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Resumen

Las células madres mesenquimaticas (MSC) se han caracterizado
inicialmente por su potencial de autorenovacion y diferenciacion in vitro hacia
linajes celulares mesodérmicos. Sin embargo; el potencial terapéutico de las
MSC se basa principalmente en sus capacidades de migracion y angiogénesis
importantes para la regeneracion tisular. El objetivo del presente estudio fue
determinar los potenciales de migracién y angiogénesis de las MSC derivadas
de médula 6sea (MSC-MO) y de tejido adiposo (MSC-TA) fetales bovinas. El
ensayo de migracion scratch se utilizé para determinar la capacidad migratoria
de las MSC, utilizando fibroblastos (FB) fetales como controles biolégicos. Para
este ensayo se cultivaron 44 x 10° células/cm? hasta alcanzar 80% de
confluencia. Luego de 24 horas, se realizo el scratch en la monocapa de cada
linea celular y el area de migracion fue cuantificada en el tiempo 0 y luego de 24
horas mediante el software ImageJ. El analisis de migracion transwell, se utilizd
para determinar el potencial de migracién celular en respuesta al quimiotactico
factor derivado de células estromales-1 (SDF-1). Para este analisis se cultivaron
25x103 células/mL por 24 horas, en respuesta a SDF-1 ulilizando 5% suero fetal
bovino (SFB) y medio DMEM como controles. Las células que migraron hacia el
lado inferior de la membrana transwell fueron observadas y cuantificadas
mediante el software ImageJ. Para el andlisis del potencial angiogénico de MSC,
se realizo el ensayo de formacion de tubulos. Células endoteliales de aorta
bovina fetal fueron aisladas y resuspendidas en medios condicionados de MSC-
MO, MSC-TA y FB. Luego de 6 horas de incubacion a 38°C en 5% CO; se
observo y cuantifico la formacion de estructuras tubulares utilizando el software
ImageJ. La expresion de genes de migracion, SDF-1, su receptor CXCR4 y la
guimiocina secretada y expresada por linfocitos T normales regulada por
activacion (RANTES) y de genes de angiogénesis, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y angiopoyetina 1 (ANGPT1) fue cuantificada
mediante PCR cuantitativo (Q-PCR). Los datos obtenidos fueron analizados
estadisticamente por ANOVA de una via y para las diferencias entre los
promedios se utilizd6 el post test de tuckey, utilizando el software InfoStat.

Mediante ensayo scratch se determind un mayor (p<0,05) porcentaje de
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migracion in vitro en cultivos de MSC-MO comparado con FB. Sin embargo; los
porcentajes de migracion no fueron distintos (p>0,05) entre MSC-MO y MSC-TA.
El ensayo transwell permitié determinar un mayor (p<0,05) numero de células
migrantes en cultivos tratados con DMEM suplementado con 5% de SFB. Sin
embargo; no se detectaron diferencias significativas entre lineas celulares. Se
determiné que los niveles de mRNA de SDF-1 fueron mayores (p<0,05) en MSC-
TA comparado con MSC-MO y FB. Los niveles de mRNA de RANTES fueron
mayores (p<0,05) en MSC-TA comparado con FB. Sin embargo; los niveles de
MRNA de CXCR4 no fueron distintos (p>0,05) entre las lineas celulares en
estudio. EI medio condicionado concentrado de MSC-TA indujo mayor (p<0,05)
formacion de tubulos, comparado con MSC-MO, FB y sus controles DMEM con
5% de SFB y DMEM. Ademas, se cuantificO una mayor (P<0,05) expresion de
VEGF en MSC-TA comparado con las otras lineas celulares. En comparacion, la
expresion de ANGPT1 fue mayor (p<0,05) en MSC-MO y FB comparado con
MSC-TA. En conclusion, el potencial de migracion entre MSC-MO y MSC-TA es
similar, lo cual puede estar determinado por niveles de expresion similares del
receptor CXCR4. A su vez, una mayor expresion de VEGF en MSC-TA puede
determinar que estas células presenten una mayor capacidad angiogénica

comparado con MSC-MO.

Palabra Clave: Célula madre mesenquimatica, Médula Osea, Tejido Adipo,

migracion, angiogénesis.
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Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) were initially characterized by their
potential for self-renewal and in vitro differentiation into mesodermal cell lines.
However, the therapeutic potential of MSCs is primarily based on their migration
and angiogenic capacities, which are important for tissue regeneration. The
objective of the present study was to determine the migration and angiogenic
potentials of MSCs derived from bone marrow (MSC-MO) and adipose fetal
bovine tissue (MSC-TA). The scratch migration assay was used to determine the
migratory capacity of MSC, using fetal fibroblasts (FB) as biological controls. For
this, 44 x 102 cells/cm? were cultured until 80% confluence. After 24 hours, the
scratch was performed in the monolayer of each cell line culture and the migration
area was quantified at time O and after 24 hours using ImageJ software. The
transwell migration analysis was used to determine cell migration capacity in
response to the chemokine stromal differentiation factor-1 (SDF-1). For this
assay, 25x103 cells/mL were grown for 24 hours in response to SDF-1, using as
SFB 5% and DMEM as controls. Cells that migrated to the underside of the
transwell membrane were observed and quantified using the ImageJ software. In
order to determine the angiogenic potential of MSC, the tubule formation test was
performed. Endothelial cells of bovine aorta were isolated and resuspended in
conditioned media of each cell line. After 6 hours of incubation, the number of
tubular structures was quantified and analyzed using ImageJ software. The
relative expression levels of migration genes SDF-1, its receptor CXR4, regulated
upon activation normal T-cell expressed and secreted (RANTES) and angiogenic
genes vascular endothelial growth factor (VEGF) and angiopoietin (ANGPT1)
were analyzed using quantitative-PCR (Q-PCR). The data obtained were
statistically analyzed by one-way ANOVA and the tuckey post test was used to
determine differences between means, using InfoStat software.The scratch test
allowed to determine a higher (p<0.05) percentage of migration in MSC-MO
cultures compared to FB. However, migration rates were not different (p>0.05)
between MSC-MO and MSC-TA. The highest (p <0.05) number of migrant cells
in the transwell test was detected in cultures treated with DMEM supplemented

with 5% FBS. However, no significant differences were detected between cell
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lines. SDF-1 mRNA levels were higher (p <0.05) in MSC-TA compared to MSC-
MO and FB. Similarly, RANTES mRNA levels were higher (p <0.05) in MSC -TA
compared to FB. CXCR4 mRNA levels were not different (p> 0.05) between cell
lines. Concentrated conditioned (CC) media of MSC-TA induced greater (p
<0.05) tubule formation, compared to CC of MSC-MO, FB and its controls.
Moreover, the highest (P <0.05) expression of VEGF was observed in MSC-TA,
compared to the other cell lines. In the case of the expression of ANGPT1 the
expression was higher in MSC-MO and FB compared to MSC-TA. In conclusion,
a similar migration potential between MSC-MO and MSC-TA may be associated
to similar expression of the CXCR4 receptor. Moreover, higher expression of
VEGF in MSC-TA may explain the greater angiogenic capacity of these cells
compared to MSC-MO.

Key words: Mesenchymal stem cell, Bone Marrow, Adipose Tissue, migration,

angiogenesis.
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Introduccidn

Las células madres mesenquimaticas (MSC) han sido definidas por su
capacidad de autorrenovacion y su potencial de diferenciacién in vitro hacia
linajes celulares derivados de la capa germinal mesodérmica incluyendo
osteogénico, condrogénico, adipogénico y miogénico (Pittenger et al. 1999). Las
MSC estan presentes en multiples tejidos como médula 6sea, tejido adiposo,
intestino, piel, masculos, entre otros (Li y Xie, 2005). En estos tejidos, cumplen
funciones de mantencién de la homeostasis y median su regeneracion en caso
de dafio tisular (Perdiguero et al., 2016). La mantencién, sobrevivencia y funcion
de las MSC depende del microambiente en que se desarrollan, de sus
propiedades intrinsecas, asi como de sefales extrinsecas que las estimulan
(Jones y Wagers, 2008). En el ultimo tiempo se ha reportado que las MSC
ejercen su capacidad mediante propiedades de migracion y angiogénesis que

son fundamentales para cumplir la funcion regenerativa en los tejidos.

