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RESUMEN

En la neuropatia diabética (ND) es una de las principales complicaciones de la diabetes mellitus
(DM) afectando aproximadamente al 60% de los pacientes diabéticos. Se ha propuesto el aumento
en el nivel de especies reactivas del oxigeno (ROS), debido al metabolismo exacerbado de glucosa,
como el principal detonante en esta patologia, induciendo dafio estructural en los nervios
periféricos en varios niveles. Las neuronas y las células de Schwann son especialmente sensibles a
este ambiente oxidativo, lo que induce la apoptosis de estas células y finalmente la degeneracion
axonal en nervios sensitivos y la muerte neuronal en los ganglios de la raiz dorsal (DRGs)
conduciendo a perdida de sensibilidad. Recientemente, se ha propuesto el uso de células madre
para el tratamiento de enfermedades complejas como la ND. Entre éstas, las células madres
mesenquimaticas (MSC) son capaces de secretar un amplio espectro de moléculas terapéuticas, lo
que se conoce como secretoma. En humanos, el secretoma de MSC consta de cientos de factores
que incluyen citoquinas antiinflamatorias, factores troficos y moléculas antioxidantes. Ademas, se
ha descrito que el precondicionamiento de las MSC con el agente mimético de hipoxia
deferoxamina (DFX) induce un aumento significativo en la secrecion de factores angiogénicos,
neuroprotectores, antiinflamatorios y antioxidantes, por lo que podria erigirse como un biofarmaco

con gran potencial para el tratamiento de la ND.

En base a estos antecedentes, en esta tesis postulamos que la administracion sistémica de secretoma
obtenido de células madre mesenquimaticas precondicionadas in vitro con deferoxamina, mejora
la regeneracion axonal, reduce la apoptosis de neuronas y de células de Schwann y disminuye la

pérdida de mielina en nervio ciatico en el modelo animal de neuropatia diabética BKS db/db.

Para ello, se extrajeron los nervios cidticos y DRGs de animales diabéticos tratados con vehiculo,
animales diabéticos tratados con secretoma de MSC precondicionadas y no precondicionadas y de
animales sanos a las 26 semanas de edad. En el nervio ciatico se realizaron cortes semifinos tefiidos
con azul de toluidina para cuantificar el didmetro axonal, por medio de microscopia electronica se
determind el radio G, y mediante RT-qPCR se analiz6 la expresion de genes relacionados con la
desmielinizacion. Ademas, se midid el numero de células TUNEL+ en el nervio cidtico y en DRGs.
Por ultimo, se realizaron cultivos de neuronas de DRGs para analizar el crecimiento de neuritas,

en lo que constituye un modelo simplificado de regeneracion in vitro.



Se observo que el tratamiento de animales diabéticos con secretoma de MSC evit6 tanto la pérdida
de fibras de mayor didmetro en el nervio cidtico, como también la disminucién en el grosor de la
capa de mielina en las fibras pequefias y redujo la apoptosis de células de Schwann en comparacion
con animales diabéticos tratados con vehiculo. Adicionalmente, el tratamiento con secretoma
derivado de MSC mejoro6 la regeneracion neuritica y disminuy® la apoptosis neuronal en los DRGs
en comparacion con animales diabéticos sin tratamiento.

De acuerdo con lo anterior, postulamos que el secretoma de MSC podria ser usado como un nuevo

biofarmaco para tratar las principales alteraciones estructurales asociadas a la ND.



ABSTRACT

Diabetic Neuropathy (DN) is one of the most common complications of diabetes mellitus (DM),
affecting 60% of diabetic patients. It has been postulated that the increased level of reactive oxygen
species (ROS), due to the exacerbated glucose metabolism, is the main trigger in this pathology,
inducing structural damage of peripheral nerves at various levels. Neurons and Schwann cells are
especially sensitive to this oxidative environment, inducing the apoptosis of these cells and leading
to axonal degeneration in sensory nerves and neuronal death in the dorsal root ganglia (DRGs),
which finally results in sensory loss. The use of stem cells for the treatment of complex diseases
such as DN has been recently proposed. Among these cells, mesenchymal stem cells (MSCs) are
cells that secrete a broad spectrum of therapeutic molecules, known as secretome. In humans, MSC
secretome consists of hundreds of factors that include anti-inflammatory cytokines, trophic factors,
and antioxidant molecules. Furthermore, the preconditioning of MSC with the hypoxic mimetic
agent deferoxamine (DFX) allows a significant increase in the secretion of angiogenic,
neuroprotective, anti-inflammatory and antioxidant factors, which could be proposed as a next-

generation biodrug with great therapeutic potential for the treatment of DN.

Therefore, in this thesis we postulate that systemic administration of secretome derived from in
vitro preconditioned mesenchymal stem cells with deferoxamine, improves axonal regeneration,
reduces apoptosis of neurons and Schwann cells and diminishes myelin loss in the sciatic nerve in

the animal model of diabetic neuropathy BKS db/db.

To carry out the histological and molecular analysis, sciatic nerves and DRGs were extracted from
diabetic animals treated with the vehicle, diabetic mice treated with secretome derived from
preconditioned and non-preconditioned MSC and healthy animals at 26 weeks of age. The sciatic
nerves were used to obtain semi-thin sections stained with toluidine blue to quantify axonal
diameter. For ultrastructural analysis of axonal fibers, the g-ratio was determined by electron
microscopy and the expression of genes related to demyelination was evaluated by RT-qPCR. In
addition, the number of TUNEL+ cells in the sciatic nerve and in DRGs was measured. Finally,
DRGs were extracted from mice of the different experimental groups, and DRGs cultures were

carried out to analyze neurite outgrowth, as a simplified in vitro regeneration assay.

We showed that MSC secretome administration prevented the loss of larger diameter fibers in the

sciatic nerve, as well as the decrease of myelin layer thickness in small fibers, and induced a



significant reduction in Schwann cell apoptosis compared to diabetic animals treated with the
vehicle. Furthermore, MSC secretome treatment improved neuritic regeneration and decreased

neuronal apoptosis in DRG compared to diabetic animals treated with the vehicle.

Thus, we postulate that the MSC secretome could be used as a new biodrug for the treatment of the

main structural alterations of ND.
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INTRODUCCION

Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabolica que se caracteriza por un estado de
hiperglicemia persistente. En el pancreas, las células beta pancreéticas producen la hormona
insulina, la cual facilita la absorcion de glucosa hacia los tejidos para proveer energia, ademas de
otras funciones. La DM ocurre debido a una falla en la secrecion de insulina, resistencia a las
acciones periféricas de esta hormona o ambas situaciones. Esta patologia es principalmente
clasificada de acuerdo con sus manifestaciones clinicas en dos tipos: DM tipo 1 (DMT1) y DM
tipo 2 (DMT?2) (Goyal, 2018). La DMTT1 representa cerca del 5-10% de los casos de diabetes y esta
tipicamente asociada con una falla en la produccion de insulina, producto de la destruccion de las
células beta pancreaticas debido a un proceso autoinmune. Por otro lado, la DMT?2 representa el
90-95% de los casos restantes, y es caracterizada por la resistencia a la insulina y, en estados mas

avanzados, la reduccion en la produccion de esta hormona (Gharravi, 2018).

