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Resumen

La osteoartritis (OA) es una enfermedad articular crénica y progresiva caracterizada por
dolor, inflamacién y rigidez en el movimiento, cuya incidencia y prevalencia han aumentado
significativamente en los ultimos afos. Esta condicién se distingue por la degeneracion del
cartilago articular, un tejido esencial para el soporte mecanico de la articulacion que carece
de capacidad regenerativa. Los condrocitos, células responsables de mantener la matriz
extracelular (MEC) del cartilago articular, ven comprometida su funcién mitocondrial y
celular en la OA, lo que afecta la integridad del tejido cartilaginoso. Actualmente, no existe
una cura para esta enfermedad, y los tratamientos disponibles son mayormente paliativos,
lo que ha impulsado la investigacion de nuevas terapias que tengan efectos condrogénicos,
es decir, que promuevan la sintesis de cartilago por los condrocitos. Una de las estrategias
en estudio es la transferencia mitocondrial (TM) artificial, donde mitocondrias de células
donadoras se incorporan a células receptoras. Esta técnica ha mostrado ser prometedora
en diversas patologias. En la busqueda de un tipo celular adecuado como donante
mitocondrial, las plaquetas emergen como candidatas debido a su metabolismo
mitocondrial activo, su abundancia, facil obtencion y evidencia de realizar TM con efectos
documentados a nivel celular y mitocondrial. En este contexto, se plantea la hipétesis de
que la TM artificial de mitocondrias derivadas de plaquetas hacia condrocitos derivados de
pacientes con OA promueve efectos condrogénicos y mejora el metabolismo oxidativo in
vitro. En este estudio, se demostré que los condrocitos derivados de pacientes con OA son
capaces de internalizar mitocondrias aisladas de plaquetas a distintas proporciones.
Respecto a los efectos condrogénicos, con la TM artificial se sugieren cambios en la
expresion de factores catabdlicos como metaloproteasas de matriz, aunque no en los
productos estructurales que componen la MEC. De manera interesante, se sugieren
cambios en la distribucion de agrecano. Ademas, hay una disminucion de la citoquina
proinflamatoria IL-1B. No obstante, no se observaron cambios en la funcion mitocondrial, ya
que el potencial de membrana y en la tasa de respiracién mitocondrial se mantuvieron
estables tras la TM. Estos resultados sugieren que la TM artificial puede inducir efectos
condrogénicos y antiinflamatorios en condrocitos de pacientes con OA. Aunque no se
observaron cambios en la funcidon mitocondrial, se destaca el potencial de la TM como
intervencion terapeutica para la OA y otras patologias asociadas con la disfuncion

mitocondrial.



Abstract

Artificial Mitochondrial Transfer from Platelets in Osteoarthritis: In vitro Evaluation
of Its Therapeutic Potential in Patient-derived Chondrocytes

Osteoarthritis (OA) is a chronic and progressive joint disease characterized by pain,
inflammation, and movement stiffness, with its incidence and prevalence having significantly
increased in recent years. One of the hallmarks of OA is the degeneration of the articular
cartilage, a crucial tissue for mechanical support in the joint that lacks regenerative capacity.
Chondrocytes, the cells responsible for maintaining the extracellular matrix (ECM) of the
cartilage, experience compromised mitochondrial and cellular function in OA, affecting the
integrity of the cartilage tissue. Currently, there is no cure for this disease, and the available
treatments are only palliative. This has driven research into new therapies with chondrogenic
effects, that is, therapies that promote cartilage synthesis by chondrocytes. One of the novel
strategies under investigation is artificial mitochondrial transfer (MT), where mitochondria
from donor cells are incorporated into recipient cells. This approach has shown promising
effects in several pathologies. In the search for an appropriate donor cell type for MT,
platelets, emerge as candidates due to their active mitochondrial metabolism, abundance,
easy accessibility, and evidence of performing MT with documented effects at the cellular
and mitochondrial levels. In this context, it is hypothesized that artificial MT from platelets to
chondrocytes derived from OA patients promotes chondrogenic effects and enhances
oxidative metabolism in vitro. In this study, it was demonstrated that chondrocytes derived
from OA patients are capable of internalizing mitochondria isolated from platelets at different
ratios. Regarding chondrogenic effects, artificial MT suggests changes in the expression of
catabolic factors such as matrix proteases, though not in structural ECM products.
Interestingly, changes in aggrecan distribution are also suggested. Additionally, there is a
decrease in the proinflammatory cytokine IL-13. However, no changes in mitochondrial
function were observed, as the membrane potential and mitochondrial respiration rate
remained stable after MT. These results suggest that artificial MT may induce chondrogenic
and anti-inflammatory effects in chondrocytes from OA patients. Although no changes in
mitochondrial function were observed, the potential of TM as a therapeutic intervention for

OA and other pathologies associated with mitochondrial dysfunction is highlighted.



Introduccion

l.- Osteoartritis: Perspectiva Clinica

La osteoartritis (OA), también conocida como artrosis, es una enfermedad degenerativa
cronica articular, considerada una de las afecciones musculoesqueléticas mas comunes
(Steinmetz et al., 2023). Se caracteriza por presentar manifestaciones clinicas como dolor
e inflamacién cronica, ademas de rigidez y dificultad en el movimiento de la articulacion,
principalmente afectando la columna vertebral, las caderas y las rodillas de las personas
que la padecen (Giorgino et al., 2023). Actualmente, la OA es una patologia progresiva sin
cura, y segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), afecta a 250 millones
de personas a nivel mundial (Primorac et al., 2020). Esta alta prevalencia ha incrementado
su relevancia, convirtiéndola en un foco de interés para el desarrollo de nuevas

investigaciones (Primorac et al., 2020).

La etiologia de la enfermedad aun no ha sido determinada, sin embargo, se le asocian
diversos factores de riesgo, incluyendo predisposicion genética, el sexo (principalmente
afectando a mujeres), el trauma fisico o sobre uso de la articulacion, la obesidad, y también
el envejecimiento (Giorgino et al., 2023). Este ultimo factor ha tomado gran relevancia, ya
que la poblacién principalmente afectada comienza a manifestar sintomas tras los 60 afos,
e incluso desde los 50 (Giorgino et al., 2023). Es una morbilidad que, aunque no presenta
una tasa de mortalidad asociada, determina de manera importante la calidad de vida de las
personas que la padecen, pudiendo ser una condicion incapacitante en cuanto a movilidad
(Giorgino et al., 2023; Primorac et al., 2020).

Il.- Cartilago Articular: Ambiente celular

Se entiende por articulacion a la estructura anatdmica que permite la unién entre
componentes esqueléticos. Para el contexto de la OA, se ven afectadas especificamente
las articulaciones de tipo sinovial, y los distintos elementos y tejidos que la componen: el

hueso, la membrana sinovial y el cartilago articular (Primorac et al., 2020).

El cartilago articular corresponde a un tejido conectivo especializado ubicado en los
extremos de los huesos de la articulacion, y su funcion es otorgar resistencia mecanica y
una superficie suave, para evitar el roce, permitiendo el movimiento fluido de la articulacion.

Este tejido es avascular, alinfatico y carece de inervacion, solo recibe nutrientes a través de



difusion desde el liquido sinovial. El cartilago se compone principalmente de agua, una red
de macromoléculas (principalmente proteinas estructurales que forman una compleja matriz

extracelular (MEC)) y diversos factores solubles, ademas de condrocitos (Rim et al., 2020).

En OA, hay rasgos patologicos -caracteristicos que afectan la articulacion: el
remodelamiento 6seo, la inflamacién de la membrana sinovial (sinovitis) y la degeneracion
progresiva del cartilago articular (Primorac et al., 2020). Se destaca la degeneracion del
cartilago articular, lo que a su vez favorece a los demas procesos de remodelamiento e
inflamacién que se dan en la patologia (Singh etal., 2019). Este proceso ocurre
progresivamente, y considera cambios en la composicién de la articulacidn a nivel molecular
y celular, involucrando la sintesis de componentes que otorgan una mayor rigidez y otros
que favorecen la destruccion de la MEC, lo que conlleva a defectos en las propiedades
biomecanicas que impiden que el cartilago cumpla su funcion (Ba¢enkova et al., 2023).
Sumado a esto, dadas sus caracteristicas, es un tejido que cuenta con una baja capacidad
regenerativa, por lo que esta degradacion promueve el dafio progresivo y con ello el avance

de la enfermedad (Primorac et al., 2020).

lil.- Condrocitos y Matriz extracelular en Osteoartritis

Los condrocitos son células especializadas del cartilago, cuya funcion es mantener la
homeostasis entre los procesos anabdlicos y catabdlicos que ocurren durante la sintesis y
el remodelamiento de la MEC (Bacenkova et al., 2023). Esto ultimo comprende la sintesis
de proteinas estructurales como colagenos y proteoglicanos, destacando el colageno tipo
I (COL2) y el agrecano (ACAN). Debido a su funcion: el primero actia como un elemento
estabilizador de la MEC mientras que el segundo tiene la habilidad de atraer iones y
moléculas de agua, otorgando tension, estabilidad, fuerza y resistencia contra la
compresion mecanica (Bacenkova et al., 2023; Primorac et al., 2020; Singh et al., 2019),
las cuales son propiedades biomecanicas fundamentales de soporte del cartilago articular
(Bacenkova et al., 2023).

En OA, los condrocitos se caracterizan por alteraciones en el fenotipo celular, donde se
describen cambios en la funcién fisioldgica secretora y en su metabolismo celular, sumado
a una elevada muerte celular debido a un aumento en el estrés oxidativo (Qi et al., 2023;
Singh etal., 2019). Las alteraciones en la funcion secretora se manifiestan como la

secrecion anormal de productos de MEC, destacando cambios en la sintesis de colageno:
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se favorece la sintesis de colageno tipo | (COL1) y colageno tipo X (COL10), ambas
proteinas extracelulares que otorgan rigidez estructural (Singh et al., 2019). En paralelo, se
favorece la secrecion de factores catabdlicos de la MEC como metaloproteasas de matriz
(MMP), que corresponden a proteasas que degradaran los componentes de la MEC como
Metaloproteasas -1y -13 (MMP-1, -13). A su vez, se favorece la secrecion de otros factores
como citoquinas proinflamatorias, destacando las Interleuquina 6 y 1 (IL -6, -1B) y el factor
de necrosis tumoral-a. (TNF-a), que promueven la inflamacion del tejido y estimulan el dafio
a la MEC (Singh et al., 2019).

Por otro lado, cambios en el metabolismo celular y en la funcién mitocondrial en condrocitos
favorecen la OA, favoreciendo la alteracion en su funcion y provocando la elevada muerte
celular (Qi etal., 2023). Especificamente, hay evidencia de la alteracién de parametros
mitocondriales, como la disminucién de tanto el potencial de membrana mitocondrial (PMM)
como la respiracion mitocondrial, debido a una disminucién en la expresién de complejos
proteicos de la cadena transportadora de electrones (CTE) (Wu et al., 2023). Esto aumenta
la glicdlisis basal y la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs), lo que
promueve el desarrollo de estrés oxidativo, ademas de cambios en la morfologia y dinamica
mitocondrial, lo cual ha sido observado tanto en modelos de condrocitos in vivo como in
vitro (Qi et al., 2023; Wu et al., 2023). Por todos estos antecedentes se ha planteado que la
disfuncion mitocondrial es un importante componente en la patologia de la OA, dada la
relevancia de este organelo en la mantencion de una correcta homeostasis celular, ya que
se ha demostrado que estos defectos tienen repercusion sobre la funcion fisiolégica de los
condrocitos (Cillero-Pastor et al., 2013; Qi et al., 2023).