La migracion celular es crucial para muchos procesos bioldgicos como la
morfogénesis, la respuesta inmune, la reparacion de tejidos y la metastasis en
procesos patolégicos como el cancer (Friedl y Gilmour, 2009). Los estudios de
migracion in vitro son esenciales para entender el contexto fisiolégico de las
células y de esta manera también se ha logrado evaluar el comportamiento de
las MSC (Golipoor et al., 2016). La propiedad de migracion de MSC hacia areas
de dafio tisular ha sido definida como “homing” y ocurre por medio de sefiales o
factores tisulares que aun no han sido completamente aclarados y cuyo estudio
permitiria potenciar el desarrollo de una terapia con MSC (Baek et al., 2011; First
et al., 2016).

La angiogénesis se ha definido como el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos a partir de vasos pre existentes, es un proceso altamente complejo
en el que participan varios tipos de células y vias de sefializacién (Baker et al.
2012). Este proceso incluye la estimulacion de células endoteliales por medio de
diferentes factores proangiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial

vascular (VEFG) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), los que han
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sido descritos en vesiculas liberadas por las MSC y que por lo tanto constituyen
parte de su secretoma (Burlacu et al. 2013).

En el dltimo tiempo se han reportado estudios que describen el
aislamiento de MSC bovinas desde médula 6sea (MO), tejido adiposo (TA),
liquido amnidtico, placenta y sangre de cordén umbilical (Cortes et al., 2013;
Raoufi et al., 2011). En dichos estudios se ha determinado su morfologia,
expresion de antigenos de superficie celular y potencial de diferenciacién hacia
linajes mesodérmico, endodérmico y ectodérmico (Raoufi et al. 2011; Cortes et
al. 2013; Bosnakovski et al. 2005; Dueias et al. 2014). Estos datos contribuyen
a reforzar la importancia de MSC como potenciales herramientas de utilidad para
la medicina del ganado bovino. Sin embargo; aun son desconocidos los
potenciales de migracion y angiogénesis de MSC bovinas, cuyas capacidades
son importantes para determinar su potencial terapéutico. El objetivo del
presente estudio es comparar el potencial de migracion y angiogénesis in vitro
de MSC derivadas de MO y TA con el fin de evaluar la mejor fuente tisular para

uso terapéutico.
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Revisidon bibliografica

Segun la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT), las MSC de
origen humano deben cumplir tres requisitos para poder ser definidas como tales:
1) poseer capacidad de adherencia a superficies de plastico bajo condiciones
estandares de cultivo in vitro; 2) expresar moléculas de superficie de perfil
mesenquimatico como CD105, CD73 y CD90 y no expresar marcadores
hematopoyéticos como CD45, CD34, CD14 0 CD11b, CD79a 0 CD19 y HLA-DR;
y 3) poseer potencial de diferenciacion in vitro hacia osteoblastos, adipocitos y
condroblastos (Dominici et al., 2006). Estos requisitos aun no han sido acordados
en otras especies y en el caso del modelo bovino sélo existen escasos estudios
gue han caracterizado poblaciones de MSC, los que indican la expresion de
ciertos marcadores mesenquimaticos y la diferenciacion a capas germinales

mesodérmicas (Cortes et al., 2013; Duefias et al., 2014).

La terapia celular basada en la utilizacion de MSC ha generado mucho
interés en los dltimos afios, como una alternativa terapéutica para una gran
variedad de enfermedades (Eggenhofer et al., 2014). En el caso de la Medicina
Veterinaria, se han realizado reportes sobre la utilizacion de MSC para el
tratamiento de enfermedades articulares en caninos (Black et al.,, 2007),
enfermedad renal crénica en felinos (Quimby y Dow, 2015), lesiones tendinosas
en equinos (Guercio et al., 2015), entre otras. La capacidad terapéutica de las
MSC, es mediada por una variedad de factores bioactivos que ejercen diversas
funciones entre las que se reportan efectos inmunomoduladores,
antiapoptoticos,  antiinflamatorios,  proangiogénicos, quimiotacticos vy
estimulantes de la regeneracion tisular (da Silva Meirelles et al., 2009).
Adicionalmente, una de las cualidades que potencia la utilizacion de MSC para
uso terapéutico en distintas patologias es su capacidad de migracion o “homing”

hacia areas lesionadas (Baek et al., 2011).

Migracién celular

La migracion celular es un proceso ciclico que se inicia con la polaridad

de las células (Ridley et al., 2003). Dicha polarizacién se ve favorecida por
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sefales externas que incluyen factores quimiotacticos, factores de crecimiento y
proteinas de la matriz extracelular que pueden determinar ademas la direccion
de la migracién celular (Forsberg-Nilsson et al., 1998). La migracién celular es
crucial para muchos procesos biolégicos como la morfogénesis, la respuesta
inmune, la reparacion de tejidos y la metastasis en procesos patoldégicos como
el cancer (Friedl y Gilmour, 2009). Existen dos tipos de migracion celular, la
migracién de células individuales y la migracion de células en colectivo. La
migracién individual permite a las células posicionarse en los tejidos, como
ocurre durante la morfogénesis y el cancer, o el paso transitorio a través de
tejidos de las células inmunes (Ridley et al., 2003). La migracion en colectivo
permite a las células permanecer unidas mientras se mueven, lo que resulta en
la migracion en grupo, y ocurre principalmente durante la embriogénesis
conduciendo a la formaciéon de mudltiples 6rganos y tejidos (Friedl y Gilmour,
2009). El proceso de migracion celular ha sido dividido en tres etapas que

incluyen la polarizacién, protrusion y adhesion celular.

Para que una célula migre tiene que estar polarizada, lo que quiere decir
gue las estructuras intracelulares son diferentes en la superficie apical y en la
superficie basal; de no ser asi las células se moverian en todas las direcciones
al mismo tiempo (Ridley et al., 2003). El establecimiento y el mantenimiento de
esta polaridad es mediado por retroalimentacion positiva de moléculas como Rho
GTPasa, fosfoinositol 3 quinasa (PI3K), integrinas al, a2, a3, a4, o5, av, B1, B3
y B4 que se expresan en MSC (Chamberlain et al. 2007). La protrusion celular
se refiere a la capacidad de la membrana celular de desplazarse hacia adelante
0 sobresalir fuera de sus limites normales, de forma fisiol6gica o patologica
(Masuzzo y Martens, 2015). Una vez que la célula recibe la sefal de factores
guimiotacticos, comienza el proceso de protrusion celular, en el cual participan
filamentos de actina, que al ser polarizados intrinsecamente permiten conducir
la protrusién de la membrana (Ridley et al., 2003). La organizacion de los
filamentos de actina, depende del tipo de protrusion de la membrana. En los
lamelipodios forman una red de ramificacién, mientras que en los filopodios se
forman haces paralelos (Sobczak et al., 2016). La funcién de los lamelipodios es

determinar la direccién de la migracion celular, creciendo en esa direccion,
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mientras que la funcién de los filopodios es servir como sensores y explorar el

entorno local de las células (Ridley et al., 2003).

Para que se produzca la migracién, las protuberancias deben estar
formadas y tener la capacidad de unirse a su entorno; esta capacidad se da por
una familia importante de receptores involucrados en la migracion celular
conocidas como integrinas (Ridley et al., 2003). Las integrinas actian como
“pies” de las células mediante la adhesion a la matriz extracelular (ECM) por
medio de proteinas especializadas como fibronectina y laminina, asi como
también a otras células (Tharmalingam y Hampson, 2016). Las integrinas
conectan la matriz extracelular al citoesqueleto intracelular, sirviendo como sitios
de traccion por donde las células se mueven (Tharmalingam y Hampson, 2016).
Las células adheridas en migracion poseen la propiedad de separarse del
sustrato, ejerciendo traccion y determinando una velocidad de migracién en
funcidn de la fuerza de adhesion de la célula a la ECM (Ridley et al., 2003). Esta
adhesion esta determinada por la densidad de adhesién de los ligandos, de los
receptores en la célula y por la afinidad de estos receptores por sus ligandos
(Lauffenburger y Horwitz, 1996). El ciclo de migracion celular se completa
cuando se desmontan las adherencias y la célula llega a su destino (Ridley et
al., 2003).