La Federacion Internacional de Diabetes estima que 425 millones de personas en el mundo padecen
esta patologia, convirtiéndola en la epidemia mundial més grande del siglo (Tabish, 2007). Segun
la Encuesta Nacional de Salud (2016-2017), un 12,3% de la poblaciéon chilena padece diabetes.
Esta cifra nos ubica entre los paises con mas alta incidencia de diabetes a nivel mundial. Esta alta
incidencia se debe a un aumento en la obesidad junto con un estilo de vida sedentario. Ambas
condiciones son factores de muy alto riesgo para el desarrollo de DMT2 (Tan, 2019).

En sinergia con otras alteraciones metabolicas, los pacientes con DM pueden desarrollar a largo
plazo complicaciones microvasculares y macrovaculares, causando dafio en diversos organos.
Entre las complicaciones mas comunes se encuentran la neuropatia, la retinopatia, la nefropatia,

enfermedades cardiovasculares y ulceras de pie diabético (Harcourt, 2013).

Neuropatia Diabética

La neuropatia diabética (ND) es una de las complicaciones microvasculares mas temprana y mas
frecuente asociadas a la DM, afectando a més del 60% de los pacientes con DM (Boulton, 2005).
La ND puede afectar fibras sensoriales, motoras o autondémicas en cualquier parte del cuerpo. Sin
embargo, la forma mas comun es la polineuropatia simétrica distal, la cual afecta principalmente a

las extremidades inferiores (Yasuda, 2003). Los pacientes afectados por la ND perciben una
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reduccion significativa en la calidad de vida debido a la pérdida de sensibilidad en diferentes areas
del cuerpo, dolor cronico y atrofia muscular (Argoff, 2006). A su vez, el principal problema
relacionado con la ND es que, debido a la baja respuesta al dolor junto con una reduccion del flujo
sanguineo en el area afectada, la ND estd asociada a un alto riesgo de desarrollar ulceras de pie
diabético, las cuales finalmente pueden terminar en la amputacion de la extremidad afectada
(Snyder, 2009).

La ND es una enfermedad multifactorial, y los mecanismos especificos que contribuyen tanto al
desarrollo como a la progresion de esta enfermedad no estan complemente dilucidados. Entre los
mecanismos propuestos, se relaciona directamente a la hiperglicemia con el desarrollo de la
patologia. En este sentido, se ha postulado que un flujo exacerbado de glucosa desencadena una
sobre-activacion de diferentes vias para su metabolismo (Figueroa-Romero, 2008). El factor comun
de estas vias es la produccion de altos niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS) en la
mitocondria, lo que sitda al estrés oxidativo como un actor principal en el desarrollo y progresion
de la ND (Figueroa-Romero, 2008; Vincent, 2004).

Se ha postulado que el aumento de ROS puede inducir ND actuando principalmente a tres niveles:
(a) reduciendo la microvasculatura de las fibras nerviosa (Coppey, 2001), (b) induciendo
inflamacion crénica (Vincent, 2011) y (¢) produciendo apoptosis de neuronas y células de Schwann
(Kalichman, 1998). Se ha descrito que las neuronas y células de Schwann son especialmente
sensible al aumento del ambiente oxidativo, debido a su alta densidad de mitocondrias, lo que
conduce a la apoptosis de estas células (Kalichman, 1998). Este escenario llevaria a una pérdida
sostenida de las fibras nerviosas, un aumento del ambiente inflamatorio, una disminucion de los

factores neuroprotectores y finalmente la degeneracion axonal.

Mecanismos moleculares asociados a la atrofia neuronal en ND

En condiciones fisioldgicas normales, la glucosa produce NADH y FADH: a través de la glucdlisis
y el ciclo del 4cido tricarboxilico en células de Schwann de nervios periféricos y en neuronas
sensitivas de los DRG. Sin embargo, durante un estado de hiperglicemia, existe una sobrecarga de
sustrato, por lo que el sistema de transporte se satura y las moléculas de acetilCoA se convierten
en acilcarnitinas. Se ha descrito que la acumulacion de acilcarnitinas es toxica tanto para las células
de Schwann como para las neuronas de los DRG, ya que las acilcarnitinas acumuladas pueden ser

liberadas de las células de Schwann e inducir la degeneracion axonal (Viader, 2013).
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Por otra parte, el NADH y FADH:> producido se transporta a las mitocondrias para producir ATP
a través del proceso de fosforilacion oxidativa. Un subproducto de la fosforilacion oxidativa es la
produccion de bajos niveles de ROS que se neutralizan facilmente con los antioxidantes celulares,
como la superdxido dismutasa, el glutation y la catalasa (Vincent, 2011). Sin embargo, durante el
exceso de carga de sustrato, la fosforilacion oxidativa falla, lo que conduce a la pérdida de
produccion de ATP y al aumento de los niveles de ROS. Posteriormente, esto conduce a una falla
mitocondrial, dafio metabdlico y oxidativo de las células de Schwann y las neuronas del DRG
(Fernyhough, 2015). Las mitocondrias disfuncionales producen energia insuficiente, y las neuronas
pierden la capacidad de transportar cargos en los axones de forma normal, promoviendo ain mas
la atrofia axonal (Rumora, 2018).

El aumento de los niveles de glucosa conduce también al metabolismo de ésta a través de las vias
de poliol y hexosamina, lo que resulta en un aumento de ROS e inflamacidn, en gran parte debido
a un dafio mitocondrial (Feldman, 2017), lo que contribuye también a la disfuncion continua del
sistema nervioso del paciente diabético. A su vez, el aumento de los niveles de glucosa produce la
glicacion de numerosas proteinas estructurales y funcionales, producto del aumento de los
productos finales de glicacion avanzados (AGE). Los AGE provocan una alteracioén o pérdida de
la funcion proteica e interactiian con el receptor especifico de AGEs (RAGE), el cual modifica la
expresion génica y la senalizacion intracelular, aumentando la liberacion de moléculas
proinflamatorias y radicales libres (Singh, 2014).

Las células de Schwann son la glia mas numerosa de los nervios periféricos (Jessen y Mirsky 2005),
manteniendo la estructura y funcidon de estos nervios. Estas células recubren los axones no
mielinizados (fibras de remak), mielinizan a los axones mielinizados, secretan factores
neuroprotectores y otorgan soporte tréfico. En numerosos trabajos se han descrito alteraciones en
estas células con un papel crucial en los mecanismos patogénicos de la ND, ya que se ha reportado
una elevada apoptosis de las células de Schwann en los nervios sensitivos y desmielinizacion de
los axones en etapas tardias de la enfermedad (Bunge, 1993; Sharghi-Namini, 2006; Mizisin 1998).
Como resumen, el aumento en los niveles de ROS intracelular producto de la hiperglicemia,
produce un aumento en la muerte de neuronas en los DRGs y de células de Schwann en nervios
periféricos, junto con un aumento del ambiente inflamatorio. Producto de la muerte de células de
Schwann se produce una atrofia axonal y la disminucion de factores troficos que ayudan a la

sobrevida de la neurona, creando un circulo vicioso que acelera aun mas la atrofia neural.
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Actualmente no existe un tratamiento que logre detener el avance de la ND en forma satisfactoria,
por lo que el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas que logren frenar los factores que
contribuyen al desarrollo de la ND (figura 1) es de suma importancia. De esta manera, se podria
evitar que los pacientes desarrollen complicaciones como ulceras de pie diabéticos, lo que en un

alto porcentaje de los casos termina en amputacion de la extremidad afectada.

