dafio al inducir un aumento en la secrecion de
moléculas anti-inflamatorias, anti-oxidantes y pro-regenerativas, contribuyendo al

desarrollo adecuado del sistema nervioso central.

Hipotesis: La asfixia perinatal disminuye la expresion de factores de transcripcion
involucrados en la generacion y diferenciacion de oligodendrocitos y mielinizacion en
la sustancia blanca telencefélica, efecto que es prevenido por la administracion
intranasal de secretoma derivado de células madre mesenquimales precondicionadas
con DFX.

Metodologia: La AP se indujo mediante la inmersion de cuernos uterinos con sus
fetos obtenidos de una rata a término en un bafio termorregulado a 37°C por 21
minutos. Se administr6 intranasalmente el secretoma derivado de MSC
precondicionadas con DFX (MSC-S) o vehiculo, a ratas con o sin PA, dos horas
posteriores al episodio de PA. Se estudio la sustancia blanca telencefalica, incluyendo
cuerpo calloso, cingulo y capsula externa mediante WB y RT-qPCR.

Resultados: Se caracterizo la expresion de factores de transcripcion y proteinas
ASCL1, OLIG1, MOG, MBP y PLP durante los dias postnatal (P) P1, P7 y P14. El
andlisis cuantitativo por RT-gPCR indica que la AP produjo un incremento en los
niveles de mRNA de HIF1a a P1, disminucion de ASCL a P1y de PLP y MBP a P7.
La administracion de MSC-S produce un efecto sobre ASCL1 a P1, aumentando los
niveles de mRNA en el grupo asfictico. También increment6 los niveles de proteina
de ASCL1 a P7 en el grupo asfictico y de MBP a P14.

Discusion: Los resultados muestran que la PA eleva los niveles de HIF1a y altera la
capacidad de diferenciacion de oligodendrocitos en la sustancia blanca, lo que se

observa a P1. La administracion intranasal de MSC-S pre condicionado con DFX
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aumenta la expresion de MOG a P1; y ASCL1 a P1y P7; e incrementa los niveles de

la proteina madura de mielina MBP a P14.

Abstract

Introduction: Cerebral white matter damage after an episode of perinatal asphyxia
(PA) is associated with a wide spectrum of neurological disorders ranging from mild
cognitive impairment to cerebral palsy. Previous studies have shown that intranasal
administration of mesenchymal stem cell (MSC)-derived secretome preconditioned
with pro hypoxic factors (deferroxamine, DFX) to PA rates reduces damage by
inducing an increase in the secretion of anti-inflammatory, antioxidant and pro
regenerative molecules, contributing to the proper development of the central nervous
system.

Hypothesis: Perinatal asphyxia decreases the expression of transcription factors
involved in the generation and differentiation of oligodendrocytes and myelination in
the telencephalic white matter, an effect that is prevented by the intranasal
administration of secretome derived from mesenchymal stem cells preconditioned with
DFX.

Methodologies: PA was induced by immersing uterine horns with their fetuses
obtained from a term rat in a thermoregulated bath at 37°C for 21 minutes. The
secretome derived from MSCs preconditioned with DFX (MSC-S) or vehicle was
administered intranasally to rats with or without PA, two hours after the episode of AP.
The telencephalic white matter, including the corpus callosum, cingulum, and external

capsule, was studied by WB and RT-qPCR.

Results: The expression of transcription factors and proteins ASCL1, OLIG1, MOG,
MBP and PLP was characterized during postnatal days (P) P1, P7 and P14.
Quantitative analysis by RT-gPCR indicates that PA produced an increase in the
MRNA levels of HIF1a at P1, decreased ASCL at P1 and PLP and MBP at P7. MSC-
S administration produces an effect on ASCL1 at P1, increasing mRNA levels in the
asphyxiated group. It also increased protein levels of ASCL1 at P7 in the asphyxiated
group and of MBP at P14.
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Introduccioén

Asfixia Perinatal

La asfixia perinatal (PA) se refiere a la interrupcion o disminucion de la tensién de
oxigeno durante el trabajo de parto y el nacimiento; causado por eventos perinatales,
tales como alteraciones cardiovasculares, hemorragias maternas y/o fetales,
compresion del cordon umbilical aguda o intermitente, ruptura de las membranas
uterinas, disminuyendo el suministro de sangre oxigenada hacia el feto, o retardo y/o
interrupcién de la respiracion autébnoma por parte del feto. Esta condicion médica
afecta aproximadamente a 4 millones de neonatos por afio en el mundo, causando la
muerte de un millén de individuos (Lawn et al., 2005). En algunos casos, los infantes
se recuperan exitosamente luego de los episodios de hipoxia, pero el 60% de ellos
presenta alteraciones motoras y cognitivas de corto y largo-plazo, incluyendo
alteraciones neuropsiquiatricas, (Douglas-Escobar & Weiss, 2015) (Schneider &
Miller, 2019). Dependiendo de la severidad de la hipoxia, algunos pacientes pueden
desarrollar encefalopatia hipdxica isquémica (HIE), resultando en dafios neuroldgicos
permanentes, tales como epilepsia, paralisis cerebral, retraso cognitivo y/o trastornos
motores (Bhatti & Kumar, 2014). El insulto puede afectar a 6rganos periféricos y al
sistema nervioso central (CNS), perturbando con variada intensidad a diferentes
o6rganos y sistemas. Se ha estimado que la HIE afecta al CNS en un 28%; al sistema
cardiovascular en un 25%; rifiones en un 50%, y pulmones en un 23% (Kinney, 2009).
Los hallazgos con resonancia magnética cerebral (MRI) revelan intensidad de sefal
anormal en diferentes estructuras cerebrales, incluyendo ganglios basales, talamo,
hipocampo y sustancia blanca frontal en recién nacidos afectados por PA, lo que se
correlaciona con un impacto a largo plazo en funciones motoras e intelectuales de los
nifios afectados. Los resultados de la MRI son un importante predictor del desempefio
funcional del sujeto con patologia hipéxica y por esto es de gran utilidad en el

diagnostico (Volpe et al, 2018).
En Chile la tasa de incidencia de HIE es de 5-6 por cada 1000 nacidos vivos de

término (Novoa P et al., 2012). Dada la alta tasa de incidencia y el gran impacto en

las familias, que incluyen necesidades de cuidados multidisciplinarios por un largo

10
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tiempo, se requiere de un diagndstico predictivo e intervenciones terapéuticas

personalizadas de forma urgente.

Linaje Oligodendroglial y Mielinizacién

En el CNS, los oligodendrocitos (OLs) son los responsables de la produccién de
mielina. Los OLs se originan de las células troncales nerviosas (NSC), dando lugar a
células precursoras de oligodendrocitos (OPC), que se diferencian en OLs
mielinizantes inmaduros y por Gltimo en OLs mielinizantes maduros (Fig. 1). EI OL
maduro inicia la produccion de mielina al conectarse con el axén (van Tilborg et al.,
2018). Estudios han demostrado que en roedores, al primer y segundo dia postnatal
se expresan mayormente pre OLs, mientras que al dia P7 aumenta la expresion de
oligodendrocitos maduros. Al dia 14 la mayoria de la los oligodendrocitos se
encuentra en un estado maduro del desarrollo (Ver Fig. 2) (Dean et al., 2011) (Affeldt
et al., 2017) (Peeples, 2018) (Kuhn et al., 2019)(Kuhn et al., 2019).

OPC specification Differentiation Myelination
OPC Migration i iae
& proliferation Tefd

olig1/2 HesS

Nkx2.2

=0 - /<07'/

Ependymal
cell layer

Figura 1. Representacion esquematica del desarrollo de OL y factores de
transcripcién que contribuyen a la progresion del linaje OL. Los OPCs se originan de
zonas neuroepiteliales que rodean los ventriculos, en donde las NSCs se diferencian
en OPCs bajo la influencia de factores de transcripcién especificos de OLs, tales
como Olig1/2, Nkx2.2 y Sox10. Los OPCs migran hacia un sitio apropiado a través de
vasos sanguineos, mientras que al mismo tiempo promueven la angiogénesis de una
forma dependiente de HIF1-o, en areas que requieren de mayores niveles de
oxigeno. En su destino final, los OPCs expanden su fenotipo de OPCs, bajo la
regulacion de factores de transcripcion como Id2, Id4 y Hes5. Cuando la proliferacion
es inhibida, los OLs se diferencian en OLs premielinizantes, y finalmente en OLs
maduros que envuelven los axones neuronales con vainas de mielina, bajo la
influencia de factores de transcripcién como Myrf (van Tilborg et al., 2018).