Potencial de migracion de las MSC

Una de las cualidades mas relevantes de las MSC es su capacidad de
migrar hacia areas lesionadas propiedad conocida como “homing” (Baek et al.,
2011). Sin embargo, puede que esta capacidad se de exclusivamente en MSC
gue estan relativamente cerca al area de lesion, actuando en esta y sus
alrededores (Nowakowski et al., 2016). Actualmente, la terapia con MSC se hace
principalmente por medio de inoculaciones locales en el area afectada, con el fin
gue las células migren y actuen localmente (Nowakowski et al., 2016). Otra via
de administracion es la inyeccion intravascular; a pesar que este método es poco
invasivo, se ha visto que no hay una amplia migracién hacia las areas lesionadas,

ya que las MSC se pueden distribuir en distintos sitios del organismo y ser
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secuestradas, especialmente en los capilares pulmonares (Nowakowski et al.,
2016).

El potencial migratorio de las MSC es mediado por factores reguladores
como Rho, proteina que pertenece a la familia de las GTPasas (Vertelov et al.,
2013). La familia de GTPasas monoméricas se divide en cinco grupos, tales
como Ras, Rho, Rab, Arf y Ran (Etienne-Manneville y Hall, 2002). Sin embargo,
la funcion de Rho es la de regular actina y la formacién, adhesién, organizacion
y control de lamelipodios y filopodios (Ridley et al., 2003). Se ha visto que Rho
controla la activacion del citoesqueleto en muchas células adherentes,
incluyendo las MSC (Vertelov et al., 2013). Para que Rho se haga funcional
necesita ser activado por una variedad de moléculas como ciertos factores de
crecimiento, citoquinas, moléculas de adhesion, hormonas, integrinas y otras
moléculas bioldégicamente activas (Loirand et al., 2006). Se ha demostrado que
Rho GTPasa puede aumentar la capacidad de respuesta de las MSC a estimulos
fisiologicos, o que implica un cambio en el estado de activacion del citoesqueleto
de actina y puede convertir una sefial que no induce quimiotaxis de las MSC en

una sefal que estimula su migracion (Jaganathan et al., 2007).

La propiedad de homing de las MSC ha potenciado su utilizacién para
fines terapéuticos en la reparacion de tejidos (Miller, 2016). La secuencia de
pasos involucrados en el homing incluyen la activacion, adhesion, extravasacion
y transmigracion, etapas que son similares a las empleadas por linfocitos para
migrar hacia sitios de inflamacion (Marquez-Curtis y Janowska-Wieczorek,
2013). En ensayos in vitro, se ha visto que las MSC migran en respuesta a varios
factores quimiotacticos, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-1), la quimiocina secretada
y expresada por linfocitos T normales regulada por activaciéon (RANTES), la
guimiocina derivada de macréfagos (MDC), el factor derivado de células
estromales 1 (SDF-1) y el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)
(Eggenhofer et al., 2014). La lesion tisular e inflamacion estimulan la secrecion
de varios factores de crecimiento y quimiocinas como las mencionadas

anteriormente, sin embrago, se ha observado que en las MSC hay una alta
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expresion del receptor de SDF-1, denominado CXCR4 (Marquez-Curtis y
Janowska-Wieczorek, 2016). En este sentido, hay evidencia que apoya la
premisa de que la quimiocina SDF-1, también conocida como CXCL12, es critica
en la movilizacion, migracion y homing de las MSC (Marquez-Curtis y Janowska-
Wieczorek 2016).

Un estudio realizado en ratones como modelo animal de rinitis alérgica,
demostré la capacidad de homing de MSC de tejido adiposo (MSC-TA) al ser
administradas por via intravenosa (Cho et al., 2009). Este estudio demostr6 que
las MSC-TA trasplantadas pudieron migrar a la mucosa nasal de ratones con
rinitis alérgica, ejerciendo efectos inmunomodulares que se caracterizaron por la
inhibicion de la inflamacion eosinofilica de la mucosa nasal. En otro estudio se
evalud la capacidad de homing de MSC-TA equinas, luego de su inyeccion
intrauterina en yeguas con endometriosis (Mambelli et al., 2014). En un periodo
posterior a 7 dias post administracion, se pudo observar la presencia de MSC—
TA en biopsias uterinas de la mayoria de las yeguas en estudio, excepto en uno
de los ejemplares que presentaba endometriosis degenerativa cronica. De esta
manera, se evidencié la capacidad de homing de MSC-TA en equinos y
adicionalmente se determin6 que yeguas tratadas con estas MSC tuvieron una
recuperacion significativa del epitelio glandular. Sin embargo, en la actualidad no
existe informacion disponible acerca de la dinamica de migracion en MSC

bovinas, lo que permitiria conocer su potencial uso terapéutico.

Ensayos in vitro de migracion celular

El ensayo de “scratch” o de rasgufio corresponde a una prueba in vitro
para la evaluacion del potencial de migracion celular (Liang et al., 2007). Este
ensayo consiste en el cultivo en monocapa de células bajo condiciones in vitro y
la posterior realizacion de una rasgadura artificial o scratch mediante el arrastre
de un elemento agudo para separar la monocapa celular sobre la superficie de
la placa de cultivo. Luego de un periodo de cultivo, las células migraran hacia el
scratch y la superficie de desplazamiento es cuantificada mediante la captura de
imagenes, en un proceso que puede variar de horas o dias dependiendo del tipo

celular utilizado (Liang et al., 2007). Una de las principales ventajas de este

20



meétodo es que imita la migracion celular in vivo, que es inducida, por ejemplo,
durante la migracién de MSC hacia el sitio de lesion (Justus et al., 2014). Otra
ventaja de este ensayo in vitro, es su precision para estudiar la regulacion de la
migracion celular, mediante la determinacion del efecto de factores paracrinos,
la observacion de la interaccion celular con la matriz extracelular y por la
interaccion célula-célula (Liang et al., 2007). Mediante este ensayo se ha
evaluado previamente el potencial migratorio de muchas lineas celulares como
células cancerigenas mesenquimales y epiteliales, queratinocitos, células

epiteliales, células endoteliales y fibroblastos (Liang et al., 2007).

El ensayo de “transwell” es otra forma de medir la migracion celular in
vitro, y consiste en un sistema de cultivo con dos camaras separadas por una
membrana porosa, a través de la cual se produce o no la migracion celular
(Kramer et al., 2013). Las células se siembran en la camara superior y
eventualmente en respuesta a un estimulo migraran a través de la membrana
porosa hacia la camara inferior, la que contendra el estimulo quimiotactico
(Kramer et al. 2013); Senger et al., 2002). En el primer analisis cuantitativo, las
células que atravesaron la membrana pueden ser fijadas en ésta, tefiidas y
cuantificadas. Alternativamente, las células pueden ser marcadas con una sonda
fluorescente para su rastreo y posteriormente cuantificadas por citometria de
flujo (Kramer et al., 2013). El ensayo de migracion transwell es adecuado para
muchos tipos de células, incluyendo las MSC (Harisi et al., 2009). Las ventajas
de este ensayo son la disponibilidad de estudiar diferentes lineas celulares, la
facilidad relativa de su metodologia y la poca cantidad de medio, citoquinas o
factores atrayentes requeridos para efectuar un estimulo quimiotactico. Por otra
parte, la mayor desventaja de esta técnica es la determinacion del tiempo 6ptimo
para el conteo de células que atraviesan la membrana, el cual debe ser

predeterminado para cada linea celular en forma especifica (Kramer et al., 2013).