Hiperglicemia

Aumento Aumento Aumento en la
activacioén Via activacién Via formacién de
poliol Hexosamina AGE

—
Incremento de

ROS
intracelular

Apoptosis Apoptosis células de
neuronas Schwann/ Disminucién
factores neuroprotectores

Aumento

inflamacién

1
NEUROPATIA
DIABETICA

Figura 1. Mecanismos propuestos en la literatura para explicar el desarrollo y progresion de la neuropatia diabética.

Tratamientos actuales para la ND

Debido a la gran variedad de factores involucrados en el desarrollo de esta patologia y a toda la
sintomatologia presente en la ND, aun no existe un tratamiento especifico efectivo para esta
enfermedad. Actualmente, el tratamiento para pacientes con ND se limita a la administracion de
analgésicos y antidepresivos para el alivio del dolor sintomatico (Argoft, 2006), junto con el control
de los niveles de glucosa y de insulina. Pero ninguna de estas terapias se enfoca en atacar los
mecanismos que conducen al desarrollo y la progresion de la ND.

Entre los nuevos blancos farmacologicos propuestos, se han probado compuestos dirigidos a los
mecanismos causales del desarrollo de la ND. Los mas utilizados hasta el momento son los
inhibidores de la aldosa reductasa. Estos inhibidores han mostrado disminuir la apoptosis de células

gliales ademas de disminuir el estrés oxidativo presente en la ND (Naruse, 2000). En modelos
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murinos se ha testado el efecto de diferentes moléculas antioxidantes como el 4cido lipoico
(Ziegler, 2011), inhibidores de algunas isoformas de la PCK y terapias con factores neurotroficos
(Feldman, 2019). Todos estos tratamientos experimentales han demostrado reducir ligeramente la
pérdida de sensibilidad en las extremidades afectadas, pero s6lo han mostrado una leve disminucion
en la pérdida de fibras nerviosas.

Recientemente, se ha propuesto que el uso de células madre podria ser una estrategia terapéutica
prometedora para el manejo de enfermedades complejas, ya que, a diferencia de los tratamientos
farmacologicos convencionales, las células madre pueden actuar a través de multiples mecanismos

(terapia multi-blanco) (Mizukami, 2014).

Células madre mesenquimaticas como tratamiento para la ND

Dentro de los diferentes tipos de células madre adultas, las células madre mesenquimaticas (MSC)
presentan ventajas comparativas que las hacen un atractivo candidato para el tratamiento de la ND.
Dentro de estas ventajas se encuentra: i) pueden ser facilmente aisladas desde diferentes tejidos
como medula ésea, cordon umbilical o tejido adiposo, y pueden ser expandidas in vitro; ii) poseen
plasticidad celular, por lo que pueden diferenciarse a células de distintos linajes (Frausin, 2015);
ii1) producen altos niveles de factores troficos, incluyendo factores neuroprotectores y
angiogénicos (Caplan, 2006); iv) son capaces de reducir altos niveles de estrés oxidativo (Kim,
2008); v) son definidas con células inmunomoduladoras, debido a que producen altos niveles de
moléculas anti-inflamatorias. Estas propiedades han llevado a los investigadores a evaluar el papel
tanto de la administracion local como sistémica de las MSC en modelos animales de DM como una

opcion terapéutica en el tratamiento de la ND.

Secretoma derivado de MSC como una alternativa al uso de células vivas

Se ha reportado en varios estudios que la administracion unilateral intramuscular de MSC en
animales con ND produce una recuperacion de las velocidades de conduccion nerviosa sensitiva y
motora, la recuperacion de la estructura normal de las fibras nerviosas y un aumento del flujo
sanguineo a los nervios dafiados (Kim, 2011, Nuruse, 2011). Inicialmente, se postulé que el
mecanismo principal asociado a los efectos terapéuticos observados después de la administracion
de MSC estaba relacionado con la capacidad de estas células para migrar a tejidos dafiados,

diferenciarse en el tipo de célula requerido y reemplazar a las células muertas (Song, 2004). Sin
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embargo, ahora se sabe que la generacién de un microentorno pro-regenerativo, a través de la
secrecion de factores troficos, es el mecanismo terapéutico mas aceptado asociado a las MSC
(Caplan, 2006). De hecho, el notable potencial terapéutico de los factores tréficos derivados de
MSC se ha demostrado consistentemente en varios modelos experimentales, incluidos los
trastornos del sistema nervioso y las afecciones dolorosas (Rubio, 2008), al tiempo que reduce la
complejidad de la terapia y los posibles efectos no deseados asociados con la administracion de
células vivas.

La gran variedad de moléculas secretadas por las MSC se conoce como secretoma, también
llamado derivado acelular, el cual puede ser obtenido cultivando las células in vitro. En el caso de
las MSC humanas, el secretoma consiste en mas de 100 moléculas bioldgicamente activas que
incluyen varios tipos de citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento (Salgado, 2010). Hoy
en dia no hay datos sobre el uso del secretoma de MSC para tratar la ND. Sin embargo, se postula
que este enfoque podria ser til en esta patologia, ya que mediante analisis proteémico y de RT-
qPCR se ha detectado la presencia de: i) factores neuroprotectores como NGF, GDNF, CNTF,
BDNF y NT-3; ii) factores angiogénicos tales como bFGF, VEGF y ANGI; iii) factores
antiinflamatorios como IL-4, IL-5, IL-10 y TSG-6 y iv) moléculas antioxidantes como SOD3 y
PDGEF (J Salgado, 2010, Oses, 2017). Por lo tanto, este producto puede tener potencial terapéutico
a través de la inhibicion de los principales mecanismos que conducen al inicio y la progresion de

la ND, evitando asi la progresion de la enfermedad.

Ventajas del uso de secretoma derivado de MSC

En comparacion con el uso de células madre vivas, el secretoma tiene varias ventajas, que incluyen:
1) mayor bioseguridad, ya que la administraciéon de secretoma tiene menos consideraciones
bioéticas y menos riesgo de formacion de estructuras no deseadas que la administracion de células
vivas; ii) disponibilidad inmediata, ya que el secretoma puede liofilizarse, favoreciendo su
almacenamiento, transporte y reduciendo los tiempos de espera; iii) mayor reproducibilidad de los
efectos terapéuticos, ya que posee una composicion definida, cuando las MSC se cultivan en
condiciones equivalentes (que puede determinarse mediante un enfoque protedmico); iv) mayor
facilidad de administracion, ya que la administracion de biofarmacos requiere instalaciones

médicas menos complejas que las necesarias para la administracion de células vivas y v) menores
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costos de produccion, ya que el secretoma puede producirse en grandes cantidades, reutilizando las

células.