11
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Oligodendrocyte Pre OL Pre myelinating Mature OL
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P1 P7 P14

Figura 2. Esquema del desarrollo de oligodendrocitos en los dias postnatales 1, 7
y 14 en un modelo animal de rata (elaboracién propia).

Trastornos o alteraciones en el periodo neonatal pueden afectar al linajigodendroglial,
generando una disfuncién de OLs, pérdida de sus procesos y/o generar un dafio

axonal primario por sefializacion anormal desde los OLs, impidiendo una mielinizacion

adecuada (ver Fig.3) (Volpe 2018).

Figura 3. Mecanismos de trastornos de la mielinizacién del sistema nervioso central
(CNS). (A) Alteracion en el linaje oligodendroglial; (B) Disfuncion de OL o pérdida de sus
procesos, y (C) dafio axonal primario con sefializacién anormal hacia los OLs. MBP,

Myelin basic protein (Volpe, 2018).
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Al respecto, se ha descrito que el dafio en la sustancia blanca producido por la hipoxia
re-oxigenacién neonatal tiene consecuencias en la mielinizacién retardada y/o
desmielinizacion del CNS (Back, 2017).

Neonatos de pre término, con o sin alguna patologia critica, son particularmente
sensibles a dafios en la sustancia blanca, relacionado con la susceptibilidad de los

OPC en desatrrollo al estrés oxidativo (Morrison et al., 2013).

Efecto de la Asfixia Perinatal en los Pre Oligodendrocitos

Durante la ausencia de oxigeno en un episodio de asfixia severa, el suministro de
energia de las neuronas como el ATP cae a un umbral critico, alterando la produccién
de fosfatos de alta energia (Chakkarapani et al., 2021), secundario a la falla en el
acoplamiento del sistema mitocondrial de acido citrico y cadena transportadora de
electrones; a consecuencia de la falta o disminucion de la tensién del dltimo electron

aceptor, el oxigeno.

En respuesta a esta condicidn anaerébica, la glicélisis se convierte en la principal
fuente de ATP, con piruvato como el principal aceptor, y acumulacién de lactato como
producto, generando sélo dos moléculas de ADP por cada molécula de glucosa
metabolizada. Este niUmero claramente contrasta con las 38 moléculas producidas en
condiciones aerdébicas, por lo que se induce un déficit energético producto del insulto

hipéxico. En caso de hipoxia severa, esta disminucién de fosfatos de alta energia es

capaz de gatillar una falla en la bomba dependiente de Na*-K™, resultando en influjo
de Na+ y agua, provocando edema y lisis celulares, causando la muerte celular por
necrosis (Fig. 4), disminuyendo la efectividad en la recaptacion desde el espacio

extracelular de especies o0 sustancias pro-oxidativas, incluyendo glutamato.

La sobrevida a hipoxia requiere de re oxigenacion, aun cuando prolongue la muerte
celular, principalmente por apoptosis, ya que durante las primeras 3 horas post insulto
se produce despolarizacion de membrana citoplasmética y acumulacion extracelular
de glutamato por falla en la recaptacion de glutamato extracelular, aumento citosélico
de Ca*? (por falla dependiente de energia de las bombas dependientes de calcio y

apertura de canales dependientes de voltaje de calcio y despolarizacion de membrana

13
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inducido por glutamato), y una cascada de eventos que provoca muerte celular

retardada de tipo apoptotica (Koehler et al., 2018).

Energy
depletion

L ATP
1 Glucose

Hypoxia

Asphyxia

.

Direct activation of apoptotic
/autophagic pathways

Primary
cellular
effects

Mitochondrial
failure

Cell membrane
integrity

=

Secondary
cellular
effects

Increase in
excitatory amino
acids

Increase in free
radicals

Tertiary
cellular
effects

Apoptosis

w (caspase)

Autophagy

Stem cell
regeneration

Figura 4. Esquema de los mecanismos y neuropatologias asociadas al dafio
cerebral inducido por hipoxia en el recién nacido. ATP, Adenosin trifosftato. Volpe

et al. 2018.

W 4

a) Increased energy demands
b) Cycle of injurious mediators
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Ocurre luego una segunda falla energética, por aumento en los niveles de lactato,

producto de la metabolizacién de piruvato, que ocurre en su mayoria en astrocitos,

participando en la biosintesis de lipidos.

La acumulacién de glutamato en el espacio extracelular aumenta la probabilidad de

union a receptores glutamatérgicos, principalmente de tipo NMDA extra sinapticos,

localizados en parte en procesos oligodendrogliales. También por la uniéon a

receptores AMPA, inmaduros al momento de nacer, localizados en el soma de pre-

oligodendrocitos. Estos receptores se sobre expresan en la sustancia blanca cerebral

durante el periodo de mayor vulnerabilidad luego del dafio por hipoxia. Los receptores

NMDA son permeables a calcio, y durante el desarrollo los receptores AMPA

expresan una subunidad que modula la permeabilidad a calcio, aumentando los

niveles de calcio intracelular, desencadenando cascadas de muerte celular. Lo

anterior, sumado a un déficit de la capacidad antioxidante en pre Ols, lo que los hacen

extremadamente vulnerables a la PA (Fig. 5) (Periman, 2002).

14
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indirectos, como la generacion de radicales libres y 6xido nitrico. La PA también

produce un aumento en la produccion de especies reactivas del oxigeno (EROS).

El cerebro inmaduro de los neonatos tiene una capacidad limitada para detoxificar la
acumulacién de peroxido de hidrogeno, por inmadurez de las enzimas antioxidantes
(catalasa y glutation peroxidasa no incrementan su actividad frente al insulto
hipdéxico). Ademas, el cerebro en desarrollo posee una alta concentracién de acidos
grasos poliinsaturados, especialmente en las membranas neuronales, las cuales son
blanco del ataque de las EROS, wvulnerabilidad incrementada por una alta
concentracion de hierro libre. Estas condiciones por lo tanto favorecen el incremento

del dafio oxidativo luego de hipoxia neonatal (Giussani, 2016).

Efecto de la Hipoxia en
Pre Oligodendrocitos

Insulto
Hipoxico

\">“,»,<)/ Efecto
-
@ Disminucién de ATP y m @ Influjo de Calcio por
\

Glucosa receptores AMPA y NMDA
Muerte de Pre i

M . @ > f Oligodendrocitos > CH

| @ Menor capacidad
antioxidante
ADisfuncic’m
celular S~ .
@:
=MNe
- . v

Figura 5. Esquema de los efectos del insulto hipéxico en los pre oligodendrocitos
(elaboracion propia).
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Factores de Transcripcion en Oligodendrocitos

Se ha descrito que la hipoxia/re oxigenacion en periodos tempranos del desarrollo
produce desregulacion de factores de transcripcion que participan en el desarrollo de
las células precursoras de OLs, alterando su diferenciacién, afectando asi la
mielinizacién de la sustancia blanca periventricular (Back & Miller, 2014). Sin
embargo, aun no se ha determinado si estas alteraciones en la mielinizacion pueden
atribuirse a una disminucion de ciertos factores especificos de transcripcion,
involucrados en el proceso de desarrollo. A continuacion, se describen algunos de los
factores que participan en el desarrollo de los OLs y que se estudian en esta tesis (ver
Fig. 5).

HIF1-a

Para mantener la homeostasis celular, se requiere la habilidad de censar y responder
a fluctuaciones en los niveles de oxigeno (Kaelin & Ratcliffe, 2008) (Semenza, 2012).
Concentraciones moleculares insuficientes de oxigeno gatillan rapidamente una
respuesta transcripcional que permite la supervivencia celular a bajos niveles de
oxigeno, promoviendo el metabolismo anaerébico para la produccion de energia,
eritropoyesis para incrementar el acceso al oxigeno local, induciendo angiogénesis
para aumentar la biodisponibilidad de oxigeno y metabolitos. Asi también, la
activacion inicial protectora y prolongada de estas respuestas induce un desequilibrio
metabdlico y disfuncidn celular en muchos tejidos. Por ejemplo, la respuesta a hipoxia
crénica bloquea la formacién de sustancia blanca en individuos nacidos
prematuramente (Scafidi et al., 2014) (Volpe, 2009) (Volpe et al., 2011). La primera
respuesta a bajos niveles de oxigeno es mediada por los factores inducibles de
hipoxia (HIFs), una familia de factores de transcripcion que se estabilizan bajo
condiciones hipoxicas en todas las células de los mamiferos (Cassavaugh &
Lounsbury, 2011) (Choudhry & Harris, 2018). Los HIFs son complejos
heterodiméricos, formados por subunidades alpha y beta. En presencia de oxigeno,
las subunidades alpha son hidroxiladas por prolil-hidroxilasas, permitiendo el
reconocimiento y ubiquitinacion via el factor von Hippel-Lindau (VHL) (Jaakkola et al.,
2001), marcadas para su rapida degradacion por el proteosoma. A bajas condiciones

de oxigeno, las subunidades Alpha escapan a la hidroxilacion, evitando su
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degradacién, translocandose al nlcleo para unirse a la unidad constitutiva beta,
regulando la expresion génica (Semenza, 2007). Los motivos de union a HIF1a estan
presentes mas de 1 millén de veces en el genoma; sin embargo, HIF1a se une a una
pequefia fraccion de estos sitios, sugiriendo que la unién de HIF 1a esta muy regulada
(Schodel et al., 2011).