Capacidad de angiogénesis de las MSC

La angiogénesis se define como el proceso de formacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes, proceso fundamental durante la

embriogénesis, maduracion cardiovascular y reparacion y regeneracion tisular
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(Schmidt y Carmeliet 2010). La angiogénesis es distinta a la vasculogénesis, ya
gue esta Ultima representa el crecimiento y diferenciacion de vasos sanguineos
a partir de hemangioblastos derivados del mesodermo, dando origen a
importantes 6rganos como el corazén (Schmidt y Carmeliet 2010). La
neovascularizacion es crucial en procesos de reparacion de tejidos, ya que, se
encarga de sostener el tejido de granulacion recién formado y estimula la
supervivencia de queratinocitos (Wu et al. 2007). Se ha demostrado que las
MSC, participan en el proceso de angiogénesis, a traves de la secrecion de
varios factores de crecimiento y citoquinas, como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el

factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (Jia et al. 2016).

La regeneracion vascular ideal debe incluir la restauracion de la
vasculatura original, la correccion de la disfuncion vascular y el desarrollo de
nuevos vasos sanguineos (Sahoo et al. 2015). Las MSC liberan multiples
factores de crecimiento y citoquinas como SDF-1 y VEGF, y también proveen un
microambiente para la angiogénesis y la regeneracion de tejido (Dong y Caplan
2012). Se ha demostrado que MSC transplantadas secretan VEGF que induce
la formacion de vasos sanguineos y SDF-1 que induce la migracién de MSC-MO
al sitio de la herida (Dong et al. 2012). Estos autores demostraron que la
liberacion de SDF-1 por parte de las MSC lleva al reclutamiento de células
progenitoras cardiacas que son capaces de liberar cantidades adicionales de
SDF-1. Las MSC pueden promover angiogénesis mediante multiples
mecanismos que incluyen quimiotaxis, insercién y disminucion de la apoptosis
de las células endoteliales (EC), asi como el aumento de la actividad mitética en
EC (Burlacu et al. 2013). Estudios realizados recientemente, han demostrado
gue en condiciones de normoxia o hipoxia, los factores secretados por las MSC
estimulan las adhesion de las EC, pero no su proliferacién, mientras que los
factores secretados por las células progenitoras endoteliales (EPC) estimulan las

proliferacion de EC pero no mantienen su adhesion (Burlacu et al. 2013).

Como se menciond anteriormente, las MSC pueden liberar factores de

crecimiento y quimiocinas como VEGF y FGF-1, las que estimulan la
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angiogeénesis y la regeracion tisular (Dong y Caplan 2012). Las MSC también
liberan SDF-1, que juega un rol importante en el desarrollo de vasos sanguineos
maduros y en la angiogénesis inducida por las MSC (Tang et al. 2010). Estudios
previos han demostrado que SDF-1 puede promover la angiogénesis y el flujo
sanguineo colateral en la isquemia de los miembros (Frangogiannis 2011). Asi
mismo, SDF-1 puede evitar la proliferacibn no controlada de EC y evita la
generacién de vasos hiperpermeables, como los que se observan en

angiogénesis inducida por VEGF (Frangogiannis, 2011).

Potenciales de migracion y angiogénesis en MSC-MO vy
MSC-TA

Las distintas poblaciones de MSC comparten muchas caracteristicas
biol6gicas similares, sin embrago, existen diferencias dependiendo del origen
tisular. Como ejemplo, poblaciones de MSC-TA son positivas a CD34, mientras
gue poblaciones de MSC-MO y MSC de otros origenes no expresan este
marcador (Mosna et al. 2010). Asi mismo, se ha observado que las MSC-MO
tienen baja capacidad proliferativa, mientras que las MSC de cordon umbilical
tienen un mayor potencial de proliferacion (Kern et al. 2006). También se ha
demostrado que, las MSC aisladas desde pulpa dental tienden a diferenciarse
preferentemente en dentina en lugar de hueso, aunque han sido tratadas en
iguales condiciones que MSC-MO (Gronthos et al. 2002). El potencial migratorio
de las MSC ha sido evaluado en distintos estudios, donde se ha observado que
la capacidad migratoria in vitro de las MSC-MO y las MSC-TA es similar
(Pendleton et al. 2013). A pesar de esto, se ha planteado que las MSC-TA
pueden llegar a ser una fuente mas eficiente que las MSC-MO, principalmente
debido a que el procedimiento de obtencion es menos invasivo y a que se
encuentran en mayor cantidad en el tejido de origen (Pendleton et al. 2013). En
cuanto al analisis de expresion génica se ha observado que las MSC-TA
muestran mayor potencial angiogénico comparado con MSC-MO, lo que las
podria llevar a ser mas eficientes en el tratamiento de patologias

cardiovasculares relacionadas con la isquemia (Kim et al. 2007).
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Hipotesis

Estudios in vivo reportados en varias especies animales han descrito las
capacidades de migracion y angiogénesis de las MSC en sitios de lesion. Estos
potenciales son dependientes de la fuente de origen tisular, por lo tanto, existen
diferencias en cuanto a las capacidades de migracion y angiogénesis in vitro
entre MSC derivadas de MO y TA fetal bovino.

Objetivos

Objetivo general

Comparar los potenciales de migracion y angiogénesis in vitro de MSC

derivadas de MO y TA fetal bovino.

Objetivos especificos

1. Comparar el potencial de migracion in vitro de MSC derivadas de MO y
TA fetal bovino.

2. Evaluar el perfil de expresion génica asociado a potencial de migracion
celular en MSC derivadas de MO y TA fetal bovino.

3. Comparar el potencial de angiogénesis in vitro de MSC derivadas de MO
y TA fetal bovino.

4. Evaluar el perfil de expresidn génica asociado a potencial de angiogénesis

celular en MSC derivadas de MO y TA fetal bovino.
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Material y métodos

Extraccién y cultivo de MSC derivadas de médula 6sea
fetal bovina

Las MSC fueron aisladas desde MO colectadas desde fetos bovinos de 7
a 9 meses de gestacion (n=10) provenientes de una planta faenadora. Los fetos
fueron transportados en un contenedor térmico hasta el Laboratorio centralizado
de investigacion veterinaria (Laciv) de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile. Se disecaron los fémures de cada feto y
se secciono la diafisis utilizando una sierra. La MO fue aspirada desde el espacio
medular utilizando una aguja de 18 G conectada a una jeringa con medio de
coleccion (DMEM alto en glucosa, 4500 mg/L D-Glucosa; Hyclone Laboratories)
suplementado 100 ug/mL de anfotericina B, 100 pg/mL de estreptomicina y 100
Ul/mL de penicilina. El aspirado de médula se centrifugé dos veces con buffer
fosfato salino (PBS) y dos veces en medio de coleccion a 1000 rpm por 5
minutos. Una vez lavado y centrifugado, el pellet fue suspendido en medio de
cultivo compuesto por medio de coleccion, suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB, Hyclone Laboratories). Posteriormente el pellet fue sembrado en
placas para cultivo celular de 100 mm e incubado a 38°C bajo una atmdsfera
humedecida con 5% de CO». Luego de dos dias, las células que no estuvieron
adheridas fueron extraidas mediante cambio de medio. Para los experimentos
posteriores se utilizaron células de 3° y 4 pasaje. El pasaje de las MSC se
realiz6 mediante remocion con tripsina al 50% en PBS por 10 minutos a 38°C.
Las MSC fueron tefiidas con azul tripan para determinar viabilidad celular y

posteriormente fueron contadas utilizando una cadmara de Neubauer.

Extraccion y cultivo de MSC de tejido adiposo fetal bovino

Se realiz6 una incision en la linea media abdominal de los fetos bovinos
en un area previamente desinfectada con 70% etanol. El TA se extrajo desde el
omento y fue depositado en PBS suplementado con 100 pg/mL de anfotericina
B, 100 yg/mL de estreptomicina y 100 Ul/mL de penicilina. Luego, el TA se

disgreg6 enzimaticamente con colagenasa al 5% suplementada con antibiético
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en agitacion por 45 minutos a 38°C con 5% CO:2 bajo una atmdsfera humedecida.
La reaccion de la colagenasa fue detenida suplementando medio de coleccién
con SFB. El TA fue posteriormente filtrado utilizando filtros con tamafo de poro
de 40 pm (Falcon, Durham, USA) y centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante fue descartado, dejando el pellet de células que fue luego
resuspendido en 10 mL de medio de coleccion suplementado con 10% de SFB.
Posteriormente el pellet fue sembrado en placas para cultivo celular de 100 mm
e incubado a 38°C, bajo una atmdésfera humedecida conteniendo 5% de COa.
Luego de dos dias, las células que no estuvieron adheridas fueron extraidas
mediante cambio de medio. Para los experimentos se utilizaron células de 3y
4 pasaje. El pasaje de las MSC se realiz6 mediante remocion con tripsina al
50% por 10 minutos a 38°C. Las MSC fueron tefiidas utilizando azul tripan y

posteriormente contadas utilizando una camara de Neubauer.