Precondicionamiento de las MSC para potenciar su efecto terapéutico

Uno de los principales problemas asociados al uso del secretoma derivado de MSC es que en
algunos casos la concentracion de citoquinas y factores de crecimiento deseados son demasiado
bajos para un uso terapéutico (Angoulvant, 2011). Sin embargo, se ha reportado que es posible
modificar la composicion del secretoma, sometiendo a estas células a un estimulo de
precondicionamiento in vitro (Yu, 2013) mediante la incubaciéon con un agente tdxico en una
concentracion subletal, lo que conduce a la induccion de la expresion y la secrecion de varias
moléculas necesarias para reducir este dafio. De esta forma, es posible inducir la secreciéon de una
combinacion apropiada y una relacion de factores troficos especificos para una patologia
determinada.

En este sentido, nuestro grupo de investigacion demostré previamente que cuando las MSC se
someten a un estimulo de precondicionamiento mediante incubacién con el quelante de hierro
deferoxamina (DFX), hay un aumento en el nivel intracelular del factor inducible por hipoxia
HIFlo, lo que resulta en un aumento significativo en la expresion y secrecion de factores
angiogénicos, neuroprotectores, antiinflamatorios y antioxidantes (Figura 2) (Oses, 2017).
Ademas, también se mostrd que el mejor efecto se logra al precondicionar las células con 400uM
de DFX. De acuerdo con lo anterior, se demostr6é también que en cultivos de neuronas de DRGs
sometidas a un estrés por alta concentracion de glucosa (modelo in vitro de ND), el tratamiento
con secretoma derivado de MSC no precondicionadas produjo una modesta disminucién en la
apoptosis de estas neuronas. Sin embargo, la incubacion con secretoma de MSC precondicionado
con DFX disminuy6 fuertemente la muerte neuronal inducida por glucosa en los cultivos de
neuronas de los DRGs (Oses, 2017), lo que podria sugerir un mayor efecto terapéutico al testearse

en un modelo in vivo.
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Figura 2: Precondicionamiento de MSC con Deferoxamina (DFX) incrementa los niveles de expresion de
factores angiogénicos, neuroprotectores, antinflamatorios y antioxidantes presentes en el secretoma, en
comparacion con el secretoma de MSC sin precondicionar.

(A-C) Analisis de RT-qPCR en MSC no precondicionadas, precondicionadas con 150 pM de DFX, o 400 uM de
DFX para (A) Factores angiogénicos, (B) Factores neuroprotectores y (C) Factores antinflamatorios. (D) Analisis
cuantitativo de la capacidad antioxidante del secretoma derivado de MSC no precondicionadas, precondicionadas
con 150 uM de DFX, o0 400 uM de DFX. (Adaptado de Oses, 2017)

Debido a los antecedentes anteriores, se decididé evaluar si el secretoma derivado de MSC
precondicionadas con DFX puede tener un efecto terapéutico, pero ahora evaluado en un modelo
animal de ND. Para esto se utilizaron ratones BKS db/db, uno de los modelos mas robustos de
DMT2 (De Gregorio, 2018). Estos animales desarrollan hiperfagia, llevandolos a un aumento
rapido y sostenido del peso corporal, dislipidemia, resistencia a la insulina e induccioén de
hiperglicemia severa a partir de la cuarta semana de vida (Campero, 2015). Ademas, se ha reportado
que a las 16 semanas de edad, estos ratones exhiben marcadores moleculares y funcionales
tempranos de la ND, similar a lo observado en pacientes humanos. En concreto, estos animales
presentan pérdida de la sensibilidad térmica y mecénica, disminucién de la velocidad de
conduccion nerviosa y disminucion de la densidad de las fibras nerviosas intraepidermales, entre
otras caracteristicas (De Gregorio, 2018). Por ello, el raton BKS db/db es un excelente modelo para

determinar si el secretoma derivado de MSC logra prevenir la pérdida de neuronas sensitivas en
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los DRGs como también disminuir la muerte de células de Schwann en los nervios periféricos, y
si este efecto puede ser potenciado al utilizar secretoma de MSC precondicionadas con DFX.

Con estos antecedentes se formula la siguiente hipdtesis:
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HIPOTESIS

La administracion sistémica de secretoma derivado de células madre mesenquimaticas
precondicionadas con deferoxamina, reduce la degeneracion axonal, la apoptosis de neuronas y
células de Schwann y la pérdida de mielina en nervio cidtico, junto con estimular la regeneracion

axonal en el modelo animal de neuropatia diabética BKS db/db.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la administraciéon sistémica de secretoma derivado de células madre
mesenquimaticas precondicionadas con deferoxamina, reduce la degeneracion axonal, la apoptosis
de neuronas y células de Schwann y la pérdida de mielina en nervio ciatico, junto con estimular la

regeneracion axonal en el modelo animal de neuropatia diabética BKS db/db.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar si la administracion sistémica de secretoma derivado de células madre
mesenquimaticas, sometidas o no a estimulo de precondicionamiento, reduce la
degeneracion axonal, la apoptosis de neuronas y células de Schwann y la pérdida de mielina
en el nervio ciatico de animales BKS db/db, comparado con animales BKS db/db tratados

con vehiculo.

e Determinar si la administracion sistémica de secretoma derivado de células madre
mesenquimaticas, sometidas o no a un estimulo de precondicionamiento, mejora la
capacidad regenerativa en neuronas de los ganglios de la raiz dorsal de animales BKS

db/db, en comparaciéon con animales BKS db/db tratados con vehiculo.
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LISTA DE REACTIVOS Y ANIMALES

Anticuerpos

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia

Anticuerpo Especie Dilucion Catalogo Marca
3-tubulina Raton 1:150 #tu-20 Santa Cruz Biotechnology
Alexa Fluor 488 | Anti-Raton 1:400 4408 Cell Signaling

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en inmunofenotipificacion de MSC

Anticuerpo Especie Dilucién Clon Marca
CD29-FITC Humano 1:100 TS2/16 eBioscience
CDI13-FITC Humano 1:100 WM-15 eBioscience
CD105-PE Humano 1:100 SN6 eBioscience
CD73-PE Humano 1:100 AD2 eBioscience
CD90-PE Humano 1:100 SE10 eBioscience
CD235a-APC Humano 1:100 HIR2 eBioscience
CD31-APC Humano 1:100 WM-59 eBioscience
CD45-APC Humano 1:100 2D1 eBioscience