El CNS consume el 20% del oxigeno total del cuerpo y la sustancia blanca cerebral
es altamente susceptible a insultos hipdxicos. La sustancia blanca es un blanco en
accidente cerebrovascular (ACV), demencia vascular, sindromes de distrés
respiratorio, parto prematuro y pardlisis cerebral (Hankey, 2016); (Salmaso et al.,
2014); (Shindo et al., 2016).

Como se ha expuesto anteriormente, los OLs se originan de OPCs, las cuales
abundan en el desarrollo del SNC y se ha visto que la acumulacion de HIF1a es
suficiente para alterar la formacion de OLS a partir de OPCs (Jablonska et al., 2012)
(van Tilborg et al., 2018).

ASCI1

Ascll es un factor de transcripcion expresado tempranamente por los precursores de
OLs. Este factor de transcripcién ejerce un rol importante en la generacién y
diferenciacion pre y post natal de neuronas y OLS (Affeldt et al., 2017). Ascll juega
un rol crucial en la especificacion y diferenciaciéon de los oligodendrocitos a través de
su regulacién por Nkx2.2 y Oligl (Nakatani et al., 2013). En un modelo animal de
desmielinizacién focal del cuerpo calloso se observé un incremento en la expresion
de Ascll, junto con un aumento en la oligodendrogénesis (Nakatani et al., 2013). Es
por esto que el factor Ascll se considera un regulador transcripcional esencial que
contribuye a la mielinizacion y remielinizacion durante el periodo embrionario y adulto
(Sugimori et al., 2008).

OLIG1y OLIG2
Los factores Oligl y Olig2 son cruciales para la diferenciaciéon y maduracion de los

oligodendrocitos. Su expresion y localizacion subcelular sefiala los estadios

especificos del desarrollo de los oligodendrocitos (Elbaz & Popko, 2019). El factor
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Oligl promueve la diferenciacion, desarrollo y maduracién de los OLs y la formacién
de mielina (Cheng et al., 2015). El factor Olig2 es crucial para la especificacion del
linaje de los oligodendrocitos y se encuentra altamente conservado durante el
desarrollo (Zhu et al., 2012). El factor de transcripcion Nkx2.2 interactta con Oligl y
Olig2 desempefiando un rol en la diferenciacion de los oligodendrocitos, y su ablacion
retrasa la maduracion del oligodendrocito (Cai et al., 2010) (Okahara et al., 2014).

En modelos de isquemia y ACV se ha detectado cambios en la expresién de estos
factores de transcripcion. Sin embargo, aun no esté del todo clarificado el efecto de
la asfixia perinatal en la expresion de estos factores.

Luego de proliferar, las células precursoras de OLs se diferencian en oligodendrocitos
inmaduros y posteriormente en OLs maduros. Es en este momento en el que se
induce la expresién de Myelin Regulatory Factor (MYRF), factor que regula la
progresion de oligodendrocitos inmaduros a oligodendrocitos maduros capaces de
producir mielina (Elbaz & Popko, 2019).

MOG, PLPy MBP

Al contactar el axén, los OLs maduros comienzan a producir mielina, la cual es una
estructura espiral membranosa de tipo laminar que envuelve los axones. Esta se
compone principalmente de lipidos y proteinas, ademas de algunos tipos de
carbohidratos. Los elementos lipidicos de la membrana son fosfolipidos, glicolipidos
y colesterol mientras que los principales componentes proteicos son la glicoproteina
de oligodendrocitos de mielina (MOG), proteina proteolipidica (PLP) y proteina basica
de la mielina (MBP) (Hopper, 1990).

PLP y MBP son proteinas constituyentes, mientras que MOG participa en la

comunicacion intercelular y en la adhesion celular adyacente.
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Figura 6. Esquema del desarrollo oligodendroglial y sus factores de transcripcion.
(elaboracién propia).

Promote diferentiation

En estudios previos del laboratorio, se investigd el efecto de la PA en la expresiéon de
los factores de transcripcion involucrados en los procesos de mielinizacion (Tapia-
Bustos et al, 2021). Se observé que la PA no induce cambios en la expresion de
Oligl y Olig2 en el telencéfalo de ratas a P1, sin embargo, a P7 la asfixia gatilla un
incremento significativo de Oligl, en comparacién con los animales control. No se
observd cambios en los niveles de mRNA de Olig2. El incremento de Oligl a P7
probablemente es un mecanismo compensatorio que activa la mielinizacién, lo que
lleva a la pregunta: ¢Es la desregulacion de los factores de transcripcion que
participan en el desarrollo de los precursores de los oligodendrocitos luego de AP, la

gue produce las alteraciones en la mielinizacién?

Tratamiento con secretoma derivado de células madre mesenquimales
La estrategia terapéutica basada en la administracion de MSC es una opcion

preclinica para alteraciones neonatales del CNS (Castillo-Melendez et al., 2013). Esta

estrategia se basa en utilizar los efectos paracrinos producidos por las MSC al
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secretar al espacio extracelular una combinacién de nanovesiculas y factores solubles
(secretoma), con caracteristicas antioxidantes, antiinflamatorias y regenerativas.
Estudios previos del laboratorio han demostrado que la administracion i.c.v. de MSC
derivadas de tejido adiposo de rata revierte los efectos de la hipoxia en la maduracién
de los oligodendrocitos y mielinizacion en la sustancia blanca telencefélica de ratas
sometidas a PA (Tapia-bustos et al., 2021).

Se ha descrito que el pre condicionamiento in vitro de las MSC mediante la incubacion
de estimulos mejoran la efectividad terapéutica del secretoma en diversas patologias.
Se ha investigado una amplia variedad de estimulos y condiciones incluyendo hipoxia
o farmacos miméticos de hipoxia (Deferroxamina (DFX), Acido Valproico), los cuales
incrementan la produccion de factores de crecimiento y moléculas anti inflamatorias
y antioxidantes; o estimulos pro-inflamatorios (Factor de Necrosis Tumoral alfa, TNFa
y/o Interferon vy, IFNy), que inducen la secrecion de altos niveles de factores inmunes
(Vizoso et al., 2017). El precondicionamiento in vitro de las MSC mediante incubacion
con estimulos pro-inflamatorios 0 miméticos de hipoxia mejoran su efectividad
terapéutica, al inducir un incremento significativo en la produccién y secreciéon de
factores pro-angiogénicos (VEGFa y ANG-1); factores neuroprotectores (GDNF, NGF y
NT3), y factores antiinflamatorios (IL4 e IL5) (Oses et al., 2017). También se ha
descrito el precondicionamiento con DFX reduce los niveles de especies reactivas del
oxigeno (EROS) en el microambiente que rodea a las células, ya que éstas mejoran
su capacidad antioxidante, aumentando los niveles de enzimas antioxidantes como
superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, macromoléculas como ferritina
y pequefias moléculas que incluyen acido ascoérbico, a-tocopherol, B-caroteno,
glutation reducido, acido Urico y bilirrubina (De Gregorio et al., 2020) (Oses et al.,
2017).

En investigaciones previas de nuestro laboratorio se ha observado que en el

modelo experimental de PA utilizado, la administracion intranasal de secretoma
derivado de MSC precondicionadas con DFX o con TNF o +IFN y reduce el estrés
oxidativo, la neuro inflamacion y muerte celular en el hipocampo de ratas asficticas,
atenuando el déficit motor y cognitivo inducido por PA (Fig.6) (Farfan et al., 2020). Al
comparar los dos tipos de precondicionamiento se evidencidé un efecto terapéutico
mayor del precondicionamiento con Deferroxamina en las ratas con PA que del

secretoma precondicionado con TNF o +IFN y.
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Es por esta razén que se ha escogido la Deferroxamina para potenciar el efecto
terapéutico del secretoma derivado de MSC en PA (ver tabla 1). El quelante de hierro
DFX posee un potencial mimético de hipoxia ya que induce la estabilizacién del factor
inducible de hipoxia (HIF1 o), el cual es un regulador critico de las funciones celulares
bajo la condicion de hipoxia. Los niveles celulares de HIF1 o son regulados post
transcripcionalmente por HIF prolyl-hidroxylasas (HIF-PHDs), Fe 2*; O, y 2
oxoglutarato (2-OG) que son enzimas que hidroxilan HIF-la en el dominio
dependiente de degradacion por oxigeno y lo marcan para degradacion por
proteosoma (Jaakkola et al., 2001) .