Extraccion y cultivo de fibroblastos fetales bovinos

Se realizé una incision en la piel de los fetos bovinos, en la zona
abdominal o en el pabellon auricular, areas que fueron previamente
desinfectadas con etanol al 70%. Se obtuvo muestras de dermis de las areas
mencionadas que se depositaron en PBS suplementado con antibiotico. Para la
disgregacion mecanica del tejido dérmico se utilizaron tijeras estériles y para la
disgregacion enzimatica se utilizo colagenasa al 5% mediante incubacion por 90
minutos a 38°C con 5% CO3, bajo una atmdsfera humedecida. La reaccion de la
colagenasa fue detenida suplementando medio de coleccién con SFBy el tejido
digerido fue filtrado a través de filtros con tamafio de poro de 40 um (Falcon,
Durham, USA) y posteriormente fue centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. Se
eliminé el sobrenadante, dejando el pellet de células, el cual fue resuspendido
en 10 mL de medio de coleccién suplementado con 10% de SFB. Posteriormente
el pellet fue sembrado en placas para cultivo celular de 100 mm e incubado a
38°C, bajo una atmdsfera humedecida conteniendo 5% de CO2. Luego de dos
dias, las células que no estaban adheridas fueron extraidas mediante cambio de

medio.
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Analisis de migraciéon de MSC mediante ensayo de scratch

El ensayo de scratch se realiz6é en cultivos de MSC-MO y MSC-TA y en
FB fetales bovinos utilizados como control. Aproximadamente 44 x 103
células/cm? fueron sembradas en placas de 24 pocillos e incubadas por 24 horas.
En cultivos con confluencia entre 70 y 80% se procedid a arrastrar la punta de
una pipeta de 200 pL estéril sobre la superficie de la placa separando la
monocapa celular siguiendo una regla previamente desinfectada en referencia a
dos puntos demarcados. Posteriormente, los cultivos fueron lavados dos veces
con PBS vy fotografiados bajo el microscopio al tiempo O y luego de 24 h. Las
células fueron tefiidas en una solucion de 0,0025% de azul de coomassie y
fueron fijadas con metanol. Para el analisis de migracion celular, primero se
sobrepusieron las microfotografias de los dos tiempos, haciéndolas coincidir
mediante los puntos de referencia utilizando el software GIMP 2 (GNU, USA,
Berkeley). Para el analisis de migracion se midi6 el area del scratch en el tiempo
0 y luego de 24 h. Con las fotografias sobrepuestas se determiné la diferencia
de area entre el tiempo 0 y el tiempo 1 (24 horas después), lo que corresponde
al area de migracion de las células. Este proceso de analisis se realiz6 mediante
el software ImageJ (NIMH, USA, Maryland) y su herramienta MRl Wound Healing

disefiada para el ensayo de cierre de herida.

Analisis de migracion mediante ensayo de scratch en MSC
marcadas mediante sonda fluorescente CFDA SE

Aproximadamente, 44 x 10° células por cm? fueron sembradas en placas
de 24 pocillos e incubadas a 38°C con 5% de CO:2 por 24 horas. Posteriormente
se procedio a realizar el scratch mediante el arrastre de la punta de una pipeta
de 200 pL estéril sobre la superficie de la placa separando la monocapa celular,
siguiendo una regla previamente desinfectada en referencia a dos puntos
demarcados. Previamente, las MSC fueron incubadas utilizando
concentraciones crecientes de la sonda fluorescente CDFA SE (0; 0,5; 5; 10; 15
y 25 uM) por 15 minutos, con el objetivo de determinar la concentracién que
permitiera generar un mayor grado de fluoresencia y un menor nivel de muerte

celular. Mediante este andlisis se decidié utilizar una concentracion de 25 uM.
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Luego de 24 horas se realiz6 el método de scratch y se tomo la fotografia
correspondiente al tiempo 0. El andlisis de migracion se realizé segun lo descrito
previamente a las 24 horas posteriores al scratch” (tiempo 1) y se evalud
mediante el software ImageJ (NIMH, USA, Maryland) y su herramienta MRI

Wound Healing como fue descrito previamente.

Analisis de migracion de MSC mediante ensayo de
transwell

La habilidad de las MSC para migrar a través de una membrana porosa
bajo la influencia de la quimiocina SDF-1/ CXCL12 (R&D, Minneapolis, USA) fue
evaluada mediante el ensayo transwell. Este ensayo se realiz6 en placas
transwell de 24 pocillos provistos con una membrana de policarbonato con poros
de 8 um (Corning, NY, USA). Esta placa consta de dos camaras: una camara
inferior en la cual se agregaron 500 pL de DMEM suplementado con 60 ng/mL
del quimioatrayente SDF-1 (R&D, Minneapolis, USA), ademas, como control
positivo se uso DMEM suplementado con 5% SFB y como control negativo
DMEM solo. En la cdmara superior se sembraron 25x102 células/mL por 24 horas
a 38°C en atmosfera humedecida con 5% de CO.». Luego de 24 horas se procedio
a cuantificar las células que atravesaron la membrana, mediante fijacion con
metanol por 20 minutos y posterior tinciébn con cristal violeta al 0,1% por 30
minutos. Las células que no atravesaron la membrana fueron removidas
utilizando un isopo estéril, posteriormente se separ6 la membrana mediante un
bisturi y se ubico sobre un portaobjeto. Las células que migraron hacia el lado
inferior de la membrana fueron observadas bajo microscopio de contraste de
fase equipado con camara. Las imagenes digitales fueron tomadas con un
aumento de 10X y se evaluo la cantidad de células mediante la herramienta “cell

counter” del software ImageJ (NIMH).

Extraccion y cultivo de células endoteliales derivadas de
aorta fetal bovina

Las células endoteliales bovinas fueron extraidas desde la aorta fetal con

el objetivo de establecer cultivos primarios para evaluacion de la capacidad

28



angiogénica de las MSC y FB. El procedimiento de extraccion de células
endoteliales fue realizado segun lo descrito previamente desde aorta bovina
(Ataollahi et al. 2014). Las aortas fetales bovinas fueron obtenidas desde tres
fetos provenientes de una planta faenadora. Mediante incision en la cavidad
toracica se procedié a ubicar la aorta y se obtuvo una seccion de ésta, la cual
fue inmersa en solucion de Ringer Lactato. Se procedié a abrir las aortas
longitudinalmente utilizando tijeras, para exposicion del endotelio sobre la
superficie de una placa petri. Posteriormente se adicion6 colagenasa al 0,1%
sobre la superficie endotelial mediante goteo y se incub6 por 10 minutos. Un
hisopo estéril fue arrastrado sobre la superficie del endotelio de cada aorta y
posteriormente fue inmersa en medio de cultivo para células endoteliales
consistente en DMEM alto en glucosa, (4500 mg/L D-Glucosa; Hyclone
Laboratories) suplementado con 10% SFB (Hyclone laboratories), 100 pg/mL de
anfotericina B, 100 pg/mL de estreptomicina, 100 Ul/mL de penicilina y 100
Mg/mL  de L-glutamina (Hyclone Laboratories). Las muestras fueron
centrifugadas y el pellet de células fue resuspendido en medio de cultivo
endotelial, sembrado en botellas de cultivo celular de 25 cm? e incubado a 38°C
bajo una atmosfera humedecida conteniendo 5% de CO.». Luego de dos dias, las

células no adherentes fueron extraidas mediante cambio de medio.