Otros compuestos

Tabla 3. Compuestos utilizados y sus caracteristicas se resumen en la tabla 3

Compuesto Marca Catalogo Concentracion uso
Albtumina sérica bovina | Sigma-Aldrich A7906 5% p/v
Alfa-MEM Gibco 22561 1x
Alizarin- red Sigma-Aldrich AS5533 0,1 mg/ml
AraC Sigma-Aldrich C1768 50 mg/ml
Colagenasa tipo | Gibco 17018 0,5% p/v
Collagenasa tipo 11 Gibco 17101 3 mg/ml
DAPI Invitrogen D1306 2 pg/ml
Deferoxamina Sigma-Aldrich D9533 400 uM
DMEM/F12 Gibco 11320082 1x
DNAsa Invitrogen 18068015 1 unidad por ug de RNA
Gentamicina Laboratorio | -—--—---- 0,16 mg/ml
Sanderson
N2 Gibco 10502048 1x
NGF Alamone Labs N-100 10 ng/ml
Oil-red O Sigma-Aldrich 00625 0,1 mg/ml
Paraformaldehido Merck 30525-89 4% p/v
Poli-D lisina Sigma-Aldrich P0899 1x
Tripsina Gibco 25200072 0,25% v/v
Triton X-100 Sigma-Aldrich T8787 0,2% v/v
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Trizol Invitrogen 15596026 1 ml por muestra

Sevofluorano Abbot | e 3% (inhalatorio)

Suero fetal bovino Invitrogen 26140079 10% v/v
Animales

Los ratones (BKS.Cg-Dock7~+/+ Lepr#/J) hembras homocigotas (db/db) y heterocigotas (db/+)
fueron obtenidos del Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad del Desarrollo. El
manejo y los procedimientos experimentales en animales durante este trabajo se realizaron de
acuerdo con los protocolos de CICUAL correspondientes a la Facultad de Medicina de la

Universidad del Desarrollo.
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METODOS
Aislamiento de MSC

Las MSC se aislaron desde tejido adiposo subcutdneo humano extraido desde la regién abdominal
en liposucciones cosméticas realizadas en Clinica Alemana, luego de la firma del consentimiento
informado a 4 donantes. Para el aislamiento de las MSC, se lavaron alicuotas de 200 mL de grasa
con solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) y se cortaron en trozos pequefios. Luego se digirié
con 3 mg/mL de colagenasa tipo II (Gibco, Grand Island, NY) en PBS a 37°C durante 30 minutos.
Luego, la mezcla se centrifug6 a 400 g durante 10 minutos para eliminar los adipocitos flotantes.
Los sedimentos se resuspendieron en medio esencial minimo a-MEM (Gibco, Auckland, Nueva
Zelanda) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% y gentamicina 0,16 mg/mL
(Laboratorio Sanderson, Santiago, Chile). Las células se colocaron en placas a una densidad de
7000 células/cm? y se cultivaron a 37°C en una atmosfera de CO al 5%. Cuando las células
alcanzaron una confluencia del 90%, se despegaron con tripsina al 0,25%, EDTA 2,65 mM (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), se centrifugaron y se subcultivaron a una densidad de 7000 células/cm?.
Después de dos subcultivos, las células se caracterizaron de acuerdo con su potencial de
diferenciacion adipogénica y osteogénica. Para evaluar el potencial adipogénico, los cultivos se
trataron durante 15 dias con el medio de induccion adipogénica y se tifieron con Oil Red-O (Sigma-
Aldrich). Para evaluar el potencial osteogénico, los cultivos se trataron por 21 dias con medio de
diferenciacion osteogénica, se fijaron con etanol al 10 % y se tifieron con Alizarin Red-S (Sigma-
Aldrich) como se describi6 previamente (Oses, 2017). Finalmente, se realizd6 una
inmunofenotipificacion mediante andlisis de citometria de flujo. Para ello se realizd una
inmunomarcacién con anticuerpos monoclonales contra putativos marcadores MSC humanos:
CD29 (conjugado con FITC), CD13 (conjugado con FITC), CD105 (conjugado con PE), CD73
(conjugado con PE) y CD90 (conjugado con PE) y para marcadores caracteristicos de otros linajes
celulares: CD235a (conjugado con APC), CD31 (conjugado con APC), y CD45 (conjugado con

APC), de acuerdo con lo descrito previamente en Oses, 2017.

Extraccion del secretoma de MSC vy precondicionamiento

Las MSC en pasaje 3 se sometieron a un estimulo de precondicionamiento in vitro mediante
incubacion con una concentracion de 400 pM de deferoxamina (DFX) durante 48 horas, con el fin

de aumentar la secrecion de moléculas relevantes para el tratamiento de la ND (Oses, 2017). Por
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otro lado, las MSC sin precondicionar se mantuvieron en medio suplementado con vehiculo (suero
salino) por 48 horas. Se purific6 el secretoma de las MSC precondicionadas o no precondicionadas,
mediante la recoleccion de los medios de cultivos y concentracion mediante centrifugacion en
filtros Amicon de tamafio de corte de 3 kDa, luego se lavd con 2 volumenes de PBS a fin de eliminar
la DFX presente, y se concentr6 su volumen inicial en 30 veces. Los secretomas se almacenaron a

-80°C hasta su utilizacion.

Modelo animal

Se utilizaron ratones transgénicos hembras BKS.Cg-Dock7~+/+ Lepr+/J homocigotos (BKS db/db;
modelo animal de T2DM) y heterocigotos (BKS db/+; animales control sano). Este modelo animal
presenta una mutacion en el gen que codifica para el receptor de leptina. Los animales con la
mutacion en la forma homocigoética (BKS db/db) desarrollan hiperfagia, lo que lleva a un aumento
rapido y sostenido del peso corporal, dislipidemia, resistencia a la insulina e induccioén de
hiperglicemia severa después de la cuarta semana de vida (Campero, 2015). Por otro lado, los
animales con la mutacion en la forma heterocigética (BKS db/+) tienen un fenotipo normal
(Campero, 2015; De Gregorio, 2018). Los animales se mantuvieron a temperatura y humedad
constantes, con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas, con acceso libre a alimento estandar y al
agua. Se utilizaron ratones hembras ya que desarrollan la enfermedad de forma mas lenta, y
raramente se descompensan, lo que permite que sean un modelo més estable para poder observar

complicaciones a largo plazo asociadas a la DM.

Medicion de la glicemia v peso

Se realiz6 la medicion del peso mediante balanza y de la glicemia en sangre utilizando el sistema
Accu-Chek Performance (Roche) cada 2 semanas, desde de la semana 14 de edad en adelante.
Ambas mediciones se realizaron a las 9 AM. Para este estudio, s6lo se consideraron como
diabéticos los animales que presentaron una glicemia mayor a 300 mg/dL y un peso corporal >50g

a las 18 semanas de edad.

Administracion del secretoma

Se llevo a cabo la administracion sistémica del secretoma en animales de 18 semanas de edad,

cuando la ND ya estaba establecida (De Gregorio, 2018). Los ratones BKS db/db (raton diabético)
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se dividieron en 3 grupos en forma aleatoria: al primer grupo se le administr6 el vehiculo (suero
fisioldgico), el segundo grupo recibio el secretoma derivado de MSC sin precondicionamiento y el
tercer grupo recibio el secretoma derivado de MSC sometidas al estimulo de precondicionamiento
in vitro. A los ratones BKS db/+ (raton no diabético) se les administré vehiculo (suero fisiologico).
Cada dosis consistio en 50 ul de secretoma concentrado a partir del medio de cultivo de 1x10°MSC
(25 pg de proteinas totales, determinadas mediante kit de cuantificacion de proteinas BCA kit).
Los secretomas o vehiculo se administraron de forma sistémica por la vena de la cola previa
anestesia del animal con sevofluorano inhalatorio. El tratamiento se repitié cada 2 semanas hasta
la 24° semana de edad (4 dosis en total). Para cada analisis se usaron de 5 a 6 animales por grupo

experimental (N= 5-6).