DFX interfiere con la habilidad de las enzimas dependientes de HIF-PHDs, Fe*?, O,
y 2-OG, impidiendo la hidroxilacion y degradacion HIF 1o (David, Coutts, etal., 2021).

21



Ve

k=
IS

Aspectos

Precond. Hipoxia

evaluados

FACULTAD DE MEDICINA Incrementa la

UNIVERSIDAD DE CHILE

Proliferacidn, proliferacion celular

migracion y expresion de

celular /| VEGF. (Heirani-
angiogénesis Tabasi et al., 2020)

Estrés Oxidativo

Incrementa HO1 y
Catalasa
(Heirani-Tabasi et
al., 2020).

Incrementa IL-6
Inflamacion (Heirani-Tabasi et

al., 2020).

Neuroproteccién

Incrementa BDNF y
GDNF

(Bogatcheva &
Coleman, 2019).

No

muerte cellular.

previene la
Sobrevida
Incrementa Hif-1
alfa, AKT, Bcl-2 y
HGF (David, Curtin,
et al., 2021)

Precond. Deferroxamina Precond. Factores
Proinflamatorios

Incrementa la  migracién
celular, reorganizacion de
matriz extracelular, expresion
de VEGF-A, VEGF-C y ANG-
1 (Heirani-Tabasi et al., 2020)
(Oses et 2017) (De

Gregorio et al., 2020)

al.,

Incementa NRF2,
SOD,
peroxidasa, alfa tocopherol,

NQO1,

glutation

Incrementa NRF2 y y
Catalasa, glutation (Farfan et

al., 2020), (Ezquer et

beta  caroteno, ferritina al., 2019).

(Farfan et al., 2020) (Oses et

al., 2017)

Incrementa IL 5, IL6 e IL-6 Incrementa PGEZ2,

(Oses et al., 2017) PTX3, complemento
de Factor By D, TNF
o, 1L-23, IL-16 e IL-6

IL-10 TGFB! (Drago

et al., 2013),
(Quintanilla et al.,
2019)

Incrementa GDNF, NGF vy
NT3 (Oses et al., 2017).

Previene la muerte celular. Incrementa HGF y
AKT (Drago et al.,

2013).

Incrementa Hif 1 alfa
(David, Coutts, et al., 2021)
(Oses et al., 2017)

Tabla 1. Tabla comparativa de distintos tipos de precondicionamiento in vitro de MSCs

(elaboracién propia).
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Figura 7. Esquema de los efectos producidos por la administracion intranasal de
secretoma derivado de MSC precondicionadas con DFX en la asfixia perinatal.
(elaboracion propia).

La presente tesis propone un estudio con relevancia traslacional, administrando por
via intranasal secretomas derivados de MSC humanas precondicionadas con DFX a
ratas que han sido sometidas a asfixia perinatal, determinando sus efectos en el

desarrollo de los oligodendrocitos y en la mielinizacion
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Hipotesis

La asfixia perinatal disminuye la expresion de factores de transcripcion involucrados
en la generacion y diferenciacion de oligodendrocitos y mielinizacion en la sustancia
blanca telencefélica, efecto que es revertido por la administracion intranasal de
secretoma derivado de células madre mesenquimales precondicionadas con

deferroxamina.
Objetivo General

1. Evaluar el efecto de la asfixia perinatal sobre la expresion de factores de
transcripcién involucrados en la generacion y diferenciacion de oligodendrocitos y
mielinizacién en la sustancia blanca telencefélica de ratas.

2. Determinar si la administraciéon intranasal de secretoma derivado de células
madre mesenquimales revierte la hipomielinizacion producida por la disminucion
de la expresion de factores de transcripcién a causa de la asfixia perinatal en
ratas.

Objetivos especificos

1. Evaluar la expresion de los factores de transcripcién HIF1 a, Olig 1, ASCL1,
y MOG involucrados en la oligodendrogénesis y diferenciacién de oligodendrocitos en
la sustancia blanca luego de PA, mediante RT-gPCR y Western blot a P1, P7y P14.

2. Analizar el efecto de la PA en la mielinizacion y en los niveles de proteinas
constituyentes de la mielina, i.e. MBP y PLP, mediante RT-qPCR y WB a P1, P7y

P14.

3. Determinar el efecto de la administracién intranasal de secretoma derivado

de MSC precondicionadas en las variables analizadas en los objetivos anteriores.
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Metodologia

Animales

Se utilizaron ratas albinas Wistar provenientes del bioterio del programa de
Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina, Santiago, Chile, los
animales se mantuvieron en un ambiente con temperatura y humedad controlada con

un ciclo de 12/12 h de luz/oscuridad, con acceso a agua y comida ad libitum.

Consideraciones éticas

Los procedimientos experimentales se enmarcan en el Proyecto FONDECYT
1190562 (PMR) y cuentan con la aprobacion del Comité de Etica Local para
experimentacién con los animales del Laboratorio de la Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, (Protocolo CBA# 1058 FMUCH), y por la Comision Nacional de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (CONICYT).

Las MSC fueron obtenidas de tejido subcutaneo adiposo de mujeres sanas, posterior
a una liposuccién cosmética, después de firmar un consentimiento informado. Los
protocolos fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Clinica Alemana-
Universidad del Desarrollo (Protocolo 2015-40) y el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina. El monitoreo de los animales fue realizado siguiendo la pauta de ARRIVE
(Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) para reportar estudios en

animales. (Ver anexo 1).

Modelo de Asfixia Perinatal

Se somete a eutanasia e histerectomia a ratas prefiadas de término en el dia
gestacional 22. Algunos fetos son removidos de los cuernos uterinos y reanimados
inmediatamente, constituyendo el grupo control no asfixiado. El resto de los fetos
dentro de los cuernos uterinos son inmersos en un bafio termorregulado a 37°C por
21 minutos. Luego de la asfixia, los fetos son removidos y liberados de los cuernos
uterinos, estimulados manualmente a respirar. Posterior a 40 minutos de observacion
en un cojin térmico, los neonatos son evaluados con una escala APGAR adaptada
para ratas. Esta escala evalia parametros como sobrevida, peso, color de la piel,
vocalizacion, presencia de inspiraciones forzadas (gasping), frecuencia respiratoria,

rigidez muscular y movimientos espontaneos (Fig.7) (Herrera-Marschitz et al., 2014)
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Figura 8. Modelo de Asfixia Perinatal en ratas.

®

Aislamiento y caracterizacion de las células madre mesenquimales humanas

Las células madre mesenquimales fueron aisladas de muestras de tejido adiposo

subcutaneo (regiéon abdominal) obtenidos mediante liposuccién aspirativa de mujeres

donantes sanas sometidas a liposuccion cosmética en la Clinica Alemana de Chile,

posterior a la firma de un consentimiento informado para la toma de muestras como

se ha reportado previamente (Oses et al.,, 2017). Los protocolos usados fueron

aprobados por el Comité de Etica de la Universidad del Desarrollo. Después de dos

subcultivos, las células adherentes se caracterizaron de acuerdo con su potencial de

diferenciacién adipogénico y osteogénico y por la presencia de marcadores
caracteristicos de MSC (CD29, CD13, CD105, CD73 y CD90) y por la ausencia de
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marcadores caracteristicos de otros linajes celulares (CD235a, CD31 y CD45) segln

se describe en Oses y cols., 2017.

Precondicionamiento de MSCs con Deferroxamina

Las MSC fueron cultivadas a una densidad de 7.000 células/ cm 2en medio minimo
esencial (a-MEM) (Gibco, New Zealand), suplementadas con 10% de suero bovino
fetal (FBS) (Gibco, New Zeeland) y 0.16 mg/ml de gentamicina (Laboratorio
Sanderson, Chile) a 37° C en 5% CO2 atmosférico. Cuando las células alcanzaron el
70% de confluencia, se lavaron tres veces con PBS e incubaron por 48 h en a-MEM
sin FBS suplementadas con 400 yM DFX (Sigma-Aldrich, USA). Luego de la
incubacion con DFX, el medio condicionado de las MSC se obtuvo cosechando el
medio de cultivo. Este medio se centrifug6 a 400 g por 10 min para remover las células
completas, y el sobrenadante se centrifug6 otra vez a 5000 g por 20 min, para remover
los restos celulares. Finalmente, el medio condicionado se filtré en filtros de 0.22 ymy
se concentré 10 veces usando filtros de 3 kDa (Millipore, USA). Para eliminar
completamente el DFX del medio condicionado, los concentrados se lavaron dos
veces con 15 ml de PBS y se reconcentraron utilizando el mismo tipo de filtros (De
Gregorio et al., 2020).