Analisis de la capacidad angiogénica de MSC mediante
ensayo de formacién de tubulos de células endoteliales

El potencial angiogénico del medio condicionado de MSC y FB fue
evaluado utilizando el ensayo in vitro de formacién de tubulos de células
endoteliales. Para realizar este ensayo, se cultivaron 5x10° células / mL de MSC-
MO, MSC-TA y FB en botellas de cultivo de 75 cm? durante 7 dias, realizando
cambio de medio cada 72 horas. Una vez que alcanzaron 80% de confluencia,
se retiro el medio de cultivo y se pipeti6 DMEM sin SFB con el fin de producir
medio condicionado. Una vez colectado, el medio condicionado fue concentrado
10 veces mediante centrifugacion por 30 minutos a 1800 rpm en filtros Amicon
Ultra Centrifugal (Merck Millipore,Tullagreen, Irlanda) y posteriormente fue

congelado a -20°C hasta su uso.
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Para el ensayo de formacion de tubulos se pipetearon 100 uL de matrigel
sin factores de crecimiento (Corning, Bedford, USA) en placas de 24 pocillos
para el establecimiento de una matriz de membrana basal. EI matrigel fue
gelificado a 38°C por 30 minutos. Posteriormente las células endoteliales
(1,8x10° células/pocillo) previamente extraidas fueron sembradas y cultivadas
en la parte superior de la membrana gelificada de Matrigel. Luego estas células
fueron resuspendidas en el medio concentrado de MSC-MO, MSC-TAy FB y
sembradas sobre de la capa de Matrigel . Transcurridas 6 horas de incubacion a
38°C, se procedid a cuantificar los tubulos formados, mediante obtencion de
imégines digitales obtenidas con aumento de 4x y evaluacion mediante software
Image J (NIMH).

Analisis de un perfil de expresion de genes asociados a
migracion celular y angiogénesis en MSC

El potencial de migracion y de angiogénesis de MSC-MO y MSC-TA fue
evaluado mediante cuantificacion de la expresion de un perfil de genes de
migracion celular (SDF1, CXCR4 y RANTES) y de angiogénesis (ANGPT1 y
VEGF), mediante PCR cuantitativo (Q-PCR) (Tabla 1). MSC de 2% pasaje fueron
fijadas en buffer RLT suplementado con 1% B-Mercaptoetanol y congeladas a -
20°C hasta su procesamiento. EI RNA total fue aislado utilizando un kit RNAeasy
(Qiagen, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La remocion del
DNA genomico, se realizé mediante la digestion con la enzima DNAsa, segun el
protocolo establecido por el fabricante del kit DNAse | (Thermo Scientific, MA,
USA). El RNA total fue cuantificado utilizando un kit Qubit RNA HS (Life
Technologies, NY, USA). Para la reaccion de transcripcidn inversa se utilizo el
kit Briillant 1 SYBR Green RT-PCR (Agilent Technologies, CA, EUA). Las
reacciones de amplificacion fueron realizadas utilizando el kit Brilliant SYBR
Green Q-PCR Master mix (Stratagene, CA, USA). Cada tubo de reaccién
contuvo 5 pL de SyberGreen, 1 uL primer forward, 1 pL de primer reverse, 1 pL
de cDNA'y 2 puL de H->O hasta alcanzar un volumen total de 10 pL. Se realiz6 un
ciclo para aumentar la temperatura de 95°C por 10 minutos con el fin de activar
la DNA polimeraza, seguido de 40 ciclos, cada uno de 30 segundos a 95°C y 1

minuto a 60°C para detectar y reportar la fluorescencia y 3 ciclos adicionales, el
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primero a 95°C por 15 segundos, el segundo a 55°C por 15 segundos y el tercero
a 95°C por 15 segundos. Para asegurar que los amplicones fueron generados a
partir de mRNA y no de la amplificacion de ADN gendmico, se incluyeron
controles sin transcriptasa reversa. La expresion relativa de los marcadores fue
calculada en relacién a la expresion de los genes enddégenos GAPDH y B-
ACTINA utilizando el método AACt (Ct: Thereshold Value) (Vandesompele et al.,
2002).

Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron expresados como media y desviacion
estandar. EI modelo estadistico consider6 como variable dependiente el
porcentaje de migracion celular, el numero de células que atravesaron la
membrana porosa, el numero de tubulos formados y la expresion relativa de
genes. Las variables independientes fueron las lineas celulares utilizadas (MSC-
MO, MSC-TA y FB). Se utilizé un valor de significancia de p<0,05. Los valores
fueron analizados estadisticamente por ANOVA de una via. Las diferencias entre
promedios fueron determinadas utilizando el post test de tuckey. Todos los
analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software estadistico InfoStat

(Cérdoba, Argentina).
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Tabla 1. Secuencia de partidores utilizados para cuantificar la expresion génica mediante Q-PCR.

Gen Sense Antisense NUumero de
Acceso

Endbgenos
B — Actina CGCACCACTGGTATTGTCAT TCCAAGGCGACGTAGCAGAG K00622.1
GAPDH CCTTCATTGACCTTCACTACATGGTCTA TGGAAGATGCTGATGGCCTTTCCATTG NM001034034.2
Migracion
SDF-1 GGTCAATGCACACTTGCCTA CCTTGCCGATTCTTTGAGAG XM005226618.3
RANTES AGCAGTTGTCTTTATCACCAGGA TCCAAAGCGTTGATGTACTCTC NM175827.2
CXCR4 TATCGTCCATGCTACCAACA GAGTCAATGCTGATCCCAAT NM174301.3

Angiogénesis

VEGF GGCTCCGAGAGGAAGAGG AAGGCTCCAATGTACCCAAG NM001316992.1

ANGPT1 CTCGCTGCTATTCTGACTCAC GACAGTTACCGTCGTGTTCTG NM001076797.1
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Resultados

Analisis de migraciéon de MSC mediante ensayo de scratch

Con el objetivo de determinar la concentracion celular 6ptima de MSC-
MO, MSC-TA y FB que permitiera alcanzar un 70 a 80% de confluencia en los
cultivos luego de 24 horas de incubacion, se procedi6 a sembrar distintas
concentraciones de células (45, 55, 65, 75, 85 y 95 x 10 en placas de 24
pocillos. Los resultados de este ensayo establecieron que una concentracion de
85 x 102 células por pocillo permiten alcanzar una confluencia de 70 — 80% luego
de 24 horas. La capacidad de migracion in vitro de las MSC-MO, MSC-TAy FB
fetales bovinas fue evaluada mediante el ensayo de scratch (Figura 1A),
determinandose que las MSC-MO obtuvieron un mayor (P<0,05) valor de
migracion (68,1% + 3,5) comparado con los FB (53,6% = 5,8) fetales bovinos.
Sin embargo, el valor de migracion de las MSC-TA (62,3% = 3,0) no fue distinto
(P>0,05) comparado con MSC-MO y FB (Figura 1B).

Analisis de migracion mediante ensayo de scratch en MSC
marcadas mediante sonda fluorescente CFDA SE

Con el objetivo de determinar la concentracion de la sonda CFDA SE que
permitiera un mayor nivel de fluorescencia y un menor grado de muerte celular,
se procedio a evaluar el efecto de distintas concentraciones (0; 0,5; 5; 10; 15y
25 uM) sobre cultivos de MSC-MO, MSC-TAy FB (Figura 2). La mayor intensidad
de fuorescencia en todas las lineas celulares fue alcanzada al utilizar una
concentracion de 25uM de CFDA SE.