Extraccion de ganglios de la raiz dorsal (DRGS) v nervio ciatico

En la semana 26 de edad, los animales se anestesiaron con tiopental sédico y se sometieron a
eutanasia mediante dislocacion cervical. Se extrajeron los 2 nervios cidticos de cada animal, se
lavaron con suero fisioldgico, uno fue fijado en paraformaldehido al 4% (en PBS), y el otro fue
congelado en nitrégeno liquido y almacenado a -80°C. Para extraer los DRGs, se aisl6 la columna
vertebral completa, y los ganglios fueron obtenidos especificamente de las vértebras lumbares L3-
L4-L5, equivalentes al origen del nervio cidtico. Una vez obtenidos, se les corto los restos de nervio
y meninge, y se lavaron con solucion salina. Posteriormente, los DRGs que se utilizaron para el
andlisis de TUNEL fueron fijados en paraformaldehido al 4%, o mantenidos en hielo hasta realizar

el cultivo celular.

Evaluacion de la estructura del nervio ciatico

La estructura del nervio ciatico se analiz6 en cortes semifinos (1um) de la zona distal del nervio
ciatico tefiiddos con azul de toluidina. Las muestras se analizaron mediante microscopia de campo
claro. Se analiz¢ la frecuencia de cada uno de los tipos de fibras presentes en el nervio (Campero
et al, 2015).

Para la visualizacion de la ultraestructura del nervio ciatico, se analizaron cortes ultrafinos (60 nm)
de la zona distal del nervio cidtico. Se obtuvieron imagenes a través de microscopia electronica
(Servicio de Microscopia, Pontificia Universidad Catélica de Chile), en las cuales se determind el

radio G mediante el programa Image J (NIH, USA).
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Evaluacion de la desmielinacion en el nervio ciatico

Se determind la desmielinacion en la zona distal del nervio ciatico evaluando la expresion de genes
relacionados con la demielinizacion. Se determiné expresion del receptor de NGF, MBP, PMP22,
MPZ y S100B mediante RT-qPCR. Los partidores utilizados fueron:

NGF 5’-AATCGG CTCACAAGGGATTCA-3 | 5’>-TCCTCCCAGCTTAAAGATTTTGG-3’
MBP 5’-TCACAGCGATCCAAGTACCTG-3’ 5’-CCCCTGTCACCGCTAAAGAA-3’

PMP22 | 5CATCGCGGTGCTAGTGTTG-3’ S’AAGGCGGATGTGGTACAGTTC-3’
MPZ 5S’CGGACAGGGAAATCTATGGTGC-3° | 5>-TGGTAGCGCCAGGTAAAAGAG-3’
S1008 | S>-TGGTTGCCCTCATTGATGTCT-3’ 5’-CCCATCCCCATCTTCGTCC-3’

El RNA total del nervio ciatico se extrajo utilizando TRIzol, luego se realiz6 un tratamiento con
DNAsa, para degradar restos de DNA contaminante. A continuacion, se realizO una
retrotranscripcion para obtener el cDNA y finalmente se realizo PRC de tiempo real a partir de
50ng de cDNA utilizando el kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green (Roche) en un
termocyclador LightCycler 1.5. La expresion de cada gen fue normalizada en comparacion a la

expresion del gen de referencia B-actina utilizando el método AACT (Oses, 2017).

Ensavo de TUNEL

Se evalu6 el nimero de células apoptdticas en muetras de DRGs y nervio ciatico (zona distal)
fijadas en 4% de formaldehido, utilizando el kit DeadEndTM (Promega) de acuerdo con las
indicaciones del frabricante. Los nucleos fueron contra-tefiidos con DAPI y las muestras fueron
analizadas por microscopia confocal. Para este estudio se fotografio el segmento distal completo
del nervio ciatico, incluyendo al menos 20 campos por nervio (de aproximadamente 400um? cada

uno).

Cultivo de neuronas de DRGs

Los DRGs se trataron con tripsina 0,625% en HBSS (sin iones divalentes) a 37°C durante 25
minutos, y luego con colagenasa tipo I 0,5% en HBSS (con Ca*? y Mg*?) a 37°C durante 25
minutos. Luego, los DRGs se disociaron utilizando pipetas Pasteur de diferentes calibres, y se
sembro el cultivo en placas previamente tratadas con poli-D-lisina (Sigma-Aldrich). Se ocup6
DMEM F12 (Gibco) suplementado con N2+AraC (Sigma-Aldrich), y penicilina con

estreptomicina como medio de cultivo. Se realizé un cambio de medio a las 24 horas, y finalmente
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las neuronas se fijaron a las 48 horas de cultivo. Para la fijacion, se utilizo PFA al 4% sacarosa al

4% en PBS.

Evaluacion de la regeneracion de neuritas en neuronas de DRGs

Se realiz6 inmunofluorescencia de la proteina B3-tubulina en los cultivos de DRGs para poder
visualizar especificamente las neuronas, con su morfologia completa. Las células se
permeabilizaron con Tritén X-100 al 0,2% (Sigma-Aldrich) y se bloquearon con albimina sérica
bovina al 5% (Sigma-Aldrich) en PBS. Luego se incubaron con el anticuerpo primario anti 3-
tubulina (1:100; Santa Cruz) y se utiliz6 como anticuerpo secundario anti-mouse Alexafluor 488,
1:400. Los nucleos se tifieron con DAPI, 1:500 en PBS. Los cubreobjetos se montaron en medio
de montaje fluorsave (Merck-Milipore). Las muestras se analizaron mediante microscopia
confocal. Las imagenes obtenidas se sometieron al andlisis de Sholl (Sholl, 1953) en el programa

Image J (NIH, USA) para evaluar el largo y la ramificacién neuronal.

Tratamiento in vitro de neuronas de DRGs con secretoma

Los cultivos neuronales se realizaron a partir de DRGs de animales diabéticos de 26 semanas, los
cuales recibieron tratamiento con vehiculo. Los DRGs se trataron con tripsina 0,625% en HBSS
(sin iones divalentes) a 37°C durante 25 minutos y luego con colagenasa tipo 1 0,5% en HBSS (con
iones divalentes) a 37°C durante 25 minutos. Luego, los DRGs se disociaron utilizando pipetas
Pasteur de diferentes calibres y se sembro el cultivo en placas con poli-D-lisina. Se ocupé DMEM
F12, suplementado con N2 +AraC y penicilina con estreptomicina como medio de cultivo. Junto
con el medio de cultivo, se agregd diluciones del secretoma, ya sea obtenido de MSC
precondicionadas con DFX o no precondicionadas a una concentracion de 1:30 (secretoma
derivado de una MSC por cada 30 neuronas en cultivo); o de 1:300 (secretoma derivado de una
MSC por cada 300 neuronas en cultivo). Adicionalmente, se utilizdo 10 ng/ml de NGF (Alamone
Labs) como control positivo y PBS como control negativo. Finalmente, se evalu6 la capacidad de

regeneracion de las neuronas a través del analisis de Soll descrito anteriormente (Sholl, 1953).