Administracién intranasal de secretoma derivados de MSC precondicionadas

con Deferroxamina

Dos horas después del nacimiento se administré 6 nug/16 ul de secretoma, obtenidos
de 2 x10° células madre mesenqguimales precondicionadas con DFX (MSC-S) 0 16 pl
de vehiculo (NaCl 0.9%), por via intranasal a ratas expuestas a asfixia o a ratas
controles. Se administrd con intervalos de 1 pL/5 min con una punta de micropipeta
(p10) en lados alternativos de la cavidad nasal (ocho veces por cada fosa nasal).
Posteriormente, los neonatos sobrevivientes se entregaron a una madre nodriza para

su cuidado.
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Eutanasiay obtencién de muestras.

A P1, P7 o P14, las ratas fueron eutanasiadas mediante decapitacién Estudios previos
han reportado que, en roedores, al primer y segundo dia postnatal se expresan
mayormente pre OLs, mientras que al dia P7 aumenta la expresion de
oligodendrocitos maduros. Al dia 14 la mayoria de la los oligodendrocitos se
encuentra en un estado maduro del desarrollo (Dean et al., 2011) (Affeldt et al., 2017)
(Peeples, 2018). Por esta razén se han escogido estos dias post natales para los
experimentos. Se diseco el cerebro rapidamente en PBS frio. En un corte coronal de
telencéfalo se realiz6 una micro diseccion de la sustancia blanca (cuerpo calloso,
cingulo y capsula externa) con punches de 0.5 a 1 mm de didmetro. Las muestras
obtenidas se depositaron en tubos Eppendorf para ser congelados en nitrégeno

liquido y almacenados a -80°C hasta que fueron utilizados.

Extraccion de Proteinas

Se utilizaron muestras de sustancia blanca del cuerpo calloso, cingulo y cépsula
externa para cada condicion (control vehiculo, asfixia vehiculo, control secretoma y
asfixia secretoma) a P1, P7 y P14. Cada muestra de sustancia blanca corresponde a
un pool de 4 ratas a P1 y P7, resultando en 96 extracciones independientes de
proteinas. Para la extraccion se utilizé buffer RIPA (50 mM Tris—HCI, pH 7.2, 0.15 M
NaCl, 1.0 mM EDTA, 0.1% SDS, 1.0% Triton X-100, 1.0% deoxicolato de sodio)
suplementado con inhibidor de fosfatasas y proteasas (1 mM orthovanadato de sodio,
1 mM PMSF, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA,10 mM NaF, CALBIOCHEMset Ill EMD
Biosciences Inc., USA; Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Los tejidos se
homogeneizaron mediante un homogeneizador Kimble (Pellet Pestle, cat. 749540-
0000, Sigma-Aldrich, EE. UU.) en 50 pL de RIPA. Posteriormente, se centrifugd a

14.000 rpm a 4°C y se recupero el sobrenadante.
Cuantificacion de Proteinas
La concentracion de proteina total se determin6 en una placa de 96 pocillos usando

un kit de ensayo de acido bicinconinico (BCA) de Pierce (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, EE. UU. Protein Assay Kit, cat. 23227). La absorbancia se midi6 a 562
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nm en un lector de microplacas multimodo (Synergy HT Biotek Instruments, Inc.,

Winooski, VT, EE. UU.).

Western Blot

Las muestras se mezclaron con un tampoén de carga (30% glicerol, 6% SDS, 15%
DTT, 0.2% bromofenol azul y tampén Tris HCI 120 mM pH 6.8 Laemmli (Biorad) y
posteriormente se calentaron a 95°C por 5 min.

La separacion electroforética de proteinas se realizé en condiciones denaturantes
en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 6% como
gel concentrador y al 12% como gel separador. Las muestras (50 og) se cargaron
en cada pocillo del gel de poliacrilamida junto a un estdndar de proteinas para
comprobar el peso molecular.

Los geles se corrieron en las camaras de Bio Rad con tampon de corrida (Tris 2,5
mM, SDS 10%, Glicina 19 mM). La electroforesis se realiz6 a un voltaje constante,
de 20 a 80 V. La electro-transferencia de las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa de poro 0,2 um (BIORAD) se realiz6 en semi-seco en el equipo
Trans-Blot Turo System (BIORAD) durante 10 minutos a 2,5 A; 25 V. Como control
de transferencia se tifié la membrana con Rojo Ponceau para verificar la presencia
de proteinas. Posteriormente, la membrana se decoloré con TBS-Tween 0,1%.
Para bloguear las uniones no especificas se incubé la membrana con leche
descremada al 5% (Bio-Rad, cat. 1706404, Hercules, CA, USA) en TBS 1X-tween
0,1% (TBS-T) por 2 horas a temperatura ambiente con agitacion suave. Luego se
incubd con el anticuerpo primario respectivo diluido a la raz6n recomendada por
el fabricante, en tampo6n de bloqueo, toda la noche a 4°C con agitacion suave.
Posteriormente a tres lavados por 5 min con una solucién de TBS-T se incubd la
membrana con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano (HRP)
en TBS-T por una hora a temperatura ambiente con agitacién suave. Después de
tres lavados con TBS-T por 5 min cada uno, la membrana se incub6 con un
reactivo quimio-luminiscente por 5 min (ELV, Perkin-Elmer Life Sciences, Boston,
MA) en oscuridad, durante distintos tiempos en un ChemiScope 3400 (ClinX
Sciences Instruments Co, Ltd. Shanghai, China), utilizando el software
Chemiocapture. Las imagenes se digitalizaron y procesaron mediante el software
Fiji ImageJ (National Institutes of Health, EE. UU.) dividiendo la densidad Optica

del anticuerpo de interés por la de la proteina normalizadora. Como proteinas
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normalizadoras se utilizé $-actina. Los datos se presentan normalizados respectoal

control vehiculo.

Tabla 2 A.
Anticuerpo Marca, Producido Clase Aplicacion Dilucién
Catélogo en
Rabbit Policlonal | Western Blot | 1:1.
Anti-MASH1/ Abcam, abbi oliclona estern Blo 000
#74065
Achaete-
scute
homolog 1
- Abcam, Rabbit Monoclon | Western 1:1.000
Anti-Oligl
#124908 al Blot
hick Policlonal 1:1.
Anti-MBP Aves Lab, | Chicken oliclonal | Western 000
#2313550 Blot
Anti Synaptic Rabbit Policlonal | Western 1:2.500
System, Blot
#251003
Tabla 2 B.
Anticuerpo | Marca, Producido en | Clase Aplicacion Dilucion
Secundario | Catalogo
Invitrogen, Goat Policlonal | Western 1:10.000
Antirabbit | 09 '
#31460 Blot
Anti Aves lab Goat Policlonal | Western 1:7.500
Chicken Blot

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios. La informacion incluye marca,

hospedador, clase (monoclonal o policlonal, aplicaciones y dilucion estandarizada).
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PCR en tiempo real

De las muestras de sustancia blanca (cuerpo calloso, cingulo y capsula externa) se
extrajo el MRNA mediante el uso de 500 ul de Trizol (Invitrogen). Las muestras se
homogenizaron y luego de agregar 200 ul de cloroformo, se centrifugaron a 12000 rcf
a 4°C por 15 min. Se recuperé la fase acuosa a la que se le adicioné 500 ul de
isopropanol para precipitaciéon del RNA. Luego de una centrifugacion a 12000 rcf a
4°C por 10 min, el precipitado se lavé con etanol 70%, secando por 5 minutos, para
luego ser re-suspendido en agua libre de nucleasas. A partir de 1 ug de RNA obtenido
en el proceso anterior, se realiz6 transcripcion reversa utilizando el kit de Cat. 6005,
59 (Aligent Technologies) segun las indicaciones del fabricante. A partir del DNA
complementario (cDNA) obtenido, se realiz6 la reaccion de qPCR en un termociclador
en tiempo real (modelo Mx3000P, Stratagene) para detectar los transcritos de los
genes expresados, usando partidores especificos (Integrated DNA Technologies)
para los genes determinados, con amplificados que variaran desde 85 a 210 pb
empleando el Kit SYBR Green Real-Time PCR Master Mix (Invitrogen, cat. 4472908).
Como control del ensayo se determinaron los niveles de expresion del gen constitutivo
b-actina. Para el andlisis de los datos se utilizé el método del 22Ct (Livak & Schmittgen,
2001).