Posteriormente, la capacidad de migracion de las MSC y FB marcadas
con fluoresencia CFDA SE (25 pM) fue evaluada utilizando el ensayo de scratch.
Los valores de migracién para cada linea celular fueron de 26,1% * 5,25, 18,5%
+ 2,46 y 20.8% + 5,14 para MSC-MO, MSC-TA y FB, respectivamente (Figura
3). No se detectaron diferencias significativas en valores de migracién entre

lineas celulares marcadas con fluoresencia.
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Figura 1. Potencial de migracion in vitro de MSC-MO, MSC-TA y FB
evaluado mediante ensayo de scratch. A. Microfotografias de las distintas
lineas celulares evaluadas mediante el ensayo in vitro de scratch. B.
Cuantificacion del potencial de migracioén in vitro de las lineas celulares mediante
el ensayo scratch. Las MSC-MO obtuvieron un mayor (P<0,05) valor de
migracion (68,1%+3,5) comparado con los FB (53,6%15,8) fetales bovinos.
Superindices distintos (a,b) indican diferencias significativas p<0,05. Barra de

escala: 100um.
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Figura 2. Efecto dosis - respuesta de la sonda fluorescente CFDA SE
en cultivos de MSC-MO, MSC-TA y FB. Cada linea celular fue incubada con
concentraciones crecientes de CFDA SE por 24 horas. Se determind que la
mayor intensidad de fluoresencia fue alcanzada al utilizar 25uM de CFDA SE.
C(-): control negativo. Barra de escala 500 pM.

Analisis de migracion de MSC mediante ensayo Transwell

La capacidad de migracion de las MSC y FB fue posteriormente evaluada
mediante el ensayo transwell bajo la influencia del quimioatrayente SDF-1 y
como controles, se utiliz6 DMEM suplementado con 5% SFB y DMEM sin
suplementacion (Figura 4). La poblacion de células migrantes fue tefiida
utilizando cristal violeta y contabilizada mediante el software image J (Figura 4A).
El mayor (P<0,05) numero de células migrantes fue detectado en cultivos
tratados con DMEM suplementado con 5% de SFB (MSC-M0O=284,3 + 52,7
MSC-TA=389,3 + 58.7 y FB=295,7 + 75,0) (Figura 4B). Sin embargo, no se
detectaron diferencias significativas en el nimero de células migrantes entre

lineas celulares.

Analisis de un perfil de expresion de genes asociados a
migracion en MSC

El analisis de la expresién de genes asociados a migracion celular fue
realizado mediante Q-PCR en MSC-MO, MSC-TA y FB. En el analisis de
expresion relativa se determind que los niveles de mRNA de SDF-1 fueron
mayores (P<0,05) en MSC-TA comparado con MSC-MO y FB (16,7 y 0,6 veces
la expresidon de FB, respectivamente). En forma similar, los niveles de mRNA de
RANTES fueron mayores (P<0,05) en MSC-TA (5,8 veces) comparado con FB.
En el caso de los niveles de CXCR4 no se detectaron diferencias significativas
(P>0,05), entre MSC-MO, MSC-TAy FB (Figura 5).
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Figura 3. Potencial de migracion in vitro mediante ensayo scratch en
células marcadas con sonda fluorescente CFDA SE. A. Microfotografias de
las distintas lineas celulares evaluadas mediante el ensayo in vitro de scratch y
la sonda fluorescente CFDA SE. B. No se detectaron diferencias significativas
en valores de migracion entre lineas celulares marcadas con fluorescencia.

Barra de escala: 500 pm.

Analisis de la capacidad angiogénica de MSC mediante
ensayo de formacidn de tubulos de células endoteliales

El potencial angiogénico del medio condicionado de MSC-TA, MSC-MO y
FB fue evaluado mediante el ensayo de formacion de tubulos, utilizando células
endoteliales fetales bovinas (Figura 6). El medio condicionado concentrado de
MSC-TA indujo la formacién de un mayor (P<0,05) nimero de tabulos (56,7+2,2)
tras 6 horas de incubacion comparado con el medio condicionado de MSC-MO
(38,3+3,0), FB (21,7£2,7) y los controles de DMEM suplementado con 5% de
SFB (21,3£2,0) y DMEM solo (17,0£1,2) (Figura 6A y B).
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Figura 4. Analisis de transwell para determinacién del potencial de
migracion de MSC-MO, MSC-TA y FB. A. Microfotografias de las poblaciones
celulares migraron migrantes en el ensayo de transwell bajo el efecto de SDF-1
y SFB. B. Numero de células en poblaciones migrantes para cada linea celular
bajo efecto de SDF-1y 5% SFB. El mayor (P<0,05) nimero de células migrantes
fue detectado en cultivos tratados con DMEM suplementado con 5% de SFB.
Superindices distintos (a,b) indican diferencias signitivicativas p<0,05. Barra de

escala: 500 pm
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Figura 5. Cuantificacién de los niveles de mRNA de genes asociados
amigracion en MSC-MO, MSC-TAy FB. Los niveles de mRNA de SDF-1 fueron
mayores (P<0,05) en MSC-TA comparado con MSC-MO y FB. Los niveles de
MmRNA de RANTES fueron mayores (P<0,05) en MSC-TA comparado con FB.
En el caso de CXCR4 no se detectaron diferencias de expresion entre MSC-MO,
MSC-TA y FB. Superindices distintos (a,b) indican diferencias signitivicativas

para cada gen (p<0,05).
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Figura 6. Analisis de Angiogénesis mediante ensayo de formacién de
tabulos en MSC-MO, MSC-TAy FB. A. Microfotografia del ensayo de formacién
de tubulos de células endoteliales, expuestas a medio condicionado concentrado
de MSC-MO, MSC-TA por 6 horas. B. Cuantificacion del nimero de tabulos
formados en células endoteliales, expuestas a medio condicionado concentrado
de MSC-MO, MSC-TA por 6 horas. EI mayor nimero de estructuras tubulares se
observé con medio condicionado de MSC-TA. En cuanto al medio condicionado
de FB, SFB y DMEM sus resultados no difieren en cuanto a induccion de
formacion de estructuras tubulares. Superindices distintos (a,b,c) indican

diferencias significativas p<0,05. Barra de escala: 100um

Analisis de un perfil de expresion de genes asociados a
angiogénesis en MSC

El analisis de la expresion de genes relacionados por angiogénesis se
realizd mediante Q-PCR en MSC-MO, MSC-TA 'y FB (Figura 7).
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Figura 7. Cuantificacién de los niveles de mRNA de genes asociados
a angiogénesis. MSC-TA expresaron mayores (P<0,05) niveles de mRNA de
VEGF comparado con MSC-MO y FB (1,94 y 0,54 veces la expresion de FB

43



respectivamente). En el caso de ANGPT1 la expresion relativa de los niveles de
MRNA fue mayor en MSC-MO y FB comparado con MSC-TA (1,23 y 0,27 veces
la expresion de FB, respectivamente). Superindices distintos (a,b,c) indican
diferencias signitivicativas para cada gen (p<0,05).
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Discusion

En el presente estudio, se aislaron MSC desde MO, TA y se obtuvieron
FB desde fetos bovinos con el objetivo de comparar su potencial de migracion y
angiogénesis. Dado que la migracién celular es considerada uno de los
mecanismos por el cual las MSC pueden inducir su efecto terapéutico en tejidos,
es esencial determinar el potencial de migracion in vitro de MSC derivadas desde
distintas fuentes tisulares. El ensayo de scratch es cominmente utilizado para
analizar migracién celular in vitro, ya que permite imitar el desplazamiento

tridimencional de las células durante la migracion in vivo (Liang et al. 2007).