La alteracion en el fenotipo celular favorece el remodelamiento y dafio en la MEC, afectando
sus propiedades biomecanicas, promoviendo la formacion de fibrocartilago, el dafo al
cartilago y el progreso de la enfermedad (Singh et al., 2019). A pesar de la comprension de
ciertos mecanismos celulares como la alteracion en el metabolismo celular y funcién
mitocondrial, no hay tratamientos disponibles para la OA que estén enfocados en efectos
que favorezan la viabilidad celular y eviten el dafo en el cartilago (efectos
condroprotectores) o aquellos que favorezcan la expresion de marcadores de condrocitos,
la secrecion de MEC y por ende la sintesis de cartilago articular (efectos condrogénicos), a
pesar de haber sido ambos propuestos como una via para tratar y/o detener el progreso de
la patologia (Giorgino et al., 2023; Wu et al., 2023).
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IV. Terapias disponibles y en desarrollo para Osteoartritis

A pesar de todo el conocimiento respecto a los mecanismos celulares de la OA, el abordaje
terapéutico actual corresponde principalmente a opciones paliativas, que solo alivian la
sintomatologia de quienes padecen la enfermedad (Li et al., 2023). Como primer enfoque,
se suelen recomendar terapias no-farmacolégicas que consideran principalmente terapias
fisicas, que son complementadas generalmente con terapias farmacolégicas como
analgésicos, antiinflamatorios, inyecciones intraarticulares de acido hialurénico, entre otras
alternativas (Li et al., 2023). En conjunto ambas estrategias ayudan aliviar el dolor, disminuir
la inflamacion y favorecer la movilidad articular, sin embargo, en estados avanzados de la
enfermedad, la reduccion de los sintomas no es suficiente, y en estos casos, se suele
recomendar el reemplazo total de la articulacién, cirugia conocida como artroplastia, que
mas que un tratamiento se considera una solucion permanente, siendo la ultima opcién

dadas las consecuencias postoperatorias (Li et al., 2023; Primorac et al., 2020).

Nuevas terapias buscan potenciar tanto efectos condroprotectores como condrogénicos
(Taninaka et al., 2023). Entre estos enfoques, destacan las terapias celulares, como la
implantaciéon de condrocitos autdlogos (ACI, del inglés Autologous chondrocyte
implantation), cuyo objetivo es tratar el dafio localizado en el cartilago articular y favorecer
su regeneracion (Li et al., 2023). Otra alternativa en investigacion es el uso de células madre
mesenquimales (CMM), que poseen capacidades regenerativas gracias a los factores que
secretan y a su habilidad para diferenciarse en un linaje condrogénico. Estas células son
consideradas agentes terapéuticos prometedores para tratar el dolor, la inflamacién y frenar

el progreso del dafio en la OA (Giorgino et al., 2023).

Sin embargo, la evidencia sobre el éxito de estas terapias es aun controversial, ya que, si
bien abordan la sintomatologia asociada a la OA, no se ha demostrado que puedan
modificar efectivamente el curso de la enfermedad a través de efectos condroprotectores y
condrogénicos. Las limitadas pruebas clinicas disponibles hasta ahora concluyen que estas
terapias no logran detener el progreso ni ofrecer una cura para la OA, lo que subraya la
importancia de continuar explorando nuevas estrategias terapéuticas (Giorgino et al., 2023;
Li et al., 2023; Matas et al., 2019).
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V.- Nuevos Enfoques Terapéuticos: Transferencia Mitocondrial Artificial

Las mitocondrias son organelos que ademas de tener un rol en la sintesis de ATP, modulan
otros procesos como la sefalizacion de calcio (Ca?*), la generacion de EROs, la
diferenciacion y muerte celular, entre otros (Qi et al., 2023; Zong et al., 2024). Su correcta
funciéon es clave para mantener la homeostasis celular, por ende, su disfuncion gatilla
procesos de sefalizacion que afectan el equilibrio celular, dirigiéndolo a un estado
patoldgico (Zong et al., 2024). Es este rol el que la ha convertido en un blanco de interés,
por lo que se encuentran en desarrollo estrategias mitocondriales para el tratamiento de

distintas enfermedades.

La transferencia mitocondrial (TM) es un proceso en el cual hay traspaso de mitocondrias
desde una célula donadora a otra receptora capaz de incorporar este organelo (Valenti
etal., 2021). Las primeras evidencias demostraron que este proceso ocurre
espontaneamente a través de nanotubulos de membrana entre células adyacentes, sin
embargo, ya se ha descrito que también se da a través de uniones intercelulares, vesiculas
extracelulares o la endocitosis libre de este organelo (D’Amato et al., 2023; Rustom et al.,
2004). Se le atribuyen una serie de funciones entra las que destaca ser una forma de
comunicacion celular, siendo descrita en distintos contextos, por ejemplo: comunicacién
entre astrocitos y neuronas, entre células endoteliales y células del sistema inmune, entre
otros procesos (Borcherding & Brestoff, 2023; Valenti etal.,, 2021) y en condiciones
patologicas, en donde favoreceria la resistencia a la quimioterapia de las células

cancerosas (Borcherding & Brestoff, 2023).

13



a TNT Dendrite

yw

Donor Recipient Donor Recipient
Microvesicle d Extrusion and Internalization
,—\
L
Donor Recipient Donor Recipient

Esquema 1. Mecanismos de transferencia mitocondrial. Se ilustran las rutas de transferencia mitocondrial
a partir de una célula donadora a una receptora (A) A través de nanotibulos de membrana. (B) A través de
dendritas, protrusiones de la membrana que permiten el contacto célula-célula. (C) A través de mitocondrias
empaquetadas en microvesiculas. (D) Por medio de la extrusiéon de mitocondrias libres y su posterior

internalizacion por la célula receptora. Modificado de (Liu et al., 2021).

Dada la importancia de la mitocondria en diversas patologias, se ha propuesto la TM como
estrategia para el tratamiento de multiples enfermedades (Chen & Chen, 2024; Valenti
et al., 2021). Esta estrategia, conocida como “Transferencia Mitocondrial Artificial”, incluye
protocolos especificos para aislar, concentrar y transferir mitocondrias de diversas fuentes

celulares a células receptoras de interés (Caicedo et al., 2015; Valenti et al., 2021).

La TM artificial surge como una alternativa en distintas patologias, debido a su potencial de
restaurar la funcion mitocondrial y por mostrar efectos favorables en la funcién celular,
siendo estudiada tanto en modelos in vitro como in vivo, utilizando fuentes alogénicas de
mitocondrias (Yamada et al., 2020). En modelos celulares in vitro, se han reportado
cambios tanto en la funcion mitocondrial (disminucion en el PMM, aumento en la
fosforilacion oxidativa, disminucion en la produccion de EROs), como también en la
proliferacion y migracion celular en CMM, favoreciendo capacidades regenerativas en
fibroblastos dermales y CMM, y una respuesta antiinflamatoria en linfocitos T (Court et al.,
2020; Guo etal., 2020; Kim et al., 2022; Levoux etal., 2021). En investigaciones con
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modelos ex vivo e in vivo, se tiene que en un modelo de dafo por isquemia-reperfusion
pulmonar; se favorece la sobrevida celular y funciéon pulmonar, por otro lado, en un modelo
de la enfermedad de Parkinson; se reduce la neurotoxicidad celular (Chang et al., 2016;
Cloer etal., 2023). Mas aun, ya ha sido evaluado en etapa de ensayo clinico como
tratamiento para heridas en un contexto de isquemia y reperfusion (Emani et al., 2017). En
conclusion, dados los efectos reportados a nivel metabdlico y celular es valido plantear la
TM artificial como una estrategia a utilizar en un contexto de OA, considerando las
alteraciones en el fenotipo celular en los condrocitos para favorecer la sintesis de cartilago

articular.

Los mecanismos celulares por los que se dan los efectos de la TM aun se encuentran en
estudio. Se ha planteado que las mitocondrias incorporadas promueven la funcién
mitocondrial y la sintesis de ATP (Borcherding & Brestoff, 2023), no obstante, otros autores
discuten que este efecto se debe al reemplazo del ADN mitocondrial dafiado a causa de
condiciones patolégicas (D’Amato et al., 2023). Otro de los mecanismos propuestos es que
la internalizacion de las mitocondrias favorece la dinamica mitocondrial, es decir, la fision,
fusién o mitofagia, mediando asi los efectos celulares reportados (Lin et al., 2024; Yamada
et al., 2020).

En la investigacion de la TM artificial, los donantes mitocondriales mas utilizados son las
las células musculares y las CMM. Las células musculares se plantean como donantes
mitocondriales debido al rol energético critico que las mitocondrias desempefan en ellas.
Estas han sido evaluadas en modelos in vivo, mostrando resultados favorables en la funcion
cardiaca (McCully et al., 2009; Yamada et al., 2020). Sin embargo, la obtencion de estas
requiere de un proceso invasivo. Por otro lado, las CMM han sido ampliamente estudiadas
debido a sus capacidades regenerativas y se ha demostrado que pueden realizar TM de
manera espontanea en distintos contextos lo que las posiciona como donantes
mitocondriales de interés, atribuyéndoles los efectos regenerativos a este proceso (D’Amato
et al., 2023; Thomas et al., 2022). Dado que la TM artificial es un enfoque relativamente
nuevo, es crucial considerar la respuesta inmune en este contexto. Aunque la evidencia
disponible, como la reportada en solo un ensayo clinico, indica que no hubo respuesta
inflamatoria de rechazo, aun hay poca evidencia al respeto, por lo que el uso de estas
aproximaciones continua siendo un area de investigacion activa (Emani et al., 2017;
Yamada et al., 2020).
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Al ser una propuesta novedosa, la internalizacion de mitocondrias exdgenas aun es
controversial, ya que se postula que el efecto va a depender del tipo de célula receptora y
del ambiente en el que ocurre este proceso (Zhao et al., 2021). A la vez, la eleccion del
donante mitocondrial debiese ser especifica, ya que se han evaluado principalmente tanto
CMM vy células musculares; sin embargo, su uso puede implicar desventajas como la
dificultad de obtencion y el cultivo mismo de las células (Bourebaba et al., 2022). Se hace
crucial entonces continuar la investigaciéon para maximizar los posibles beneficios

terapéuticos y minimizar las complicaciones de este tipo de estrategias.

VI.- Transferencia Mitocondrial Artificial y Osteoartritis

En el contexto de la OA, la investigacion sobre la TM ha cobrado relevancia. Dada la
implicancia de la disfuncién mitocondrial en esta patologia, la TM ofrece una nueva
estrategia terapéutica dirigida a los condrocitos. Este tipo celular tiene la capacidad de
internalizar mitocondrias exdgenas, lo que se ha demostrado a través de co-cultivos con
células donantes y por la endocitosis de vesiculas extracelulares que contienen
mitocondrias exdgenas en condiciones de estrés, asi como la incorporacion de mitocondrias
libres, utilizando CMM vy células musculares como donantes (Fahey etal., 2022;
Korpershoek etal., 2022; Lee etal., 2022). Estos enfoques han mostrado efectos
prometedores como la mejora en la viabilidad celular, cambios positivos en la funcion
mitocondrial, un aumento en PMM, la disminucién en la generacion de EROs, la reduccion
de marcadores catabdlicos, y un incremento en la deposicion de proteinas de matriz y
proteoglicanos, tanto en modelos in vitro como in vivo (Korpershoek et al., 2022; Lee et al.,
2022; Wang et al., 2020). A pesar de esto, los estudios disponibles aun son limitados, no
evaluan persistencia de los efectos en el tiempo y tampoco los cambios sobre el
metabolismo celular, ademas se limitan a los donantes mitocondriales anteriormente

mencionados.