Analisis estadistico

Todos los datos son presentados como el promedio + S.E.M de al menos cuatro experimentos

independientes. La progresion del peso y la glicemia se analizaron a través de ANOVA de
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mediciones repetidas. Las diferencias en los otros parametros se evaluaron mediante analisis de
ANOVA de una via. Se continu6 el andlisis con la prueba de Tukey para comparar los efectos de
las distintas condiciones en los diferentes parametros estudiados. El nivel de significancia
establecido fue de p<0,05. Se utilizo6 el software GraphPad Prism 8.0 (La Jolla, CA, USA) para los

analisis estadisticos.
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RESULTADOS

Medicion de glucosa en sangre v peso corporal

Para este estudio, se midieron los niveles de glucosa en sangre en ayunas usando un glucometro.
Las muestras de sangre se obtuvieron cada dos semanas (de 14 a 26 semanas) de la cola de
animales, mientras que para las mediciones de peso se utilizé una balanza convencional.

Se puede observar que los animales BKS db/+ (animales sanos) presentaron una glucosa plasmatica
en ayuna cercana a los 150 mg/dL (Fig. 3A) y un peso corporal cercano a los 20 gramos (Fig. 3B)
que se mantuvieron en el tiempo. Por el contrario, los animales BKS db/db (modelo DMT?2),
presentaron valores elevados de glucosa plasmatica, cercano a los 400 mg/dL y con tendencia al
alza en las siguientes semanas (Fig. 3A). De igual modo, los animales diabéticos presentaron un
peso mayor a 50 gramos (Fig. 3B). En cuanto a la administracion tanto de secretoma (derivado de
MSC precondicionadas o no precondicionadas) como de vehiculo, estos no tuvieron ningun efecto

en los niveles de glucosa sanguinea ni tampoco en la ganancia de peso corporal.
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Figura 3. Evaluacion de niveles de glucosa en sangre y peso corporal de animales diabéticos y no diabéticos.

(A) Los niveles de glucosa en sangre se evaluaron cada dos semanas usando un glucémetro. (B) El peso corporal se evalu6 cada
dos semanas. Los datos son presentados como el promedio = SEM (n = 20 por grupo experimental, ANOVA mediciones
repetidas).
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Distribucion del tamano de las fibras nerviosas en nervio ciatico.

Se ha reportado anteriormente que, tanto en humanos como en modelos animales, la ND altera la
morfologia de las fibras nerviosas de los nervios periféricos, induciendo la pérdida de las fibras de
mayor diametro, lo que se traduce en una disminucion de la velocidad de conduccion sensitiva y
motora (Campero, 2015). Para poder analizar si el secretoma de MSC logra evitar alteraciones en
las fibras nerviosas periféricas, se obtuvieron secciones semifinas del nervio cidtico, las cuales se
tifleron con azul de toluidina para visualizar la mielina, y se evalu¢ la distribucion del tamafo de
las fibras nerviosas. Los resultados indican que el nervio ciatico de los animales diabéticos tratados
con vehiculo presenta una reduccion significativa en el porcentaje de las fibras de mayor didmetro
(>12 um de diametro) en comparacion con los animales sanos tratados con vehiculo (Fig. 4A y B).
Mientras que, en los animales tratados tanto con secretoma derivado de MSC no precondicionadas
como los tratados con secretoma derivado de MSC precondicionadas con DFX, se puede observar
que las fibras de mayor diametro (>12 um de didmetro) no presentan diferencias significativas
respecto a los animales sanos. Este resultado sugiere que la administracion de secretoma de MSC
evita completamente la pérdida de las fibras de mayor didmetro, y no afecta la proporcion de otros
tipos de fibras (< 12 um de didmetro), al compararlos con ratones diabéticos tratados con el

vehiculo (Fig. 4A y B).
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Figura 4: Evaluacién de la administracién de secretoma derivado de MSC sobre la distribucién del tamafio de fibras
axonales en el nervio ciatico. (A) Imagenes representativas de campo claro de secciones semifinas de nervios ciaticos, obtenidas
de ratones no diabéticos de 26 semanas de edad o ratones diabéticos de 26 semanas de edad tratados con vehiculo, secretoma de
MSC no precondicionadas o secretoma de MSC precondicionadas con DFX. Las fibras mielinizadas se tifieron con azul de
toluidina. La barra representa 50 um. (B) Histograma de distribucion de frecuencia de las fibras mielinizadas. Los datos
cuantitativos se presentan como promedio = S.E.M. * indica diferencias significativas con el grupo diabéticos tratados con
vehiculo (n=6, ANOVA de una via con post-test de Tukey).
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Adicionalmente se cuantifico la densidad de fibras por area de nervio, junto con el promedio del
diametro de las fibras en los diferentes grupos experimentales. En ambos casos, no se obtuvieron
diferencias significativas entre los grupos analizados (Fig. 5A y 5B). En su conjunto, estos datos
sugieren que la hiperglicemia cronica afecta una poblacion especifica de las fibras (>12 um de

diametro) en este estadio de la enfermedad.
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Figura 5: Numero de fibras por area y promedio del diametro de las fibras en el nervio ciatico. (A) Cuantificacion del promedio
del numero de fibras en el nervio ciatico teflidas con azul de toluidina normalizadas por el area total cuantificada. (B) Cuantificacion
del didmetro promedio de las fibras del nervio ciatico. Los datos se presentan como el promedio = S.E.M. n.s indica que no existen
diferencias significativas entre los grupos (n=6, ANOVA de una via con post-test de Tukey).

Ultraestructura del nervio ciatico v determinacion del radio G.

Previamente, se ha descrito una pérdida de mielina y un aumento en la apoptosis de las células de
Schwann en el nervio cidtico en modelos animales de ND (Naruse, 2019). Para poder evaluar si la
administracién del secretoma derivado de MSC logra prevenir estas alteraciones, se evaluaron
secciones del nervio cidtico de los diferentes grupos experimentales a nivel ultraestructural. A
través de microscopia electronica fue posible evaluar el grosor de la capa de mielina en los axones
mielinizados, a partir de la obtencion del radio G (relacion didmetro axén / diametro de fibra
nerviosa) (Waxman, 1972). Como se muestra en los graficos de la figura 6B, el radio G no se vio
afectado significativamente en fibras grandes (>6 um de diametro), ya que en todos los grupos

experimentales el valor del radio G obtenido bordea los 0.6, valor considerado no patoldégico. Por
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otro lado, el radio G en las fibras pequefias (<6 um diametro) de animales diabéticos tratados con
vehiculo resultd significativamente mayor en comparacion con los animales no diabéticos tratados
con vehiculo, lo que indica un estado de desmielinizacion en los animales diabéticos. En cuanto al
tratamiento, ambos secretomas lograron evitar el incremento en el radio G, lo que se traduce en
una ausencia de desmielinizacion en dichas fibras (Figura 6A y 6B). Adicionalmente, en nuestro
andlisis ultraestructural encontramos defectos en las fibras mielinicas de los animales diabéticos
tratados con vehiculo, incluyendo la pérdida de la compactacion de la vaina de mielina (fibras con
asteriscos) y la retraccion del axén desde la vaina de mielina (flechas negras, Figura 6 A) en
comparacion a los animales sanos. Estos defectos fueron revertidos mayoritariamente por el