Analisis estadistico

Los valores se expresaron como promedio + el error estandar de las medias (SEM).
El resultado nimero 1 es analizado mediante la prueba ANOVA de una via para
comparaciones multiples, seguido por una prueba post hoc (Tukey).

Los datos de los resultados nimero 2 a 7 se analizaron mediante la prueba de ANOVA
de dos vias para comparaciones multiples, seguido por una prueba post hoc
(Benjamini, Krieger and Yekutieli) mediante el programa GraphPad Prism 8 previa
comprobacién de la normalidad de los datos mediante la prueba Shapiro-Wilk. Los
datos que no se distribuyen de forma normal, se les aplicé el test no paramétrico
Kruskal-Wallis seguido por el post hoc test Dunn’s. Se considero la probabilidad de

error de un 5% para las diferencias estadisticas (p<0.05).
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Resultados

1. Efecto del desarrollo sobre los niveles de mRNA de factores de
transcripcién (OLIG1, ASCL1) y proteinas de mielina madura (MOG, PLP y
MBP) evaluado en sustancia blanca cerebral mediante RT-qPCR en los dias
P1, P7y P14 (Figura 8).

Al analizar el efecto del desarrollo en los niveles de mMRNA de los distintos factores y
proteinas de mielina en individuos controles en los dias P1, P7 y P14, se observé que
los niveles de mRNA de OLIG1l incrementa a través del tiempo, siendo
significativamente mayor al dia P14 en comparacién al dia P1 y P7. Su mayor
expresion se observa a P14 (Fig. 9 A). ASCL1 se comporta distinto a los otros
factores y proteinas. Este factor presenta su maxima expresion a P1, disminuyendo
significativamente a P7, volviendo a incrementarse a P14 (Fig. 9 B). MOG a P1
presenta una expresion de mRNA muy baja y a P14 incrementa significativamente su
expresion (Fig.9 C). La proteina PLP posee baja expresion a P1, aumentando
significativamente su expresién a P7 para luego disminuir a P14 (Fig. 9 D). Por ultimo,
MBP posee niveles de expresion muy bajos a P1 y P7 que luego incrementan

significativamente a P14 (Fig. 9 E).
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Figura 9. Efecto del desarrollo en individuos controles en los niveles de mRNA
expresados como los promedios de gen de interés/ 3-actina en los dias P1, P7 y P14
(N=5-6 para cada grupo experimental). (A) OLIG1 (B) ASCL1 (C) MOG (D) PLP y (E)
MBP. Los datos representan el promedio + SEM, (N=5-6 para cada grupo
experimental). ANOVA una via, seguido por el post hoc test Tukey, *p<0.05.
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2. Efecto de la PA y administracion de MSC-S sobre los niveles de mRNA del
factor de transcripcion HIF1la evaluado en sustancia blanca telencefélica por
RT-qPCR al dia P1 (Figura 9).

Los transcritos de genes fueron amplificados por RT-qPCR, cuantificados por el
método 22CT, usando B-actina como el gen normalizador. Los niveles de mRNA de
cada gen estudiado son normalizados respecto a lo observado en los neonatos de la
condicion control vehiculo graficandose como valor de cambio (fold/change). La figura
10 muestra los niveles de mRNA de HIF1a monitoreados en la sustancia blanca
telencefalica de ratas control y asficticas tratadas con vehiculo o MSC-S. La PA indujo
un aumento significativo (* 8 veces) en la expresion del mMRNA de HIFla en

comparacion al grupo control. La administracion de MSC-S no revirtié este efecto.

A. HIF-1oo mRNA levels P1

*

20+ *
* % ® Control

15 1 = ®  Asphyxia

Fold Change (AU)

Vehicle MSC-S

Figura 10. Niveles de mRNA de HIFla en sustancia blanca telencefalica de ratas
controles y asficticas con administracion intranasal de vehiculo o MSC-S, evaluados
a P1 mediante RT-gPCR. Los datos se presentan como valor de cambio (Fold
Change) con relacion al gen B Actina normalizados a niveles del grupo control. Los
datos representan el promedio + SEM, C.Vhc y C.MSC-S (barras rojas), A.Vhc y
A.MSC-S (barras azules). N=6 de cada grupo experimental. ANOVA de dos vias,

seguido por el post-hoc test Benjamini, Krieger and Yekutieli, *p<0.05.
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3. Efecto de la PA y administracién de MSC-S sobre los niveles de mRNA y

proteina del factor de transcripcion OLIG1 evaluado en sustancia blanca
telencefalica por RT-gPCR a P1, P7y P14; y WB al dia P7 (Figura 11).

En la figura 11 se evaltuan los niveles de mRNA del factor de transcripcion OLIG1 a
P1 (Fig. 11A), P7 (Fig. 11. B) y P14 (Fig. 11. C) monitoreados en la sustancia blanca

telencefélica de ratas control y asfictica tratadas con vehiculo o MSC-S. Al comparar

los grupos no se observan diferencias significativas en los niveles de mRNA de OLIG1

entre las diferentes condiciones experimentales a P1, P7 ni a P14. Al analizar el nivel

de proteina OLIG1 a P7 mediante WB, tampoco se observaron diferencias en ninguna

de las condiciones experimentales analizadas (Fig. 11D y E).

A. OLIG1 mRNA levels P1

2.5

2.0

1.5+

1.0

Fold Change (AU)

0.5

0.0

C. OLIG1 mRNA levels P14

2.5+

35 2.0

<

S 154

o

©

S5 104

o

2 05+
0.0

T
Vehicle

T
MSC-S

T
Vehicle

e Control
m  Asphyxia

e Control
B Asphyxia

B. OLIG1mRNA levels P7

Fold Change (AU)

D.

Fold Change (AU)

254
e Control
2.0 m Asphyxia
1.5+ u ,
]
[ XY °
1.0 -
0.5
0.0 T T
Vehicle MSC-S
OLIG1 Protein levels P7
2.5+
e Control
2.0 ® B Asphyxia
[ ]
1.54
o®
1.0 u
- .
054 |® of |
0.0 . .
Vehicle MSC-S
Control Asphyxia

Vehicle Msc-s  Vehicle MSC-S

| . ouG1
(35kDa)

« P actin

(43kDa)

35



Sz
_r=

IS

FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD DE CHILE

Figura 11. Niveles de mRNA y proteina de OLIG1 determinados por analisis
cuantitativo de RT-gPCR y Western Blot. Los datos se presentan como valor de
cambio de OLIG1/ gen normalizador en relacién a los niveles del grupo control a P1
(A), P7(B) y P14(C). (D). Niveles de proteinas de OLIG1 en la sustancia blanca
telencefélica a P7 evaluada por WB. Los datos son presentados como la razon
OLIG1/B-actina, normalizado a los niveles del grupo control vehiculo. (E). Muestra
una imagen representativa de WB de OLIG 1 (35 kDa) y su correspondiente proteina
normalizadora (3-actina (42 kDa). Los datos representan el promedio + SEM, N =6 en
cada grupo experimental. En el WB cada punto corresponde a un pool de 4 sujetos
de cada grupo experimental. ANOVA dos vias, seguido por el post hoc test Benjamini,
Krieger and Yekutieli, *p<0.05.

4. Efecto delaPAy delaadministracion de MSC-S sobre los niveles de mRNA
y proteinas del factor de transcripcion ASCL1 evaluado en sustancia blanca
cerebral por RT-gPCR en el dia P1y Western Blot a P1, P7y P14 (Figura 12).

En la figura 12 A se observa la expresion de mRNA de ASCL1 a P1, observandose
qgue la PA disminuye su expresion y que la administracion de MSC-S revierte esta
disminucion (Fig.12 A).

Los resultados del WB muestran que los niveles de ASCL1 no se ven afectados por
la PA ni por el tratamiento con MSC-S al dia P1 (Fig. 12 By C). A P7 no se observa
diferencia entre el control y asfixia vehiculo, sin embargo, la administracion de MSC-
S a ratas con PA induce un aumento significativo de proteinas de ASCL1 en
comparacion a los grupos control y asfixia tratados con vehiculo (Fig. 12 Dy E). A
P14 desaparecen las diferencias en los niveles de ASCL1 entre los grupos,

manteniéndose el incremento de ASCL1 en las ratas con PA tratados con MSC-S.
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Figura 12 (A). Niveles de mRNA de ASCL1 determinados por andlisis cuantitativo de
RT-gPCR a P1. Los datos se presentan como valor de cambio (Fold Change) en
relacion con la expresion del gen housekeeping, normalizados a niveles del grupo
control. Niveles de expresion de proteinas de ASCL1 en la sustancia blanca cerebral
a P1 (B), P7 (D) y P14 (F) evaluada por WB. Los datos son presentados como la
razén ASCI1/B-actina, normalizado a los niveles del grupo control vehiculo. Se
muestra una imagen representativa de WB de ASCL1 (25 kDa) y su correspondiente
proteina normalizadora B-actina (42 kDa) a P1 (C); P7 (E) y a P14 (G).