VII. Transferencia Mitocondrial: Plaquetas como donantes mitocondriales

Las plaquetas son fragmentos celulares que circulan en la sangre, siendo su rol principal
regular la hemostasis, participando en la respuesta aguda a la coagulacion, permitiendo la
formacion de los coagulos sanguineos, y ademas participan de la respuesta inmune
asociada a la inflamacion (Melchinger et al., 2019). Son elementos de tamafio pequefio (2

a 4 um) que tienen una vida en circulacion que ronda entre los 8 a 12 dias, y a pesar de
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que no poseen nucleo, contienen en su citoplasma distintos componentes subcelulares,
destacando algunos organelos como mitocondrias y factores solubles o moléculas
biologicamente activas (Melchinger et al., 2019). Las plaquetas son abundantes en el
plasma. Sus rangos fisioldgicos van desde los 150.000 a los 450.000 de plaquetas por puL
de sangre y su funcion consiste principalmente en la secrecién de granulos con los diversos
factores contenidos en su citoplasma, como factores de crecimiento, citoquinas,
quimioquinas, aminas bioactivas (como serotonina e histamina) (Melchinger et al., 2019).
Considerando su rol en la hemostasis y el sistema inmune, se ha investigado su

participacion en otros contextos fisiologicos.

Las plaquetas se consideran una opcion terapéutica prometedora, especialmente por la
facilidad de su obtencién de manera minimamente invasiva a través de venipuntura, la cual
ademas puede ser autéloga (Levoux et al., 2021; Ma et al., 2020). Esto se ha aplicado en
la forma de plasma rico en plaquetas (PRP), una fraccion de sangre separada por
centrifugacion que contiene, ademas de plaquetas, numerosos factores de crecimiento y
citoquinas que favorecen procesos celulares como la diferenciacion y migracién celular, la
respuesta inflamatoria y la remodelacion de la MEC (Puricelli et al., 2023). El uso de PRP
ha sido explorado en medicina regenerativa en diversas areas, como el cuidado de heridas,
tratamientos musculoesqueléticos, oftalmologia y medicina estética (Puricelli et al., 2023).
En el contexto de la OA, se utilizan inyecciones intraarticulares de PRP que han mostrado
efectos analgésicos y antiinflamatorios en pacientes con esta enfermedad (Bansal et al.,
2021). Sin embargo, los estudios aun son limitados y no se han observado mejoras
significativas en la recuperacion del volumen del cartilago en comparaciéon con el grupo
placebo (Bansal et al., 2021; Li et al., 2023).

Dado el potencial terapéutico de las plaquetas en medicina regenerativa, se han propuesto
como posibles donantes de mitocondrias. A pesar de que estos elementos sanguineos
contienen un numero limitado de estos organelos (aproximadamente entre 5y 8), estas son
funcionales y metabdlicamente activas (Jin etal.,, 2023; Levoux etal.,, 2021). Las
mitocondrias en las plaquetas son responsables de dirigir procesos celulares esenciales,
como la generacién de energia y la produccion de EROs, que estan asociadas, por ejemplo,

con la activacién plaquetaria (Ding et al., 2023; Garcia-Souza & Oliveira, 2014).
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Las plaquetas tienen la capacidad de realizar la TM de forma espontanea, liberando
mitocondrias ya sea como organelos libres o envueltos en vesiculas (Boudreau et al., 2014).
Debido a esta capacidad, se les considera una fuente significativa de mitocondrias
competentes circulantes con capacidad respiratoria en el plasma sanguineo (Al Amir Dache
etal., 2020). En un modelo celular de cancer de mama, se ha demostrado que la
incorporacién de mitocondrias derivadas de plaquetas mejora la respiracion mitocondrial,
aumenta la sintesis de ATP y favorece la proliferacion celular (Cereceda et al., 2024). Por
otro lado, en estudios con neutréfilos, la adquisicion de mitocondrias libres no afectaria la
respiracion mitocondrial, pero si el flujo de Ca?* y la liberacion de vesiculas intracelulares
(Léger etal., 2022). Por ende, las mitocondrias de plaquetas tendrian tanto efectos

metabdlicos como funcionales, sobre las células receptoras.

Asimismo, se ha evaluado la opcién de plaquetas y el uso de sus mitocondrias en la TM
artificial en distintas patologias en modelos in vitro e in vivo. En modelos in vitro de CMM,
fibroblastos dermales y células endoteliales se ha demostrado que las mitocondrias
derivadas de plaquetas favorecen sus capacidades regenerativas, teniendo efectos sobre
la bioenergética de la célula receptora, tales como un aumento en la respiracion basal y
una disminucién en la sintesis de EROs (Jin et al., 2023; Kim et al., 2022; Levoux et al.,
2021). En otro modelo celular, en la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y, se ha
demostrado neuroproteccion en cuanto a dafo causado por hipoxia/reoxigenacion que
ocurre en un contexto de dafio por isquemia-reperfusion, protegiendo de la disfuncion

mitocondrial y favoreciendo la viabilidad celular (Shi et al., 2021).

A su vez, en modelos in vivo de conejo, hay evidencias que el uso de mitocondrias
derivadas de plaquetas otorga cardioproteccion y favorece la funcién cardiaca en un
contexto de isquemia-reperfusion (Masuzawa et al., 2013). Mas aun, en un contexto de
diabetes (ratones homocigotos db/db), la inyeccion intra-cerebroventricular de mitocondrias
se ha demostrado que atenua el deterioro cognitivo con efectos directamente sobre la

funcion mitocondrial en las células con el tratamiento (Ma et al., 2020).

La TM artificial utilizando a las plaquetas como donantes mitocondriales, es una alternativa
que ha demostrado efectos beneficiosos en distintos modelos a nivel mitocondrial, como en
la disminucién de EROs y favoreciendo la respiraciéon mitocondrial con efectos también

sobre la funcion celular, ademas cuenta con ventajas como: su abundancia, facilidad de
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obtencion y la posibilidad de ser una terapia autéloga (Levoux et al., 2021; Ma et al., 2020;
Masuzawa et al., 2013). Dado que la disfuncién mitocondrial es uno de los principales
desencadenantes de la degeneracion del cartilago articular, la TM surge como una strategia
prometedora para restaurar la funcion mitocondrial y, en consecuencia, la funcién celular,
protegiendo asi la articulacion. En este contexto, es crucial seleccionar células donantes
que ofrezcan una alta viabilidad para futuras aplicaciones clinicas, como las plaquetas. Por
ello, en este proyecto se propone evaluar si las mitocondrias derivadas de plaquetas
pueden promover efectos condrogénicos mediante la mejora del metabolismo de
condrocitos derivados de pacientes con OA, con el objetivo de avanzar en el desarrollo de

tratamientos que detengan el progreso de la enfermedad.
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Hipétesis
La transferencia artificial de mitocondrias derivadas de plaquetas promueve efectos

condrogénicos y un aumento del metabolismo oxidativo in vitro en condrocitos de pacientes
con OA.

Objetivo General

Evaluar el efecto de la transferencia artificial de mitocondrias derivadas de plaquetas sobre

el metabolismo y el efecto condrogénico en condrocitos derivados de pacientes con OA.

Objetivos Especificos

OE1. Determinar la eficiencia de la transferencia artificial de mitocondrias de plaquetas a
condrocitos de pacientes con OA in vitro.

OE2. Evaluar el efecto funcional condrogénico de la transferencia artificial de mitocondrias
de plaquetas en condrocitos de pacientes con OA.

OE3. Evaluar el efecto de la transferencia artificial de mitocondrias de plaquetas sobre el

metabolismo celular en condrocitos de pacientes con OA.
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Metodologia

@

A. Modelo Celular B. Flujo experimental >
Mitocondrias Internalizacién de Mi drias
[ Donante Mitocondrial \ de[lvada‘s de +  Microscopia de fluorescencia
plaquetas Citometria de flujo
o Funcién de condrocitos
Plaquetas Mitocondrias _ + RT-qPCR(24,48,72h)
Célula Receptora Condrocitos en 24h ” + Inmunofluorescencia (24, 48, 72 h)
- cultivo \ + Analisis Multiple - LUMINEX

Transferencia mitocondrial

Cultivo primario de artificial Metabolis!-no Celular
\ Condrocitos con Oy Mitocepcion + Potencial de membrana
mitocondrial (24, 48,72 h)
* Respiracién mitocondrial

Esquema 2. Diseiio Experimental. (A) Las donantes mitocondriales corresponden a plaquetas aisladas de
donantes sanos a partir de las cuales se obtuvieron las mitocondrias y como células receptoras se tienen cultivos
primarios de condrocitos derivados de pacientes con OA (B) A partir del protocolo de TM artificial (Mitocepcion)
se realizaron los distintos experimentos para analizar la internalizacion de mitocondrias, funcion de condrocitos

y metabolismo celular.

Obtencion y cultivo de Condrocitos humanos

Los condrocitos humanos fueron obtenidos a partir de muestras de cartilago articular de
pacientes sometidos a artroplastia de rodilla con diagnéstico de osteoartritis en el Hospital
Clinico de la Universidad de Chile (HCUCH). Las muestras de cartilago fueron cortadas en
pequefios trozos y sometidas a digestiones sucesivas con pronasa (Merck, Cat. #P5147)
durante 1 h a 37° y luego con colagenasa |l (Sigma-Aldrich, Cat. #C6885) durante 16 h a
37°C en agitacion constante. Posteriormente, se centrifugd la muestra digerida, para
resuspender en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (Capricorn Scientific).
Finalmente, se filtro (filtro de 40 um) y se procedié con el conteo de las células para sembrar

una densidad de 30.000 células/cm?.

Los condrocitos humanos se cultivaron en medio modificado DMEM alto en glucosa,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco, inactivado por temperatura),
1% penicilina/estreptomicina (p/s) (Gibco), 1% L-glutamina (Gibco) y 1% piruvato de sodio

(Gibco), en incubadora a 37°C y 5% CO.. Se utilizaron en pasajes 1-2.
Obtencion de plaquetas

Las plaquetas se obtuvieron a partir de donantes voluntarios entre 18 a 30 afios, segun el

protocolo de bioética aprobado por la Universidad de los Andes, codigo cec2021031. El
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aislamiento de plaquetas se realizé en un rango maximo de 30 minutos una vez extraida la
muestra. Se extrajo sangre periférica utilizando agujas de 21g (BD Vacutainer®, 367287)
y recolectandola en tubos con anticoagulante Citrato (BD Vacutainer®, 363083),
considerando los primeros 2 mL de sangre como descarte. La sangre total se centrifugo a
200 g durante 10 minutos. Luego se separo el plasma de la fraccion de elementos figurados
y se centrifugd a 1200 g durante 8 minutos, el sobrenadante fue descartado, y el pellet
resuspendido en Buffer Tyrode modificado (NaCl 124 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM, Glucosa
30 mM, HEPES 20 mM, pH ajustado 7.4) y Citrato de sodio-dextrosa (ACD, del inglés acid
citrate-dextrose) (Sigma-Aldrich, C3821). Se centrifugd una ultima vez para eliminar los
remanentes de plasma a 1200 g durante 8 minutos y se resuspendieron las plaquetas en

Buffer Tyrode (Spurgeon et al., 2021).

El enriquecimiento de plaquetas se evalu6 por citometria de flujo utilizando el equipo
Cytek® Aurora con el anticuerpo para la proteina de superficie Integrina 33 (GPIIIA / CD61)
anti-CD61-FITC (Clon VI-PL2) (BD Pharmingen TM, 555753). Ademés, una vez
estandarizada la identificacion de la poblaciéon de plaquetas, se realiz6 el conteo de
plaquetas en el mismo equipo para cada experimento correspondiente, obteniendo el

numero de plaquetas por microlitro.

Para los ensayos de internalizacion de mitocondrias se realizd el marcaje de las
mitocondrias derivadas de plaquetas. Para esto, se incubaron las plaquetas en Buffer
Tyrode con la sonda MitoTracker DeepRed (MTDR) (ThermoFisher, cat #M22426) a una

concentracion de 300 nM durante 45 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.