Utilizando esta técnica, se determind que no existen diferencias
significativas en el potencial de migracion in vitro entre MSC-MO y MSC-TA
fetales bovinas. Sin embargo; se observé que MSC-MO tienen mayor capacidad
de migracion que FB. Estos resultados concuerdan con estudios anteriores
donde se determind que no existen diferencias en cuanto a la capacidad de
migrar entre MSC-MO y MSC-TA humanas (Najar et al. 2013). Este potencial
migratorio similar puede deberse a que MSC-MO y MSC-TA derivan de la misma
capa germinal mesodérmica por lo que comparten muchas caracteristicas
biologicas, que incluyen la expresion de marcadores de superficie y su capacidad
de diferenciacion (Strioga et al. 2012). Adicionalmente, el ensayo de transwell
fue utilizado para comparar el potencial de migracion de MSC-MO y MSC-TA
bajo la influencia del quimioatrayente SDF-1. En forma similar, mediante esta
técnica se determiné que no existen diferencias en cuanto a potenciales de
migracion entre MSC-MO y MSC-TA. Ademas, SDF-1 no indujo un aumento en
la capacidad de migracion de MSC comparado con el control positivo (MSC
suplementado con 5% SFB). Estudios anteriores han evaluado la respuesta de
MSC humanas derivadas de cordon umbilical hacia concentraciones crecientes
de SDF-1 determinandose que una concentracion de 100 ng/mL generaba mayor
porcentaje de migracién en relacion a otras concentraciones de este factor
(Marquez-curtis y Janowska-wieczorek 2016). Esto nos sugiere que el efecto
migratorio de SDF-1 es dependiente de la dosis y que la concentracion utilizada
en el presente estudio (60 ng/mL) pudo haber sido insuficiente para estimular la

migracion. Por otro lado se ha reportado que el efecto estimulador de la
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migracion de SDF-1 puede ser menor comparado con otras citoquinas como
MDC y RANTES (Ponte et al. 2007). El mayor efecto quimioatrayente del SFB
puede deberse a su compleja composicidén en la que estan incluidos moléculas
como el factor de crecimiento similar a insulina 2 (IGF2), el factor de crecimiento
transformante B1 (TGF1), el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), el
factor neutréofico derivado de la glia (GGF) y factor de crecimiento ligado a la
insulina tipo 4 (IBP4), entre otros (Zheng et al. 2006). Estos factores han sido
reportados como importantes estimulantes de la migracion en MSC (Baek et al.
2011).

Se ha reportado que la capacidad de migracion y de homing se da
exclusivamente en MSC que estan relativamente cerca al area lesionada
(Nowakowski et al. 2016). Asi mismo, el homing de las MSC hacia los sitios
diana, depende de la habilidad de estas células para migrar y para interactuar
con el microambiente en el que actuan (Trinh et al. 2016). Considerando que la
evaluacion de la capacidad de migracion in vivo depende de su rastreo mediante
la utilizacion de sondas fluorescentes, es que en el presente estudio se procedi6
a evaluar la capacidad de las MSC fetales bovinas para retener una sonda
fluorescente CFDA SE durante el proceso de migracion. En este sentido, el
método de scratch permiti6 determinar que la sonda CFDA SE a una
concentracion de 25 uM permanece en la célula luego de 24 hrs pero disminuye
(~40%) su capacidad de migracién in vitro en comparacion con MSC no
marcadas con la sonda. El sistema CFDA SE se basa en una sonda permeable
a la membrana celular que es dividida por esterasas para formar productos
reactivos a aminas que se unen covalentemente a residuos de lisina (agregar
referencia). Previamente se ha reportado que la utilizacion de CFDA SE en MSC
humanas reduce la actividad metabdlica de estas células, lo que podria explicar
la disminucién en la capacidad migratoria detectada en nuestro estudio (Polzer
et al., 2012). Adicionalmente, es posible que la sonda CFDA SE pierda parte
importante de su capacidad fluorescente luego de 24 horas como ha sido
comprobado en otros estudios (Whang et al. 2005). Estos datos sugieren que la
sonda CFDA SE no es un sistema adecuado para rastrear la migracion de MSC
bovinas debido al efecto detrimental que ejerce sobre la capacidad migratoria de
estas células.
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A pesar de poseer caracteristicas fenotipicas y citologicas similares, las
MSC derivadas desde diversas fuentes tisulares, como MO y TA, presentan
diferencias significativas en la expresion de genes reguladores implicados en la
angiogénesis y migracion celular (Marquez-curtis y Janowska-wieczorek 2016).
Los niveles de mRNA de SDF-1 fueron mayores en MSC-TA comparado con
MSC-MO y FB, sugiriendo que MSC-TA puede responder con mayor intensidad
a esta quimiocina que MSC-MO. Se ha descrito que el factor SDF-1 es critico
para la quimiotaxis y el homing de las MSC a través de la interaccidén con su
receptor CXCR4 en la superficie de estas células (Honczarenko et al. 2006). Por
otro lado, la expresion relativa de la quimiocina RANTES, mostré mayor nivel en
MSC-TA comparado con MSC-MO y FB. Se ha reportado la expresion y actividad
de RANTES en MSC, indicando que junto son SDF-1, son las quimiocinas mas
estimulantes de migracion en estas células (Ponte et al. 2007). Existe evidencia
gue muestra que la quimiocina SDF-1 regula la migracion en MSC a través de la
interaccion con su receptor CXCR4, de esta manera el aumento en la secrecion
de SDF-1 en el sitio de la lesion crea un ambiente adecuado que facilita el homing
en estas células (Marquez-curtis y Janowska-wieczorek 2016). Sin embargo; la
expresion relativa del receptor CXCR4 en MSC-MO, MSC-TA y FB no fue
distinta, lo cual puede explicar la similitud en el potencial de migracion detectado

mediante scratch y transwell entre estas lineas celulares.

Ultimamente se ha reportado que vesiculas liberadas por las MSC
contienen varios factores exosomaticos y troficos, incluyendo factores de
crecimiento y citoquinas (Majore et al. 2011). Estas vesiculas también contienen
lipidos, proteinas, mMRNAs, microRNAs, tRNAs y se han identificados 857
proteinas dentro de los exosomas liberadas por las MSC (Lali, Yeo, y Lim 2015).
Andlisis protedmicos han demostrado que, los exosomas derivados de las MSC
contienen factores de crecimiento como VEGF, TGFB1 e IL8, los cuales
contribuyen a la actividad pro-angiogénica (Coultas, Chawengsaksophak, y
Rossant 2005). Adicionalmente, se sabe que las vesiculas de MSC son ricas en
factores de transcripciéon involucrados en las cascadas pro-angiogénicas, como
HGF que estimula la proliferacién y migracion de células endoteliales (Tan et al.

2014). Estudios recientes han sugerido que el efecto beneficioso de las MSC en
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tejidos lesionados no se atribuye a su capacidad de diferenciacion, sino a su
accion paracrina de sefializacion (Caplan y Dennis 2006). Asi mismo, se ha
demostrado que vesiculas o microvesiculas liberadas de las MSC estan
involucradas en la reparacion de tejidos, incluyendo la capacidad de
angiogénesis (Camussi et al. 2010). En este sentido, el ensayo de formacion de
tubulos de células endoteliales, permitié determinar que el medio concentrado
de las MSC-TA ejerce un mayor efecto vasculogénico sobre células endoteliales
fetales comparado con medios condicionados de MSC-MO o FB. Estos
resultados sugieren que MSC-TA poseen mayor capacidad angiogénica y por lo
tanto su potencial efecto en la reparacion de tejidos lesionados podria ser mayor.
Se ha demostrado que las vesiculas extracelulares provenientes de MSC-TA
contienen un conjunto de factores angiogénicos que estimulan la migracion de
las células endoteliales, como trombopoyetina y VEGF, promoviendo la
activacion de factores de crecimiento angiogénico y otras moléculas de
sefalizacion, comparado con otras fuentes tisulares (Lee et al. 2013). Asi mismo,
estas vesiculas contienen ANGPT1 que esta involucrada en la migracion de
células endoteliales (Merino-Gonzalez et al. 2016). En nuestro estudio se
determind una expresion diferencial en las moléculas involucradas en
angiogénesis ya que MSC-TA expresan menores niveles de mRNA ANGPT1 y
mayores niveles de mMRNA de VEGF comparado con MSC-MO y FB. A pesar de
una menor expresion de ANGPTL1, los mayores niveles de expresion de VEGF
podrian explicar en parte la mayor capacidad angiogénica de MSC-TA

comparado con las otras lineas celulares.

En conclusion, existe un potencial de migracién similar entre MSC-MO y
MSC-TA que puede estar determinado por niveles equivalentes de expresion del
MRNA de CXCR4, receptor de SDF-1. En relacién a la capacidad angiogénica,
MSC-TA poseen un mayor potencial comparado con MSC-MO lo que podria
estar determinado por una mayor expresion del mRNA del factor angiogénico
VEGF.
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