Los datos se representan como el promedio + SEM, N=5-6 para cada grupo
experimental, ANOVA de dos vias, seguido por el post-hoc test Benjamini, Krieger
and Yekutieli, *p<0.05 para (A), (B) y (D) y Kruskal-Wallis, seguido por el post-hoc
test Dunn’s, *p<0.05 para (F).

5. Efecto delaPAvy delaadministracién de MSC-S sobre los niveles de mRNA
de MOG evaluado en sustancia blancatelencefalica mediante RT-gPCR a P1,
P7y P14 (Figura 13).

Los resultados del nivel de expresion de mRNA de MOG a P1 muestran que la PA
produce un aumento de aproximadamente 4 veces a P7 y de aproximadamente >5
mil veces a P14 en comparacion al grupo control vehiculo, aunque esta diferencia no
alcanzé significancia estadistica. En la figura 13 A se observa que existe un
incremento de expresién de mRNA en el grupo sometido a PA con la administracion
de MSC-S, comparado con el grupo control vehiculo. A P7 y P14 no se observan
diferencias en la expresion de mRNA de MOG entre los grupos (Figura 13 By C).
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Figura 13 (A, B, C). Niveles de mRNA de MOG determinados mediante analisis
cuantitativo de RT-gPCR a P1 (A), P7 (B) y P14 (C). Los datos se presentan como
valor de cambio (Fold Change) en relacién con la expresion del gen housekeeping,
normalizados a niveles del grupo control. Los datos representan el promedio £ SEM,
N=5-6 para cada grupo experimental. ANOVA de dos vias, seguido por el post-hoc

test Benjamini, Krieger and Yekutieli, *p<0.05.
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6. Efecto delaPAy delaadministracién de MSC-S sobre los niveles de mRNA

de PLP evaluado en sustancia blanca cerebral mediante RT-qPCR a P1, P7y

P14 (Figura 14).

Al analizar los niveles de expresion de mRNA de PLP se observa que la PA y la

administracion de MSC-S no tiene un efecto significativo en los dias P1, P7 ni P14 en

la sustancia blanca cerebral.
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Figura 14 (A, B, C). Niveles de mRNA de PLP determinados mediante analisis

cuantitativo de RT-gPCR a P1, P7 y P14. Los datos se presentan como valor de

cambio (Fold Change) en relacion con la expresion del gen housekeeping,

normalizados a niveles del grupo control. Los datos representan el promedio + SEM,

N=6 para cada grupo experimental. ANOVA de dos vias, seguido por el post-hoc test

Benjamini, Krieger and Yekutieli, *p<0.05.
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7. Efecto de PAy de laadministracion de MSC-S sobre los niveles de mRNA 'y
proteinas del MBP evaluado en sustancia blanca cerebral mediante RT-
gPCR aPl1, P7y P14; y Western Blot a P7y P14 (Figura 15).

Al analizar los niveles de mRNA de MBP, se observa que la PA produce una
disminucion en la expresion de esta proteina en comparacion al grupo control a P1y
P7 (Fig. 15 A y B). La administracion de MSC-S produce un leve aumento no
significativo en el grupo sometido a PA a P1 (Fig. 15 A), el cual se incrementa a
valores significativos estadisticamente a P7 (Fig.15 B), en comparacion al grupo
control vehiculo. A P14 no se observan diferencias en la expresion de MBP entre los
distintos grupos (Fig. 15 C). Los resultados de expresion de proteina obtenidos por
WAB, indican que a P7 no se observan diferencias en MBP entre los grupos (Fig.15 D),
sin embargo, a P14 se evidencia un aumento de la proteina en el grupo control con
administracion de MSC-S, individuos sometidos a PA y sometidos a PA con
administracion de MSC-S (Fig.15 E).

41



s

Ziis
%
*E' |

B A. MBP mRNA levels P1 B. MBP mRNA levels P7

,\ﬁ;O *
q 4-
e Control *

FACULTAD DE MEDICINA —~ . *
UNIVERSIDAD DE CHILE ?( 3] @ m  Asphyxia
e < 4=
) e Control
(2] = .
S 24 o 3 34 m  Asphyxia
S Y
[ ]
° - =
L? 1 ] g 2 ]
Nk :
[ ] — -
0 T T A !
Vehicle MSC-S
O_
Vehicle MSC-S
C. MBP mRNA levels P14
4_
e Control
E)( 34 ®  Asphyxia
)
(=]
g 2-
e
O
o o o
S 14 e ﬁ u
0 T T
Vehicle MSC-S
D. MBP Protein levels P7 E
4_
e Control Control Asphyxia
o) m  Asphyxia
34 DFX S DFX
< Vehicle ~ msc.s  Vehicle e o
3]
> 2
- MBP
S 24 20 — - - “— (22kDa)
= ™ n kDa )
O «— Pactin
% 14 35 (43kDa)
2 m kDa
0 T T
Vehicle MSC-S
F.  MBP Protein levels P14 G.
Asphyxia Control
49 *
e Control - DEX
5 I m  Asphyxia MSC-S Vehicle g Vehicle
< 37 ® am
> _| 20 - = MBP
S — O 22kDa
I 24 kDa - - -
ey
(@]
=) 1 B actin
|_O|_ 35 s ——————— - - (43kDa)
kDa
0
Vehlcle MSC S

42



Ve

=

FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD DE CHILE

Figura 15 (A, B, C). Niveles de mRNA de MBP determinados mediante analisis
cuantitativo de RT-gPCR a P1 (A), P7 (B) y P14 (C). Los datos se presentan como
valor de cambio (Fold Change) en relacion con la expresion del gen housekeeping,
normalizados a niveles del grupo control. Niveles de expresion de proteinas de MBP
en la sustancia blanca cerebral a P7 (D) y P14 (F) evaluada por WB. Los datos son
presentados como la razon MBP/B-actina, normalizado a los niveles del grupo control
vehiculo. Se muestra una imagen representativa de WB de MBP (22 kDa) y su
correspondiente proteina normalizadora 3-actina (42 kDa) a P7 (E) y a P14 (G).

Los datos son presentados como proporciones porcentuales de MBP/B-actin, en
relacion con los niveles del grupo control vehiculo. Los datos se representan como el
promedio + SEM, N= 5-6 para cada grupo experimental, ANOVA de dos vias, seguido
por el post-hoc test Benjamini, Krieger and Yekutieli, *p<0.05 para qPCR y Kruskal-
Wallis, seguido por el post-hoc test Dunn's, *p<0.05.
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Discusion

La mielina favorece de gran manera la velocidad de la comunicacién eléctrica entre
las neuronas y es sintetizada por los OLs en el SNC, de los cuales la mayoria se
desarrolla durante las primeras 6 semanas postnatal en roedores (Dean et al., 2011).
Durante el desarrollo, los OPC se generan en mdltiples olas, en distintas regiones
cerebrales. Por la accién de diversos factores de transcripcion, eventualmente la
mayoria de los OPC se diferencian en OLs maduros para mielinizar axones
neuronales. En este estudio se investigo la expresion de factores de transcripcion en
el desarrollo post natal en ratas, ya que se ha evidenciado que una alteracion en los
niveles de estos factores lleva a una mielinizacion retardada en sustancia blanca
telencefalica (Affeldt et al., 2017). En este estudio se observo que OLIG1, MOG y
MBP presentan baja expresion a P1, incrementando sus niveles, hasta alcanzar una
maxima expresion a P14. ASCL1 se comporta muy diferentemente, con una maxima
expresion a P1, disminuyendo a P7, re-aumentando a P14, lo que podria explicarse
porque ASCL1 favorece la diferenciacion de OLs en periodos tempranos del
desarrollo (Nakatani et al., 2013). En este caso seria a P1. El presente estudio utiliza
ratas controles nacidas por cesarea, ya que si bien se han evidenciado diferencias
entre bebés humanos nacidos por cesarea y parto natural, en una investigacion
realizada por Del Dell Anna, no se encontraron diferencias significativas entre ratas
nacidas por cesarea y de forma espontanea evaluando muerte celular en distintos

periodos del desarrollo (Del’Anna et al., 1997).