Aislamiento de mitocondrias derivadas de plaquetas

Las mitocondrias derivadas de plaquetas se aislaron utilizando el Kit de aislamiento de
mitocondrias para células en cultivo (ThermoFisher, cat #89874) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Una vez que se obtuvieron las plaquetas en Buffer Tyrode, se
centrifugaron a 1200 g durante 8 minutos, se descarto el sobrenadante, y se afiadieron 800
uL de Reactivo A, se dejo en hielo durante 2 minutos y se agregaron 10 uL del Reactivo B.
Se mezclé la solucion en Vortéx durante 5 segundos y luego se dej6é en hielo durante 5
minutos. Por cada minuto que la solucién pasé en hielo se mezclé en vortéx durante 5
segundos. Luego se afiadieron 800 uL de reactivo C y se centrifugé a 700 g durante 10

minutos a 4°C. El sobrenadante se centrifugé a 3000 g durante 15 minutos a 4°C. Al pellet
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se le afiadieron 500 uL del reactivo C y se llevo a centrifugacion a 12,000 g por 5 minutos
a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet de mitocondrias se resuspendié en medio

DMEM suplementado.

Mitocepcion

Para realizar la TM artificial se realiz6 el protocolo de Mitocepcién (Caicedo et al., 2015).
En breve, los aislados de mitocondrias obtenidos de plaquetas se afadieron al cultivo de
condrocitos humanos, luego, las células se centrifugaron a 1500 g durante 15 minutos a
4°C. La incorporacion de las mitocondrias y otros ensayos funcionales se evaluaron luego
de 24 h.

Para determinar la proporcion de incorporacién de mitocondrias, se agregaron mitocondrias
derivadas de plaquetas a condrocitos humanos con OA en cultivo en diferentes
proporciones: 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100. Estas proporciones se definen como la
relacion entre cada célula receptora (condrocitos) y la cantidad de células donadoras a partir
de las cuales se aislaron las mitocondrias (plaquetas). La proporcion utilizada para trabajar

fue definida luego de ensayos de internalizacion.

Internalizaciéon de Mitocondrias por Citometria de flujo

Para evaluar la incorporacién de las mitocondrias en condrocitos con OA, las células se
soltaron de las placas utilizando TrypLE™ (ThermoFisher, 12604054) y se prepararon para
citometria de flujo. De acuerdo con las condiciones:

1. Controles:

a. Auto fluorescencia: Condrocitos sin sondas;

b. Mitocondrias: Condrocitos con la marca de mitocondrias de plaquetas de
MTDR (ThermoFisher, cat #M22426),

c. Sonda de viabilidad: Condrocitos con la sonda de viabilidad LIVE/DEAD
Near IR (ThermoFisher, #L34975).

2. Grupos experimentales: Condrocitos derivados de pacientes con OA con distintas
proporciones de mitocondrias de plaquetas (1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100)
con sonda de viabilidad. Para esto, las células se incubaron con la sonda de
viabilidad (concentracién final 1:2000) en Buffer FACS (2% FBS en PBS 1X pH
ajustado) durante 15 minutos a 4°C en oscuridad, luego se centrifugaron a 400 g

durante 5 minutos, se resuspendieron en 100 uL de PBS 1X y se traspasaron a
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tubos para citometria de flujo. Se realizé el analisis con el citometro de flujo BD
FACS CANTO Il (BD Pharmingen). Para el analisis de los datos se utilizo el software
FlowJo VX.

Internalizaciéon de Mitocondrias por Microscopia de fluorescencia

Para evaluar la incorporacion de mitocondrias obtenidas de plaquetas en condrocitos
derivados de pacientes con OA, las células se sembraron previamente en placas de 24
pocillos con cubreobjetos a una confluencia del 80% y se realiz6 el protocolo de mitocepcion
considerando las proporciones 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100 con mitocondrias
tefiidas con MTDR. Posterior a las 24 horas, las células se lavaron con PBS 1X tibio y se
fijaron con una solucion de paraformaldehido (PFA) 4% y sacarosa al 4% durante 15
minutos. Se realizd la permeabilizacion con Triton X100 0,1% durante 30 minutos y el
bloqueo con solucion de BSA 3% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
incubaron las células con anticuerpo primario contra la translocasa de la membrana externa
mitocondrial (TOM20) (Novus NBP2-67501, 1:400) durante 16 horas a 4°C. Finalmente, se
incub6 con anticuerpo secundario  anti-rabbit-FITC  (#711-095-152, Jackson
ImmunoResearch, 1:300) durante 1 hora a temperatura ambiente, y luego con DAPI (Sigma,
D9542, 1:2000) durante 15 minutos en oscuridad. Se realizé el montaje en los portaobjetos
con DAKO fluorescence mounting medium (Agilent, S3023). Las imagenes fueron

adquiridas en el microscopio confocal Olympus FV1000.

Determinacion de la sintesis de Matriz Extracelular por Inmunofluorescencia

Para evaluar la sintesis de componentes de MEC, especificamente COL2 y ACAN, se
sembraron condrocitos en placas de 24 pocillos con cubreobjetos a una confluencia del
80% y se realizd el protocolo de mitocepcion: 1:0 (Control, sin mitocondrias) y 1:100.
Posterior a 24, 48 y 72 h, las células se fijaron con PFA 4%, y se realiz6 el bloqueo con
solucién de inmunofluorescencia (0,25% BSA en PBS 1X) con 10% FBS. Se incubaron las
células con los anticuerpos primarios: anti-Agrecano (abcam, ab3778, 1:100) y Anti-
Colageno Il (abcam, ab34712, 1:100) durante 16 horas a 4°C. Se realizaron lavados con la
solucion de inmunofluorescencia, y se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-
rabbit-FITC, (Jackson ImmunoResearch, #711-095-152, 1:300) y anti-mouse-Alexa 647
(Jackson ImmunoResearch, #115-605-003,1:200) durante 1 h a temperatura ambiente.

Finalmente, se incubd con DAPI (1:2000) durante 15 minutos en oscuridad, y se realizo el
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montaje en los portaobjetos con DAKO fluorescence mounting medium (Agilent, S3023).

Las imagenes fueron adquiridas en el microscopio confocal Olympus FV1000.

RT-gPCR

Para determinar la expresion de genes asociados al potencial condrogénico de los
condrocitos posterior a la transferencia mitocondrial (24, 48 y 72 h) se realiz6 la extraccion
de ARN total con TRIzol (Invitrogen, #15596026) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor y se cuantifico la cantidad de ARN y la razén de Absorbanciazsorso con el equipo
Nanodrop ™ One (ThermoFisher). Se realizé la sintesis de ADNc utilizando el Kit iScript™
Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR (Bio Rad, #1708841) a partir de 1 ug de ARN,
utilizando el termociclador convencional Axygen. Para el RT-qPCR se utilizo 2x Brilliant 1l
SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent, #600828-5), y partidores a una concentracion
de 10 uM por muestra. Se utilizé el equipo AriaMX Real Time PCR. El programa de
temperatura utilizado fue: 10 minutos a 95°C (Hot Start), 15 segundos a 95°C, 15 segundos
a 60°C y 15 segundos a 72°C (Amplificacion, 40 ciclos), y 1 minuto a 95°C, segundos a
55°C y 30 segundos a 95°C (Melt). Los genes evaluados corresponden a: acan, col2af,
col1at, col10a1, mmp1, mmp13. El gen housekeeping utilizado para normalizar los niveles
de ARNm corresponde a 18s. La cuantificacion y expresion de los resultados se realizé en

base al método 24,

Gen Secuencia Sentido Secuencia Antisentido

hcol2a1 |TCC AAT GAC GTG GAG ATC C CTT ACC GGTATG TTT CGT GC
hacan |ATC ACC CTC TGG TGT GGA GGA |GGC CAA GTA GGAAGGATCCCTG
hcol10a1|{CAT AAA AGG CCC ACT ACC CAACA|ACCTTG CTC TCC TCT TAC TGC
hmmp1 |[TGA AGA TGA AAG GTG GAC CAA AAC GTC CAT ATATGG CTT GGAT
hcolla1l [CCT GGA TGC CAT CAAAGTCT CGC CAT ACT CGA ACT GGA AT
hmmp13 |[TAA GGA GCATGG CGACTT CT GTCTGG CGTTTITTGGATGTT

18s CCCTGC CCTTTG TAC ACACC CGATCC GAG GGC CTCACTA

Tabla 1. Secuencias de los partidores sentido y antisentido de los genes utilizados para RT-qPCR en
condrocitos derivados de pacientes con OA.

Determinacion del Potencial de Membrana Mitocondrial
Para evaluar el potencial de membrana mitocondrial se sembraron condrocitos derivados

de pacientes con OA y se utilizo el Kit de citometria de flujo MitoProbe ™ TMRM (Invitrogen,
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M20036) a las 24, 48 y 72 h posterior a la mitocepcion. Se incubaron las células con el
compuesto tetrametil rodamina metil éster (TMRM) a una concentracion de 10 nM durante
30 minutos a 37°C. Como control negativo se utilizé el compuesto Carbonilcianuro-m-
clorofenilhidrazona (CCCP). Se evaluo la intensidad de fluorescencia usando el citdmetro
Cytek® Aurora.
1. Controles:
a. Autofluorescencia: condrocitos sin tincion;
b. TMRM: Condrocitos solo con la sonda TMRM;
c. Sonda de viabilidad: Condrocitos solo con la sonda de viabilidad LIVE/DEAD
NEAR IR.
2. Grupos experimentales:
a. Condrocitos derivados de pacientes con OA sin y con TM artificial (proporcién 1:100)
con sonda de viabilidad y TMRM posterior a 24, 48 y 72 h.
b. Condrocitos derivados de pacientes con OA sin y con TM artificial (proporcion 1:100)
con sonda de viabilidad y TMRM y CCCP posterior a 24, 48 y 72 h. Para esto se

incubdé con CCCP durante 5 minutos previo a la medicion en el citdmetro.

Analisis de la tasa de consumo de oxigeno (OCR)

Se determind el OCR de los condrocitos derivados de pacientes con OA en cultivo con la
TM artificial de plaquetas (proporciéon 1:100). Para esto, se sembraron en una placa de 96
pocillos, 20.000 células por pocillo. Las células se mantuvieron en DMEM suplementado
(10% FBS, 1% p/s, 1% L-glutamina y 1% piruvato de sodio). Una hora previa al ensayo, se
reemplazé el medio de las células por medio IMDM sin rojo fenol (Gibco) pH 7.4. Se realiz6
el ensayo para Mito-estrés, utilizando los inhibidores de la respiracion mitocondrial: 2 uM
Oligomicina (Inyeccion 1), 2,5 uM FCCP (Inyeccion 2), 0,5 uM Rotenona/Antimicina A
(Inyeccioén 3). El protocolo consté de 4 periodos de medicién, cada uno con una duracion
de 18 minutos y 3 ciclos de medicion. Las mediciones se realizaron en un analizador de
flujo extracelular XFe96 (Seahorse Bioscience). La normalizacién se realizé en base al
nuamero de células por pocillo, por medio de fotografias tomadas previo al ensayo en el
equipo Cytation 5. El nimero de células se determiné utilizando el software llastik Version
1.3.3 para la segmentacion del area celular y el software Fiji/lmage J Version 2.9.0 para la

cuantificacion del area celular.
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Cuantificacion de citoquinas por LUMINEX®

Se llevo a cabo un ensayo para la cuantificacion de citoquinas utilizando los sobrenadantes
del cultivo de condrocitos derivados de pacientes posterior 24 h de la mitocepcidon con una
proporcion de 1:100, utilizando como control el sobrenadante de condrocitos sin adicién de
mitocondrias. Para esto se utilizo el kit Human Luminex® (#LXSAHM, R&D Systems) para
la determinacién simultanea de las siguientes citoquinas y quimioquinas: CCL2, IL-1pB, IL-6,
IL-10, Osteopontina (OPN), CCL-5, IL-1ra, IL-8, MMP-7, TNF-a. Se prepar6 una curva de
estandar para cada analito, los sobrenadantes se diluyeron (1:2) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Las lecturas se realizaron con el Equipo MAGPIX®
(LUMINEX®) utilizando el software xPONENT 4.2. Los datos se determinaron utilizando la
estandarizacién previa por medio del programa Milliplex Analyst. El analisis de realizé

utilizando el software GraphPad Prism V8.

Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar (SD, del inglés
Standard deviation). Se identificaron los valores atipicos con el método ROUT (Robust
outlier testing) con GrapPad Prism. Para comparaciones entre 2 grupos, se realizaron las
pruebas para determinar la normalidad de la distribucion de los datos. Para aquellos que
presentan una distribucion normal, se realizé la prueba estadistica T-student para datos
pareados. Para aquellos que no presentan una distribucién normal, se realizé la prueba
Wilcoxon para datos pareados. Para el analisis de grupos de datos entre dos condiciones
que no presentan una distribucién normal, se llevé a cabo la prueba de Mann-Whitney U
para datos no pareados. El analisis de los datos se realiz6 en el software GraphPad Prism

V8.

Bioética
Todos los procedimientos fueron aprobados por el comite de bioética de la Universidad de
los Andes (cec2021031). Se obtuvieron consentimientos informados de cada paciente y

donador de sangre voluntario.
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Resultados

La internalizacion de Mitocondrias derivadas de plaquetas en Condrocitos con OA es
proporcion dependiente

Se ha demostrado que los condrocitos son capaces de internalizar mitocondrias exégenas,
ocurriendo este proceso por medio de co-cultivos o la administracion directa de
mitocondrias (Fahey et al., 2022; Korpershoek et al., 2022; Lee et al., 2022). De acuerdo a
lo reportado, no se han utilizado otros donantes mitocondriales ademas de CMM vy células
musculares en condrocitos y resultados preliminares a este estudio demostraron que
condrocitos de pacientes con OA son capaces de internalizar mitocondrias aisladas de
plaquetas en cultivo por medio del protocolo de mitocepcion descrito por Caicedo y cols
(Caicedo etal., 2015) (Anexo 1), sin embargo, aun se desconoce la eficiencia en la

internalizacion de las mitocondrias de plaquetas en condrocitos.

Para evaluar la capacidad de internalizar mitocondrias derivadas de plaquetas en
condrocitos con OA, se determiné que efectivamente se estaban aislando plaquetas (Anexo
2) y se trabaj6 con distintas proporciones para la mitocepcioén, definiéndose estas como:
por cada célula receptora (condrocitos con OA), las mitocondrias de un niumero de células
donadoras (plaquetas). Para considerar un rango amplio de la respuesta se eligieron las
siguientes proporciones: 1:1 (por cada condrocito, las mitocondrias de 1 plaqueta), 1:2, 1:5,
1:10, 1:25, 1:50 y 1:100. Se realiz6 la TM artificial a condrocitos con OA en cultivo utilizando
mitocondrias aisladas de plaquetas, previamente tefidas con MTDR, y se evalué la
poblacién de condrocitos que adoptaron mitocondrias (MitoT+) posterior a 24 h de la
mitocepcion (Anexo 3). En cada proporcion de mitocondrias de plaquetas afiadidas, se
observa que la respuesta es proporcidn-dependiente con una mayor poblacion de
condrocitos MitoT+ cuando la proporcion de mitocondrias del donador aumenta (Fig. 1A,
C). Ademas, hay un aumento en la cantidad de mitocondrias incorporadas, de acuerdo con
los cambios de intensidad de la fluorescencia de la sonda sobre las poblaciones MitoT+
(Fig. 1B), observandose en la proporcion 1:50 y 1:100 una incorporacion cercana al 100%.
Sin embargo, se puede observar que hay también una incorporacion paciente-dependiente,
lo anterior se puede observar en la Fig. 1C, en donde el paciente (triangulo) no responde al
utilizar las proporciones 1:50 y 1:100. No se determinaron efectos sobre la viabilidad celular
al aumentar las proporciones de mitocondrias a incorporar, siendo la variacion en estos

paciente-dependiente (Fig. 1D).
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Figura 1. Internalizaciéon de mitocondrias de plaquetas en condrocitos derivados de pacientes con OA
por citometria de flujo. Se realiz6 el protocolo de mitocepcién en condrocitos derivados de pacientes con OA
con distintas proporciones de mitocondrias de plaquetas tefiidas previamente con MTDR: 1:0, 1:1, 1:2, 1:5, 1:10,
1:25, 1:50 y 1:100 (numero de condrocitos: mitocondrias de un numero de plaquetas), y se evalué por medio de
citometria de flujo la incorporacion de mitocondrias de plaquetas en condrocitos (definidos como MitoT+) tras
24 h luego de la mitocepion. (A) Grafico de puntos representativo de las poblaciones de condrocitos en los
umbrales definidos como MitoT+, se presenta la intensidad de fluorescencia de MTDR en funcién del area de
dispersion lateral (SSC-A, del inglés side scatter area). En azul se indica la subpoblacién (en porcentaje) positiva
al umbral MitoT+, en morado las proporciones para la TM artificial. (B) Histograma representativo de las
intensidades de fluorescencia de MTDR en condrocitos MitoT+ en funcion de la normalizacion a la moda del
numero de células. (C) Grafico de los valores de las poblaciones de condrocitos MitoT+ (en porcentaje), de
izquierda a derecha se disponen las distintas proporciones de TM artificial. (D) Grafico de los valores de las
poblaciones en porcentaje (%) de células vivas determinada por la sonda de viabilidad (LIVE/DEAD NEAR IR)
posterior a la TM artificial, de izquierda a derecha se disponen las distintas proporciones de TM artificial. (C-D)
Cada proporcion fue evaluada en células provenientes del mismo paciente, cada simbolo corresponde a un
paciente. Valores expresados como promedio + SD, fueron analizados utilizando la prueba para comparaciones
multiples Kruskal-Wallis seguido de un analisis post-hoc utilizando el test de Dunns. N = 4. *p<0.05, ** p < 0.005,

ns: no significativo.

Los estudios de TM se apoyan en la visualizacion a través de técnicas de microscopia para
validar la internalizacion efectiva en las células receptoras (Fahey et al., 2022; Levoux et al.,
2021). Por lo tanto, se evaluaron las proporciones 1:5, 1:10, 1:25, 1:50 y 1:100 para la
mitocepcion a través de microscopia confocal. Para poder determinar las mitocondrias
exdgenas, estas se incubaron previamente con la sonda MTDR. Ademas, para discriminar
entre las mitocondrias propias de la célula receptora y la donadora, se realizé el marcaje de
las mitocondrias totales utilizando anticuerpos para la proteina mitocondrial TOM20. Se
observa que la sefal de mitocondrias de plaquetas aumenta de forma proporcion-
dependiente, viéndose una mayor co-localizacion (blanco) en las razones 1:25, 1:50y 1:100
(Fig. 2y 3).

Ademas, para complementar, se evaluo la co-localizacién de las mitocondrias de plaquetas
con aquellas sefiales positiva a TOM20, para confirmar que la sefial es positiva a
mitocondria y también se encuentra en el citoplasma celular (Fig. 3), esto similar a los
analisis descritos en otros estudios (Lin et al., 2024; Needs et al., 2024). Se determina que
efectivamente hay mitocondrias internalizadas desde la razén 1:50, dado por la co-
localizacion entre las sefales al evaluarse lo obtenido por célula (Fig. 3A), este resultado
de co-localizacion ademas se complementa con el coeficiente de Pearson; donde se

observa que la intensidad de sefiales entre mitocondrias totales y exdgenas se relaciona
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entre si (Fig. 3E); siendo este valor independiente al tamafio de la célula (Fig. 3G). También
se presentan los resultados de cada parametro evaluado por paciente, en donde no se

determinaron diferencias significativas.

Considerando la poblacién de condrocitos MitoT+ y la internalizacion de mitocondrias en
las distintas proporciones, tanto para citometria como para microscopia, se decidio trabajar
con la proporcion 1:100 para la TM artificial, para evaluar su efecto en los siguientes

experimentos.
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) MITOCONDRIAS MITOCONDRIAS
NUCLEO TOTALES PLAQUETAS MERGE

Figura 2. Internalizaciéon de mitocondrias de plaquetas en condrocitos derivados de pacientes con OA
por microscopia de fluorescencia. Inmunofluorescencia de condrocitos derivados de pacientes con OA bajo

distintas proporciones de mitocondrias de plaquetas tefiidas con MTDR: 1:0, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50 y 100 (nimero
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de condrocitos: mitocondrias aisladas de un nimero de plaquetas, en morado). (A-F) Imagenes representativas
de las proporciones de mitocondrias (A) 1:0, control (B) 1:5 (C) 1:10 (D) 1:25 (E) 1:50 (F) 1:100 tras 24 h post-
mitocepcion. Nucleo (DAPI azul), Mitocondrias totales (TOMZ20, verde), Mitocondrias de plaquetas (MTDR, rojo).
Imagenes adquiridas en microscopio confocal Olympus FV1000. N = 3 experimentos independientes. Barra de

escala = 10 uM.
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Figura 3. Analisis de internalizacion de mitocondrias de plaquetas en condrocitos de pacientes
derivados con OA. Cuantificacién del andlisis de imagenes de condrocitos cultivados posterior a la mitocepcion
con mitocondrias derivadas de plaquetas para dar cuenta de la co-localizaciéon de mitocondrias derivadas de
plaguetas (acorde al marcaje con MTDR) y mitocondrias totales (acorde al marcaje con TOMMZ20). (A)
Coeficiente de Manders correspondiente a MTDR sobre TOMM20 (M2) por célula de cada experimento
independiente. (B) Coeficiente de Manders correspondiente a cada paciente. (C) Intensidad de fluorescencia
(IF) de las sefiales que colocalizan expresadas en porcentaje por célula de cada experimento independiente.
(D) IF de las sefales colocalizadas por cada paciente. (E) Coeficiente de Pearson para la sefial de MTDR y
TOMM20 por célula de cada experimento independiente. (F) Coeficiente de Pearson correspondiente a cada
paciente. (G) IF en unidades arbitrarias (UA) de la sefial por area celular por célula de cada experimento
independiente. (H) IF en UA de la sefial por cada paciente. Valores expresados como promedio + SD, fueron
analizados utilizando la prueba para comparaciones multiples Kruskal-Wallis seguido de un analisis post-hoc
utilizando el test de Dunns. Cada paciente se indica con un color. N = 3 experimentos independientes. *p<0.05,
**p<0.005, ***p<0.001, ****p n<0.0001, ns: no significativo.

Evaluacion de TM artificial en los niveles de expresion de proteinas de la MEC y
factores catabolicos

La internalizacion de mitocondrias ha demostrado tener efectos sobre la funcién de distintos
tipos celulares (Borcherding & Brestoff, 2023). En OA, se ha descrito que hay una alteracion
en la funcion fisiolégica; principalmente, la funcidon secretora encargada de mantener la
integridad de la MEC. Para evaluar si existen cambios en la funcion secretora cuando hay
una adquisicion de mitocondrias de parte de los condrocitos con OA, se llevé a cabo la
mitocepcién con la proporcién (1:100) y se evalud el efecto a 24, 48 y 72 h a través de RT-

gPCR y microscopia confocal.