Estudios en roedores han revelado que la mielinizacion es un proceso muy dinamico,
generandose una gran cantidad de OPCs para comprensar la pérdida de Ols frente a
posibles injurias en el SNC (Kessaris et al., 2006); (Vigano et al., 2016). El desarrollo
adecuado de los Ols contribuye a la plasticidad neural, mejorando diversas funciones
cognitivas como la memoria y el aprendizaje motor (McKenzie et al., 2014). El CNS
es vulnerable a la hipoxia reoxigenacion, en particular al momento del parto. La PA
genera una alteracion metabdlica durante el periodo de mayor desarrollo de la mielina
(Cheng et al. 2014), lo cual altera la mielinizacién, y como consecuencia el neonato
desarrolla alteraciones en el sistema nervioso, a corto y largo plazo, tales como
paralisis cerebral, déficit atencional, déficit cognitivo, trastornos del aprendizaje, entre
otros (Back & Miller, 2014). En este estudio se investigo el efecto de la PA en factores

de transcripcion que participan en el desarrollo de los Ols. Los presentes resultados
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indican que la PA incrementé significativamente la expresién del mRNA de HIF1a en
la sustancia blanca de ratas sometidas a hipoxia en comparacion a ratas controles, lo
que indica que HIFa es un regulador clave del SNC durante el desarrollo, lo que
permite que los OLs se adapten a sefiales hipdxicas, fisioldgicas y patolégicas. Se
sugiere que HIFa actuaria como un regulador celular que controla la diferenciacién
de OPC durante la mielinizacion del SNC (Zhang et al., 2021). En el SNC humano, la
diferenciacion de los OLs formadores de mielina a partir de los OPC se inicia en el
tercer trimestre de la edad gestacional y alcanza su punto méximo durante el primeros
afos después del nacimiento. En el SNC murino, la diferenciacion y mielinizacion de
OPC ocurre principalmente durante el desarrollo posnatal (Semple et al., 2013). Se
ha descrito que la proteina HIF1a se estabiliza en OLs de la sustancia blanca de
ratones prematuros y se reduce a un nivel indetectable alrededor del P10 en
condiciones normales (Zhang et al., 2021). Asi, la actividad fisiol6gica de HIFa puede
ser beneficiosa para la diferenciacion de OPC y el desarrollo de la mielinizacion,
mientras que la hiperactividad patolégica de HIFa puede ser perjudicial (Guo et al
2022). Se ha reportado que la acumulacién de HIF1a detiene la diferenciacion
temprana de OPC, retrasando la formacién de OLs (Allan et al., 2021), lo cual tiene
implicancias para numerosas patologias de la sustancia blanca provocadas por
hipoxia, tales como el dafio difuso de la sustancia blanca del prematuro (Salmaso et
al., 2014), accidentes cerebrovasculares en adultos (Hankey, 2016) y esclerosis
multiple (Graumann et al., 2003). Recientemente, se demostré que la respuesta frente
a la translocacién de HIF1a al ntcleo durante hipoxia, es la disminucién del factor Sox
10 en OPCs, inhibiendo la diferenciacién de OLs en la sustancia blanca cerebral (Allan
et al., 2021). Como se ha descrito, las evidencias respecto a HIF1a y el desarrollo de
OLs es diversa por lo que es necesario realizar futuros experimentos para conocer el

rol de este factor en el presente modelo.

En cuanto a los otros factores de transcripcion estudiados, se observé que la PA tiene
un efecto en los niveles de mRNA de ASCL1, disminuyendo su expresion a P1. La

PA también produjo una disminuciéon de MOG y PLP a P7.

Se ha sugerido que los efectos beneficiosos del MSC-S precondicionado con DFX se
debe a su capacidad de entregar factores de transcripcion que actian en células
blanco, permitiendo la activacion de vias anti apoptéticas y pro sobre vida que resultan

en una mejor reparacion tisular y regeneracion (Eleuteri & Fierabracci, 2019).
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Ademads, su pre condicionamiento estimula propiedades funcionales que modifican el
contenido y efecto terapéutico del secretoma (Harrell et al., 2019). Es asi como este
estudio demuestra que la administracion intranasal de MSC-S pre condicionadas con
DFX ejerce un efecto sobre distintos factores de transcripcion, los cuales producen a
su vez un aumento en la mielinizacion de la sustancia blanca cerebral en el presente

modelo de PA en ratas.

En el presente estudio se observé que la administracién de MSC-S tuvo un efecto
importante en el factor de transcripcion ASCL1, ya que a nivel de mRNA incrementd
su expresion en comparacion a individuos asficticos tratados con vehiculo a P1. En
cuanto a las proteinas, la administracion de MSC-S aumenté la expresion de ASCL1a
P7 en sujetos asficticos, en comparacion al grupo asfixia y controles tratados con
vehiculo. Respecto del rol de ASCL1, se ha descrito que este factor regula
positivamente la especificacion de OPC en la zona subventricular y el balance entre
su diferenciacion y proliferacion (Nakatani et al., 2013). En el presente estudio se
observo que la administracion de MSC-S aumenta la expresion de ASCL1 en la
sustancia blanca telencefalica, por lo que favoreceria la diferenciacion de OLs en

periodos tempranos del desarrollo.

Respecto a las proteinas que componen la mielina madura, en este estudio
encontramos que la administracion de MSC-S produjo un aumento de mRNA de MBP
en el grupo asfictico, revirtiendo la disminucion producida por la PA a P7. Respecto a
los niveles de proteina, se observé que la administracion de MSC-S incrementd los
niveles de la proteina de MBP en el grupo asfictico en comparacién al control vehiculo
a P14. Es interesante observar que el grupo sometido a PA presenta niveles similares
de proteina de MBP que el grupo control, dejando la pregunta si la PA afecta la calidad
de la mielina madura y no sus niveles a P14. En cuanto a PLP, la administracion de
MSC-S no afecta la expresion de mRNA a P1, P7 ni P14. Respecto a MOG, se
observd que a P1 aumentd la expresion de mRNA en el grupo asfictico en
comparacion al grupo control, pero la PA no tuvo un efecto los niveles de esta
proteina. Otro aspecto interesante para investigar en futuros estudios es la
comunicacion entre el OL y la neurona. Se podria analizar si la PA produce un dafio
en los axones neuronales, lo que afectaria directamente la mielinizacion, ya que el
OL sélo produce mielina cuando el axén neuronal est4 indemne (Morrison et al.,
2013).
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Figura 4. Esquema de los efectos de la PA y administracion de MSC-S
precondicionado con DFX (elaboracién propia).

Conclusiones

En conclusion, la diferenciacion de OLs en la sustancia blanca telencefalica es un
proceso complejo que se ve alterado por PA. En el modelo de PA en ratas, se
encontr6 que la PA indujo en el cuerpo calloso, cingulo y capsula externa (i)
alteraciones en los factores transcripcion HIF1a; ASCL1,; y proteinas de mielina como
MPB (ii) La administracion intranasal temprana de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con DFX revirtid los efectos de la PA en ASCL1 y MBP sugiriendo

una mejora en la mielinizacién en la sustancia blanca teléncefélica.

Se propone continuar investigando las propiedades regenerativas y reparadoras de
MSC-S para constituirse en una alternativa de un tratamiento clinico en la condicién
de PA.
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Anexo 1.
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Certificado N2: 19255-MED-UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el Protocolo CBA 1058 FMUCH, del Proyecto de Investigacidn titulado: “Secretomas de
células troncales mesenquimaticas protegen de las consecuencias de la hipoxia-reoxigenacion
neonatal. Estudios mecanisticos y translacionales”, de la Investigadora Responsable, Dra. Paola
Morales Retamales, Profesor Asociado, Programa de Farmacologia Molecular & Clinica, ICBM,
Departamento de Neurociencias, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, no se plantean
acciones en sus procedimientos que contravengan las normas de Bioética de manejo y cuidado de
animales, asi mismo la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en el Programa
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

La Académica se ha comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las especificaciones
sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los procedimientos
experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacidn sin previa aprobacién por parte de
este Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de un total de 304 ratas de la especie Rattus
Novergicus, cepa Wistar, provenientes del Bioterio Central, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, desde mayo de 2019 a diciembre de 2021, tiempo estimado de ejecucion del estudio, el cual
sera financiado por Proyecto Fondecyt Nro. 1190562.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo, y estd
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9
miembros no asociados a la academia o investigacion, y que cuentan con experiencia en bioética relacionada
a mantencion y uso de animales. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacion del “Protocolo
de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de la acogida de los investigadores de

las observaciones exigidas por el Comité.
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