Se evalud la expresion de genes asociados a la homeostasis de la MEC que se ven
afectados en la patologia, como lo son COL2, 1y 10, ACAN y las MMPs -1y -13. En primera
instancia, se evaluaron los componentes de MEC, en donde, preliminarmente no se
observan diferencias en la expresion de los genes asociados a MEC: COL2, ACAN y COLA1,
(Fig. 4A, B, D), ni tampoco en la razén de expresion COL2/COL1 (Fig. 4C).

También, se evalud la expresion de genes de factores conocidos por ser “marcadores de
hipertrofia” en condrocitos de pacientes con OA, tales como COL10, MMP-1y -13, en donde
su expresion da cuenta de este estado (Singh et al., 2019). En Fig. 4E, F, G, los datos
sugieren que las TM artificial podria promover una disminucién en la expresion de COL10

y MMP-1y -13 en comparacion con la condicion sin tratamiento posterior a las 48 y 72 h.
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Sin embargo, se requiere aumentar el numero de réplicas biolégicas para poder realizar

conclusiones sobre el efecto de la TM artificial sobre estos factores catabdlicos.
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Figura 4. Expresion relativa de genes de condrocitos derivados de pacientes con OA posterior a la TM
artificial de mitocondrias de plaquetas. RT-qPCR de condrocitos derivados de pacientes con OA con TM
artificial de mitocondrias de plaquetas, en condiciones control (sin mitocondrias, barra gris) y con mitocondrias
a una proporcion de 1:100 (barra morada), evaluada en diferentes tiempos (24, 48 y 72 h post mitocepcion). (A-
F) Graficos de la expresion relativa de los genes asociados a la funcion de condrocitos. (A) Colageno tipo I
(col2at) (B) Colageno tipo | (col1at) (C) Ratio Expresion Colageno tipo Il (col2at) / Colageno | (col1at) (D)
Agrecano (acan) (E) Colageno tipo X (col10a1) (F) MMP-1 (mmp1) (G) MMP-13 (mmp13) relativo al gen
housekeeping 18s durante 24, 48 y 72 h posterior a la mitocepcion. Ambas condiciones se evaluaron en células
provenientes del mismo paciente, en donde cada simbolo corresponde a un paciente diferente. Datos

expresados como Media. N = 2 experimentos independientes.

Para comprender si la funcidn secretora en condrocitos derivados de pacientes con OA se
ve comprometida frente a la TM, se evalu6 por medio de inmunofluorescencia cambios en
la secrecion de productos de MEC como ACAN y COL2, con tratamiento de mitocondrias
derivadas de plaquetas en una proporcién 1:100. En la Fig. 5 se presentan imagenes
representativas de los condrocitos con marcaje para ACAN (magenta) a través de distintos
tiempos, el cual presenta una sefial adyacente al nucleo celular (azul) y se extiende hacia
la periferia celular. Ademas, es posible observar cambios en patrones de sefal, habiendo
patrones punteados o cumulos de ACAN presentes en la condicion MITO (Fig. 5). La
cuantificacion de la sefal se llevé a cabo de dos formas: la primera, cuantificando el area
de la MEC determinada por la sefal de fluorescencia detectada y la segunda, cuantificando
la intensidad de fluorescencia total del canal de la sefial para ACAN (Fig. 6). El analisis de
la sefial demostré resultados similares, con cambios significativos en cuanto a la sefal de
las células para ACAN cuando se comparan las condiciones NO MITO y MITO alas 72 h
posterior a la mitocepcion (Fig. 6), el comportamiento de acuerdo a cada paciente se ilustra

en Anexo 4.

En el caso de COL2, en las imagenes representativas se observan sefiales de mayor
intensidad comparadas a las del control NO MITO (Fig. 7), especificamente a las 24 h
posterior a la mitocepcion lo que se complementa con los resultados de expresion génica
(Fig. 4A). A pesar de esto, no se observan diferencias significativas en cuanto a la marca
entre las distintas condiciones y tampoco en cuanto a la disposicién de la sefial en el
espacio, habiendo marcas predominantes en las células que se extienden, al igual que
ACAN, a las células cercanas. De acuerdo con la cuantificacion, no se sugieren cambios
frente a la presencia de COL2 al evaluar los comportamientos por célula (Fig. 8), esto

también se observa en el comportamiento para cada paciente en Anexo 5. Con esto, se
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sugiere que el tratamiento con mitocondrias podrias estar promoviendo cambios, que

podrian reflejarse cuando se aumente el nUmero de repeticiones.

NUCLEO ACAN MERGE
T . . .
24 h
o . . .
o . . .
48 h
T . - .
72 h
o . . .
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Figura 5. Expresion de ACAN en condrocitos derivados de pacientes con OA posterior a la TM artificial
de mitocondrias de plaquetas. Inmunofluorescencia de condrocitos derivados de pacientes con OA con TM
artificial de mitocondrias de plaquetas, en condiciones control (NO MITO, gris) y con TM artificial a una
proporcion 1:100 (MITO, morado) a distintos tiempos (24, 48 y 72 h posterior a la mitocepcién). (A-C) Imagenes
representativas de un plano a (A) 24 h (B) 48 h (C) 72 h posterior a la mitocepcion. Paneles superiores indican
la condicién NO MITO, paneles inferiores indican la condicion MITO. Ndcleo (azul), ACAN (magenta). Imagenes

adquiridas en microscopio confocal Olympus FV1000. N = 2, condrocitos derivados de 2 pacientes. Barra de

escala = 10 uM.
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Figura 6. Cuantificacion de ACAN posterior a la TM artificial de mitocondrias de plaquetas en
condrocitos derivados de pacientes con OA. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia (IF) obtenida
por célula para la sefial de ACAN en condiciones control (NO MITO, en gris) y con TM artificial (MITO, en
morado) a distintos tiempos post mitocepcion en azul expresado en horas (h) . (A-C) Cuantificacion del area de
la sefial de MEC (ACAN) en um? por célula de (A) 24 h (NO MITO N= 69, MITO N = 40). (B) 48 h (NO MITO N=
22, MITON =33).(C) 72 h (NO MITO N =29, MITO N = 28). (D-F) Cuantificacion de la IF total asociada al canal
de ACAN (magenta) a (D) 24 h (NO MITO N =29, MITO N = 38). (E) 48 h (NO MITO N =21, MITO N = 34). (F)
72 h (NOMITO N =21, MITO N = 29). Cada punto corresponde a una célula analizada y cada color corresponde
a un paciente diferente. Los resultados expresados como media + SD, fueron analizados con ensayo Mann

Whitney U para datos no-pareados. N = al numero de células analizadas y de al menos dos pacientes.

***p<0.001, ns: no significativo.
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Figura 7. Expresion de COL2 en condrocitos derivados de pacientes con OA posterior a la TM artificial
de mitocondrias de plaquetas. Inmunofluorescencia de condrocitos derivados de pacientes con OA con TM

artificial de mitocondrias de plaquetas, en condiciones control (NO MITO, en gris) y con TM artificial a una
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proporcion 1:100 (MITO, en morado) a distintos tiempos (24, 48 y 72 h posterior a la mitocepcion). (A-C)
Imagenes representativas de un plano posterior al tratamiento (A) 24 h. (B) 48 h. (C) 72 h posterior a la
mitocepcion. Paneles superiores indican la condicion NO MITO, paneles inferiores indican la condicion MITO.

Nucleo (azul), COL2 (verde). Imagenes adquiridas en microscopio confocal Olympus FV1000. N = 2, condrocitos

derivados de 2 pacientes. Barra de escala = 10 uM.
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Figura 8. Cuantificacion de COL2 en condrocitos derivados de pacientes con OA posterior a la TM
artificial de mitocondrias de plaquetas. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia (IF) obtenida por
célula para la sefial de COL2 en condiciones control (NO MITO, en gris) y con TM artificial (MITO, morado) a
distintos tiempos post mitocepcion en azul expresados en horas (h). (A-C) Cuantificacion del area de la sefial
de MEC (COL2) en um? por célula a (A) 24 h (NO MITO N = 24, MITO N = 35). (B) 48 h (NO MITO N = 21,
MITO N = 30). (C) 72 h (NO MITO N =19, MITO N = 29). (D-F) Cuantificacién de la IF total asociada al canal
de COL2 (verde) a (D) 24 h (NO MITO N =24, MITO N = 38). (E) 48 h (NO MITO N = 22, MITO N =30). (F) 72
h (NO MITO N =19, MITO N = 29). Cada punto corresponde a una célula analizada y cada color corresponde
a un paciente diferente. Los resultados expresados como media + SD, fueron analizados con ensayo Mann

Whitney U para datos no pareados. N = células analizadas, de al menos dos pacientes. *p<0.05, ***p n<0.001,

ns: no significativo.

La TM artificial disminuye la expresion de IL-18 en condrocitos derivados de

pacientes con OA
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Para responder si la TM artificial tiene un efecto sobre respuesta inflamatoria en condrocitos
derivados de pacientes con OA es que se evalud la secrecidon de un panel de citoquinas
(CCL2, IL-1B, IL-6, IL-10, OPN, CCL-5, IL-1ra, IL-8, MMP-7, TNF-a) a través de LUMINEX.
Se obtuvieron resultados significativos en cuanto a la disminucién de IL-14, del mismo modo
no se presentan diferencias significativas a pesar de ver una disminucion en la
concentracion de las citoquinas asociadas a la inflamaciéon como lo son: TNF-a, IL-6, OPN,
sin embargo, no se observaron resultados similares con aquellas con un rol mas regulador
y antiinflamatorio como lo es IL-10 e IL-1Ra (Fig. 9). Por otro lado, no se pudo determinar:

CCL2, IL-8, MMP-7 y CCL-5, ya que quedaron fuera de la curva de estandarizacion

realizada.
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Figura 9. Cuantificacion de citoquinas en sobrenadantes de condrocitos derivados de pacientes con OA
posterior a la TM artificial. Analisis multiplex por Luminex para la determinaciéon de la concentracion de
citoquinas y quimioquinas liberados por condrocitos derivados de pacientes con OA en una condicion control
(sin mitocondrias, barra gris) y con TM artificial en una proporcién de 1:100 (barra morada) en sobrenadantes
recuperados tras 24 h post mitocepcion. (A-F) Cuantificacién de citoquinas y quimioquinas en sobrenadantes
del cultivo de condrocitos derivados de pacientes con OA 24 h posterior a la mitocepcion. (A) Interleuquina-6

(IL-6). (B) Factor de necrosis tumoral a (TNF-a). (C) Interleuquina-10 (IL-10). (D) Antagonista del receptor de
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Interleuquina 1 (IL-1ra). (E) Osteopontina (OPN) (F) Interleuquina 1f (IL-1p). Ambas condiciones se evaluaron
en células provenientes del mismo paciente, cada simbolo corresponde a un paciente. Los datos expresados
como media + SD, fueron analizados con ensayo T-student para datos pareados. N = 4. *p<0.05, ns = no

significativo.

Efectos de la TM artificial sobre el metabolismo mitocondrial en condrocitos
derivados de pacientes con OA

En condrocitos derivados de pacientes con OA o bajo estimulos proinflamatorios (like-OA)
se han reportado cambios metabdlicos, especificamente, en la funciéon mitocondrial (Wu
et al., 2023). Dentro de los cambios, se describe que el PMM esta disminuido en esta
patologia, favoreciendo el estado de estrés celular en los condrocitos. Considerando este
antecedente, se evalu6 el efecto de la TM artificial sobre el PMM utilizando la sonda
dependiente de potencial TMRM. Para esto se llevé a cabo la mitocepcion (proporcion
1:100) en los condrocitos y se determind el PMM a través de citometria de flujo posterior a
24,48 y 72 h luego de la mitocepcion. En la Fig. 10 A-C se presentan los histogramas de
las temporalidades 24, 48 y 72 h luego de la mitocepcion respectivamente, donde los
cambios en la intensidad de fluorescencia de TMRM no presentan cambios observables,
comparadas la condiciéon MITO con NO MITO, por lo que no se sugieren cambios en el
PMM posterior a la TM artificial (Fig. 10D)
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Figura 10. Determinaciéon del potencial de membrana mitocondrial en condrocitos derivados de
pacientes con OA posterior a la TM artificial de mitocondrias de plaquetas. Evaluacion del PMM en
condrocitos derivados de pacientes con OA utilizando TMRM en citometria de flujo en una condicién control
(NO MITO, barra gris), con una proporcién 1:100 (MITO, barra morada), ademas de los controles sin
mitocondrias ni TMRM (NO MITO — TMRM, barra negra) y sin mitocondrias con TMRM y el desacoplante CCCP
(NO MITO + CCCP, barra verde) tras 24, 48 y 72 h post mitocepcion. (A-C) Histogramas representativos de la
distribucion de frecuencias de las intensidades de fluorescencia de TMRM en las distintas condiciones
experimentales en funcion de la normalizacion a la moda del numero de células. (A) 24 h. (B) 48 h. (C) 72 h
posterior a la mitocepcion. (D) Grafica representativa de los valores de intensidad de fluorescencia media (IFM)
de TMRM normalizada a los valores de IFM del control (NO MITO —TMRM) a 24, 48 y 72 h post mitocepcion.

Todas las condiciones se evaluaron en las células del mismo paciente. N = 1, condrocitos de un paciente.

Para dar cuenta de la funcion mitocondrial durante la TM artificial, es que se analizo la
respiracion mitocondrial en un analizador de flujo extracelular, desafiando la funcion de la
CTE con las siguientes drogas: Oligomicina, inhibidor de la ATP sintasa, FCCP,
desacoplante de protones y Rotenona/Antimicina AA (Rot/AA), inhibidores de los complejos
I y Ill, respectivamente, comparando condiciones con TM artificial. En la Fig. 11A se
presenta la OCR de la prueba de Mito-estrés, donde no se demostraron diferencias
significativas en el consumo de oxigeno en el tiempo entre la condicion control (NO MITO)
y experimental (MITO) (Fig. 11B-D). En presencia de MITO no se obtienen cambios
significativos a pesar de que se observa el aumento en la respiracion basal al compararlo
con las condiciones no tratadas (Fig. 11B), sin embargo, estos cambios no se replican para

el OCR asociado la produccién de ATP y la respiracion maxima (Fig. 11C, D).
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Figura 11. Analisis de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) en condrocitos derivados de pacientes con
OA posterior a la TM artificial. Medicién del OCR en condrocitos derivados de pacientes con OA en una
condicién control (NO MITO, en gris) y con TM artificial en una proporcion de 1:100 (MITO, en morado) 24 h
post mitocepcion. (A) Grafico representativo de la medicién de OCR durante la prueba de Mito-estrés, se indica
la inyeccion de 2 uM oligomicina (OLIGO), 2,5 uM FCCP, 0,5 uM Rotenona/Antimicina (Rot/AA) los datos de
presentan como media + SD. (B) Respiracion basal (C) OCR asociado a la sintesis de ATP. (D) Respiracion
Méaxima. Ambas condiciones se evaluaron en células provenientes del mismo paciente, cada simbolo
corresponde a un paciente. Los datos expresados como media + SD, fueron analizados con el ensayo Wilcoxon
para datos pareados. Cada simbolo corresponde a un paciente diferente. N = 4, condrocitos de 4 pacientes

diferentes. ns: no significativo.
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Discusion

Considerando el nivel de envejecimiento que presenta la poblacion (Partridge et al., 2018),
el estudio de la OA vy el desarrollo de nuevas estrategias para su tratamiento adquieren
relevancia para mejorar la calidad de vida de quienes la padecen (Giorgino et al., 2023). Se
ha demostrado previamente que la funcién mitocondrial desempena un papel fundamental
en la progresion de la OA (Liu et al., 2022; Qi et al., 2023). En consecuencia, la busqueda
de opciones terapéuticas ha llevado a proponer la TM artificial como una posible estrategia
para tratar esta patologia (Fahey et al., 2022). Aunque, diversos tipos celulares se ven
afectados por esta enfermedad, los condrocitos son los mas relevantes, ya que son
responsables de mantener el cartilago articular, un tejido que se degenera progresivamente
y carece de capacidad regenerativa (Primorac et al., 2020). Adicionalmente, en estas
células, la disfuncion mitocondrial juega un papel critico en el desarrollo de la OA (Qi et al.,
2023; Wu et al., 2023). Con estos antecedentes, en este trabajo se propuso evaluar una
nueva estrategia para mejorar la disfuncion mitocondrial en los condrocitos mediante la TM
artificial, utilizando mitocondrias aisladas de plaquetas. En estudios previos realizados en
nuestro laboratorio, se ha demostrado que la TM desde CMM puede revertir el fenotipo
patoldgico en condrocitos y mitigar el progreso de la enfermedad en un modelo murino de
OA (trabajo en revision). Sin embargo, la eleccion del donante mas adecuado sigue siendo
un tema controversial, por lo que es importante explorar fuentes alternativas de
mitocondrias que permitan obtener un mayor numero de estos organelos y asi proponer
tratamientos autdlogos para futuras terapias de patologias como la OA (Bourebaba et al.,
2022; Yamada et al., 2020).

Las plaquetas surgen como posibles donantes dadas caracteristicas, que incluyen un
metabolismo mitocondrial activo, la capacidad de liberar mitocondrias de manera
espontanea, su abundancia y facil obtencién (Levoux et al., 2021). En este estudio, no se
consider6 la variable que implica utilizar plaquetas activadas, lo cual constituye una
limitacion que deberia abordarse en investigaciones futuras, dado que su activacion
conlleva cambios metabdlicos (Grichine et al., 2023). Es necesario evaluar entonces si
existen diferencias entre el efecto de las mitocondrias derivadas de plaquetas activadas en
comparacion con las no activadas. A pesar de esto, investigaciones previas han
determinado que el co-cultivo de plaquetas con las células de interés o el uso de sus
mitocondrias aisladas exhiben efectos sobre el metabolismo y funcion celular considerando

la activacion de las plaquetas (Cereceda et al., 2024; Levoux et al., 2021).
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En este trabajo, se logré demostrar que las mitocondrias de plaquetas son capaces de
internalizarse en condrocitos derivados de pacientes con OA en condiciones in vitro, y que
este proceso es proporcion dependiente. Es decir, a mayor cantidad de mitocondrias de
plaquetas, aumenta la internalizacion de estas en las células. Interesantemente, la
internalizacion varia entre pacientes, es decir, la eficiencia de la TM artificial no es estable
entre sujetos. Asimismo, se evalud la viabilidad de las células sometidas a la TM artificial,
ya que se desconoce si hay un efecto sobre esta a distintas razones de mitocondrias en
especial en aquellas donde se llega a un punto de saturacion, determinandose que esta no

se ve afectada.

Si bien la citometria de flujo es uno de los métodos utilizados para determinar la presencia
de mitocondrias, se utilizO microscopia para complementar y también evaluar la
internalizacién de las mitocondrias (Lin etal., 2024; Needs et al., 2024). Una de las
limitantes de trabajar con plaquetas como donadores mitocondriales, es que las opciones
para el marcaje de mitocondrias se acotan a sondas que pueden estar sujetas a un leaking,
por lo que su uso puede ser cuestionado como un marcaje no-especifico. Por lo tanto, para
evitar marcas no especificas, se realiza el marcaje de las mitocondrias totales. De esta
forma, es posible confirmar la internalizacién mediante andlisis de colocalizacién entre la
marca mitocondrial proveniente de plaquetas y totales. Lo que en resumen permite
confirmar que se internalizan mitocondrias y ademas se diferencian las dos poblaciones

mitocondriales: aquellas propias de la célula receptora y donadora.

La TM artificial se propone como estrategia terapéutica ya que se han demostrado efectos
favorables en la funcion celular en distintos contextos (Court et al., 2020; Levoux et al.,
2021; Ma et al., 2020; Masuzawa et al., 2013; Shi et al., 2021) y en OA (Korpershoek et al.,
2022; Lee etal.,, 2022; Wang et al., 2020). En condrocitos, la funcién secretora se ve
comprometida en OA, por lo que en este estudio se evaluaron componentes de la MEC:
COL2, 1y 10, y ACAN, ademas de factores catabdlicos y citoquinas que promueven su

degeneracion.
Segun lo descrito en la literatura, la secrecién anormal de productos de MEC por parte de

los condrocitos en OA consiste en la disminucion de COL2, ACAN, y en el aumento de

COL1 y 10, otorgandole a la MEC un cambio en sus caracteristicas biomecanicas, lo que
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es critico para el progreso de la enfermedad (BaCenkova et al., 2023; Rim et al., 2020).
Respectivo a COL2, no se determinaron cambios con el tratamiento, teniendo incluso una
mayor presencia extracelular en casos donde no hay TM artificial, por lo que se sugiere que
las mitocondrias exdgenas no tendrian efectos sobre la sintesis de COL2. Al respecto, ya
existe evidencia en cuanto el efecto de la TM artificial utilizando como células donantes a
CMM sobre la expresioén o secrecion de COL2 con resultados contradictorios, debido a que
aumenta o que no se determinan diferencias significativas al comparar con la condicion sin
tratamiento (Korpershoek et al., 2022; Wang et al., 2020), lo que refuerza la idea que el
efecto es paciente-dependiente. Ademas, la variabilidad en el comportamiento de COL2, es
de interés ya que nuevos estudios se han enfocado en determinar distintos fenotipos de
condrocitos en el contexto de la patologia, y se ha asociado una alta expresion de COL2 a
fenotipos que aportan en el progreso de la OA (Chou et al., 2020). Esto ademas se apoya
con lo obtenido al considerar el estado del cartilago, cuya composicion se ve favorecida en
fibrocartilago; que cuenta con propiedades mas rigidas que el sano, esto considerando la
razon COL2/1 (BaCenkova et al., 2023).

Por otro lado, la evidencia disponible para ACAN, ha demostrado cambios favorables en su
expresion genética a las 24 h tras TM artificial (Korpershoek et al., 2022; Lee et al., 2022),
lo que avala lo obtenido. De forma paralela, estudios recientes en células progenitoras
sinoviales han demostrado que en condiciones de OA lo que cambiaria, no seria la
expresion genética, sino que los patrones de distribucion intracelular de ACAN respecto a
pacientes sin la patologia, ya que se estaria viendo afectada la secrecion de esta proteina
(Krawetz et al., 2022). Estos cambios en la distribucion también se observan, lo que estaria
indicando que puede haber cambios en la secrecion de ACAN en la TM artificial, lo cual
podria dar indicios de efectos en la ruta secretora que no han sido estudiados en este
proceso. Para ambos casos, COL2 y ACAN, uno de los puntos a considerar es que el
comportamiento depende del paciente, lo que a la vez es consistente con la literatura
(Korpershoek et al., 2022). Asimismo, se ha reportado que los estimulos mecanicos en OA
son importantes en cuanto a la expresion de receptores de superficie y la modulacion de
vias de sefalizacion para la secrecion de MEC, por lo que se pueden considerar otros
enfoques para el estudio in vitro de condrocitos (BaCenkova et al., 2023; Primorac et al.,
2020).
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Otra de las caracteristicas de la OA es la inflamaciéon crénica, en la cual el aporte
inflamatorio mayormente se asocia a células del sistema inmune residentes en la
membrana sinovial como los macréfagos y otras células inmunes no-residentes (Chou
et al., 2020). Aunque en menor proporcion, los condrocitos también aportan al ambiente
inflamatorio, secretando citoquinas proinflamatorias que ademas promueven el dano al
cartilago por medio de la induccion de la expresion de factores catabdlicos (Singh et al.,
2019). Los hallazgos en cuanto al efecto sobre factores inflamatorios concuerdan con lo
descrito en la literatura (Lee et al., 2022), dénde hay una disminucion en la secrecién de
factores inflamatorios, destacando IL-1B, el cual se ha descrito es de lo mas relevantes en
cuanto a expresion por parte de los condrocitos. Otras citoquinas que secretan los
condrocitos como IL-6 y TNF-a no presentaron valores significativos a pesar de que se
sugieran comportamientos a la baja, estos no pueden determinarse, las causas pueden
asociarse a la variabilidad de las muestras respecto a su secrecioén o frente al efecto de la
TM, el cual también es paciente-dependiente. De forma interesante, ocurre lo mismo con
OPN, una proteina que se ha planteado como un regulador positivo de la OA, favoreciendo

la inflamacion y también la mineralizacion del hueso (Bai et al., 2022).

Mas aun, se ha reportado que marcadores celulares de hipertrofia y muerte celular se ven
disminuidos con el tratamiento de TM artificial en condrocitos bajo condiciones de
inflamacion (Lee et al., 2022). A su vez, se puede sugerir la disminucion de la expresion de
MMP-1 y -13, proteasas que degradan la MEC en nuestro modelo de estudio.
Interesantemente, se ha descrito que la expresion de MMPs, depende del funcionamiento
de la cadena respiratoria mitocondrial, en donde alteraciones en esta favorecen la aparicion
de estos factores catabdlicos, por lo que cuando se recupera su funciéon también disminuye
la expresion de estos factores (Cillero-Pastor et al., 2013). Dada la variabilidad entre
pacientes, es que es importante recalcular el tamafio muestral considerando la alta varianza

que poseen los resultados obtenidos (Zhang & Hartmann, 2023).

Una de las interrogantes que quedan al estudiar la TM artificial es qué vias son las que se
activan para que las mitocondrias exdgenas lleven a cabo sus efectos en la célula receptora.
Dentro de los roles de las mitocondrias se encuentra la sintesis de ATP mediante la
respiracion mitocondrial o fosforilacion oxidativa, la cual se ve afectada en condiciones
patoldgicas, siendo considerado un parametro de importante en lo que respecta a la funcion

mitocondrial. Del mismo modo, hay evidencia de que el tratamiento con factores
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proinflamatorios en condrocitos como IL-1B, simulando un estado inflamatorio like-OA,
provoca una disminucion en la respiracion mitocondrial (Arra et al., 2020; Wu et al., 2023).
Asimismo, la TM favorece el aumento de este parametro en condrocitos bajo condiciones
de estrés (Fahey et al., 2022). Si bien en este estudio no se proporciona evidencia respecto
a cambios significativos en el OCR cuando se realiza la TM artificial, al evaluar cada
parametro de la respiracion mitocondrial, se observan cambios solo en la respiracién basal.
Al evaluar las curvas de OCR por paciente se obtienen comportamientos similares (Anexo
6), por lo que el efecto paciente-dependiente es una variable de interés a considerar. Por lo
tanto, las mitocondrias exégenas varian los efectos en la respiracion celular de condrocitos

derivados de pacientes con OA.

De la misma forma, la disfuncién mitocondrial en OA involucra ademas la desregulacion de
otros parametros, uno de ellos corresponde al PMM, el cual esta disminuido en esta
patologia (Rim et al., 2020). En este estudio no se logré determinar que con la TM artificial
ocurren cambios en el PMM, a diferencia de otros estudios en donde se ha determinado un
aumento del PMM a las 24 h posterior el tratamiento (Lee et al., 2022). Esto ultimo, podria
dar indicios de cémo seria el mecanismo por el que las mitocondrias exdgenas estarian
teniendo efectos sobre las células receptoras pero no se ha corroborado en este trabajo.
De este modo, las mitocondrias internalizadas podrian verse sometidas a otros procesos
como los de la dindmica mitocondrial, donde la fusién y la mitofagia podrian estar teniendo
roles importantes. Todo lo cual ya se ha descrito previamente en condrocitos y otros

modelos celulares (Lee et al., 2022; Lin et al., 2024).

Finalmente, dentro de las limitantes de este estudio se encuentra la ausencia de controles
sanos para evaluar los cambios en cuanto a las condiciones en estudio. Ademas, al ser una
investigacion en base a cultivos primarios derivados de pacientes, la variabilidad es un
componente importante. En la misma linea, al ser un estudio in vitro no fue posible realizar
un seguimiento para cada paciente, ya que el cultivo de los condrocitos y su expansion
puede también afectar su fenotipo y metabolismo (Arra et al., 2020; Bacenkova et al., 2023;
Descalzi Cancedda et al., 1992).
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Conclusiones y Proyecciones

En el contexto de una enfermedad relevante como la OA, este estudio evalué el impacto de
la TM artificial en condrocitos derivados de pacientes con OA, utilizando plaquetas como un
novedoso donador mitocondrial, determinando efectos a nivel de la funciéon celular y
mitocondrial, obteniéndose las siguientes conclusiones:

e Los condrocitos derivados de pacientes con OA son capaces de internalizar
mitocondrias aisladas de plaquetas, siendo este un proceso proporcion-
dependiente.

e La TM artificial utilizando mitocondrias aisladas de plaquetas en condrocitos
derivados de pacientes con OA tiene efectos sobre factores catabdlicos,
disminuyendo la sintesis de IL-13, sin embargo, no se determinaron efectos en
cuanto a la sintesis de MEC.

¢ No se sugieren cambios agudos sobre la funcion mitocondrial, en el PMM y la
respiracion mitocondrial, que pueden estar mediando la TM artificial en condrocitos

derivados de pacientes con OA.

Por lo tanto, la hipétesis “La transferencia artificial de mitocondrias derivadas de plaquetas
en condrocitos de pacientes con OA promueve efectos condrogénicos y un aumento del
metabolismo oxidativo in vitro” es aceptada en parte, ya que se demostraron efectos

condrogénicos, pero no se lograron determinar cambios en el metabolismo oxidativo.

Como proyeccion, se requiere complementar el estudio con un mayor numero de réplicas
bioldgicas y con la evaluacion de otros parametros de la funcién mitocondrial y metabolismo
celular, ademas de elucidar los mecanismos por los cuales las mitocondrias estarian
ejerciendo sus efectos. Seria destacable también utilizar modelos animales para evaluar la
reproducibilidad y con ello su potencial como estrategia terapéutica en la OA, la variabilidad
entre los efectos del nuevo donante mitocondrial y los donantes clasicos utilizados y la

respuesta inmune.
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Anexos

Mito-YFP Mitotracker DeepRed MERGE

Control

TM artificial

Anexo 1. Condrocitos derivados de pacientes son capaces de internalizar mitocondrias de plaquetas.
Para evaluar si los condrocitos derivados de pacientes con OA son capaces de internalizar mitocondrias
derivadas de plaquetas, se realizé la TM artificial con el protocolo de mitocepcion. Para determinar la fuente
mitocondrial, se transfectaron los condrocitos con un plasmidio mito-dirigido (MITO-YFP). En los paneles
superiores se observa la condicién control, sin adicién de mitocondrias exégenas. En los paneles inferiores se
observa la condicion con TM artificial de mitocondrias plaquetas. Mitocondrias de condrocitos (plasmidio MITO-
YFP, en verde). Mitocondrias derivadas de plaquetas (Mitotracker Deep Red, en rojo). Barra de escala = 20 uM.

La imagenes fueron adquiridas en el microscopio confocal Zeiss LSM 900 con médulo Airyscan 2.
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Anexo 2. Estrategia de analisis para determinar el enriquecimiento de plaquetas. Se presenta la estrategia
de umbrales para el andlisis de los eventos de obtenidos en el enriquecimiento de plaquetas, de izquierda a
derecha, se identifica la subpoblacion de plaquetas (PIq) y células (Cél) a partir de la dispersion lateral (SSC)
en base a la dispersion frontal (FSC). A partir de la poblacion de plaquetas, se identifican las células individuales
de acuerdo con FSC, luego se identifican las poblaciones positivas a CD61, en este umbral se determinan dos
umbrales correspondientes a la baja expresion de CD61 (bajo) y alta expresion de CD61 (alto). En azul se

indican los umbrales utilizados para el andlisis.
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Anexo 3. Estrategia de andlisis de internalizacion de mitocondrias plaquetas en condrocitos derivados
de pacientes en citometria de flujo. Se presenta la estrategia de umbrales para el andlisis de los eventos de
condrocitos de interés, de izquierda a derecha, se identifica a la subpoblacidon de condrocitos, luego la
subpoblacion de células individuales en funcion de la dispersion lateral (SSC), células individuales de acuerdo
a la dispersion frontal (FSC), la poblacion de células vivas (Sonda LIVE/DEAD NEAR IR) y las subpoblaciones
de condrocitos sin mitocondrias de plaquetas (MitoT-) y con mitocondrias (MitoT+). En azul se indican los

umbrales utilizados para el analisis.
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Anexo 4. Cuantificacién de ACAN por paciente posterior a la TM artificial de mitocondrias de plaquetas

en condrocitos derivados de pacientes con OA. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia obtenida
por paciente para la sefial de ACAN en condiciones control (NO MITO, en gris) y con TM artificial (MITO, en
morado). (A-C) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia (IF) de acuerdo con el area de la sefial por
célula de (A) 24 h. (B) 48 h. (C) 72 h. (D-F) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia total asociada al
canal de ACAN a (D) 24 h. (E) 48 h. (F) 72 h. Cada color corresponde a un paciente. Resultados expresados

como media. N = 2.

61



A. 24 h
1500
€
[+
2 1000
o o
w
E —
ﬁ 500
(4
L ° [ )
o771
NO MITO MITO
D. 24 h
2500000

—~2000000- °
<

=

~1500000 ——

N

6' °
- [ ]

o 1000000 .

[T

= 500000
0_

e e —
NO MITO MITO

B. 48 h
500
g 400 o
Z
N o
© 300 .
; 200 —
°
& 100-
& 100
o_

E. 48 h
3000000
—_ [ ]
<
D 2000000~
~ -
—
(o]
© 1000000- —3—
[TH (<]
o_
NO MITO MITO

L
NO MITO MITO

pm?)
N
N
o
1
o

160

AREA MEC (

NO MITO MITO

-
H
T

F. 72 h
780000~
760000 .

740000 ——

IF COL2 (UA)

720000+

700000-
NO MITO MITO

Anexo 5. Cuantificacion la expresion de COL2 por paciente en condrocitos derivados de pacientes con

OA posterior a la TM artificial de mitocondrias de plaquetas. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia

(IF) obtenida por paciente para la sefial de COL2 en condiciones control (NO MITO, en gris) y con TM artificial

(MITO, morado). (A-C) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de acuerdo con el area de la sefial por
célula a (A) 24 h. (B) 48 h. (C) 72 h. (D-F) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia total asociada al
canal de COL2 a (D) 24 h. (E) 48 h. (F) 72 h. Cada color corresponde a un paciente. Resultados expresados

como media. N = 2.
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Anexo 5. Analisis por paciente del OCR en condrocitos derivados de pacientes con OA posterior ala TM
artificial. Medicion del OCR en condrocitos derivados de pacientes con OA en una condicién control (NO MITO)
y con TM artificial en una proporcion de 1:100 (MITO) tras 24 h. (A) Grafico representativo de la medicion de
OCR durante la prueba de Mito-estrés, se indica la inyeccion de 2 uM oligomicina (OLIGO), 2,5 uM FCCP, 0,5
uM Rotenona/Antimicina (Rot/AA), los datos de presentan como media * desviacion estandar (A) Paciente 1.
(B) Paciente 2. (C) Paciente 3. (D) Paciente 4.
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