tratamiento con ambos secretomas.
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Figura 6: Radio G de las fibras mielinizadas del nervio cidtico. (A) Iméagenes representativas de microscopia electronica de secciones
ultrafinas de nervio citico. La barra representa 2 pm. * indica pérdida de la compactacion de la vaina de mielina, flechas indican retraccion
del axo6n desde la vaina de mielina (B) A la izquierda se muestra la distribucion del radio G de las fibras mielinizadas pequefias y en el
lado derecho de las fibras mielinizadas grandes del nervio ciatico. Se muestra el promedio = S.E.M (n=4, 30 radios G fueron determinados
por animal, un total de 120 radios G por condicion, ANOVA de una via con post-test de Tukey, * p<0.05).

Niveles de expresion de genes relacionados con desmielinizacion en nervio ciatico

A pesar de que la ND no es considerada una patologia desmielinizante, se ha reportado pérdida de
mielina en etapas avanzadas de la enfermedad y en casos de ND muy agresivas (Evangelista, 2018).
A nivel de ultraestructura del nervio ciatico, los animales diabéticos tratados con vehiculo

presentaron cambios significativos en el radio G en comparacion con animales sanos tratados con
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vehiculo. Por esta razon, se quiso evaluar la expresion de genes estructurales de la mielina (como
PMP22, MBP y MPZ), para poder corroborar una posible desmielinizaciéon. También se evalud la
expresion del gen marcador de células de Schwann S100B, y el receptor de NGF (p75N6tR), usado
como marcador de lesion axonal. Nuestros resultados muestran que sélo existen cambios
significativos en la expresion del gen S100B al comparar los animales diabéticos tratados con
vehiculo frente a los animales sanos tratados con vehiculo. Interesantemente, se observa una
recuperacion parcial en la expresion de S100B en los animales diabéticos tratados con secretoma
de MSC precondicionadas con DFX, no asi en los tratados con secretoma de MSC no

precondicionadas (Fig.7).
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Figura 7: Determinaciéon de niveles de expresién de marcadores de desmielinizaciéon y de células de Schwann en nervio
ciatico. Cuantificacion de los niveles de mARN de PMP22, MBP, MPZ, S100B8 y NGFR en nervios ciaticos de las diferentes
condiciones experimentales mediante RT-qPCR. Los datos fueron normalizados contra la expresion del gen constitutivo -actina.
Los datos son presentados como el promedio = S.E.M. (n=6, ANOVA de una via con Tukey después de la prueba). * Indica
diferencias significativas en comparacion con los animales no diabéticos tratados con vehiculo. # Indica diferencias significativas
en comparacion con los animales diabéticos tratados con vehiculo.

Determinacion del porcentaje de células TUNEL+ en el nervio ciatico v en los DRGs

Se ha descrito que, debido a la alta densidad mitocondrial en neuronas y células de Schwann, estas

células se ven afectadas tempranamente por el microambiente oxidativo presente en la DM, lo que
resulta en un aumento de la tasa apoptotica (Kalichman, 1998). Para evaluar este parametro, se

realiz6 el ensayo TUNEL en muestras de DRGs y nervio ciatico obtenidos de ratones diabéticos y
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no diabéticos y se cuantificéd el nimero de células TUNEL+. Como era de esperar, observamos que
los ratones diabéticos tratados con vehiculo tuvieron un aumento significativo en el numero de
células apoptdticas en ambas estructuras en comparacion con los ratones no diabéticos de la misma
edad (Figura 8A-D). La administracion de secretoma derivado de MSC precondicionadas o no
precondicionadas redujo significativamente el nimero de células apoptdticas en DRGs y nervio

ciatico (Figura 8A-D).
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Figura 8: Determinacién de células TUNEL + en DRGs y nervio ciatico (A-B) Imagenes representativas de microscopia confocal
mostrando las células TUNEL+ en DRG (A) y nervios ciaticos (B), obtenidos de ratones no diabéticos y diabéticos tratados con
vehiculo, secretoma derivado de MSC no precondicionadas, o secretoma derivado de MSC precondicionadas con DFX. Los nucleos
se tifieron con DAPI. Las flechas blancas indican las células TUNEL®. La barra representa 50 pm. (C-D) Cuantificacion de células
TUNEL" en DRG (C) y nervios ciaticos (D). Los datos se presentan como promedio de células TUNEL" + S.E.M. (n = 6, ANOVA
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Regeneracion de neuritas en cultivos primarios de neuronas de los DRGs

Existen evidencias clinicas y experimentales que indican que la regeneracion axonal en pacientes
con ND estd altamente alterada (Sango, 2017; Britland, 1990). Para evaluar la contribucion del
tratamiento de secretoma derivado de MSC en animales diabéticos sobre la respuesta regenerativa
en neuronas sensoriales, se obtuvieron neuronas de los DRGs (L3-L5, ganglios que conforman el
nervio ciatico en ratones) de ratones diabéticos tratados con secretoma derivado de MSC
precondicionadas, tratados con secretoma derivado de MSC no precondicionadas, tratados con
vehiculo y animales sanos, y se sembraron en placas de cultivo para analizar su neuritogénesis,
como un sistema simplificado para estudiar la regeneracion axonal (Melli, 2010). Después de 40
horas en cultivo en ausencia de factores de crecimiento y SFB, las neuronas de DRGs se fijaron y
se tifieron con el marcador neuronal especifico f3-tubulina, y luego se evalu6 la regeneracion de
neuritas mediante un analisis de Sholl

Observamos que las neuronas de DRGs obtenidas de ratones diabéticos tratados con vehiculo
mostraron una longitud y ramificacion de neuritas reducidas en comparacion con las neuronas de
ratones no diabéticos, como se observa en el analisis del radio maximo derivado del analisis de
Sholl, y el nimero de intersecciones por neurona, que dan cuenta de pardmetros asociados a la
longitud neuritica méxima y la ramificacion neuritica, respectivamente (Figura 9, B-D).
Importantemente, ambos secretomas derivados de MSC no precondicionadas y de MSC
precondicionadas con DFX revirtieron completamente el fenotipo de regeneracion deteriorado

asociado a la condicién diabética (Figura 9, A-D).
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Figura 9: Evaluacién del efecto de la administracion de secretoma de MSC sobre la regeneracion de neuritas de neuronas
de DRGs. (A) Imagenes binarias (marca de 3-tubulina) representativas de neuronas de DRGs derivadas de ratones no diabéticos
y diabéticos tratados con vehiculo, secretoma derivado de MSC no precondicionadas o secretoma derivado de MSC
precondicionadas con DFX cultivadas in vitro. La barra representa 50 um. (B) Imagen representativa de analisis de Sholl de
neuronas (desviacion estandar no se muestra). (C) Cuantificacion de radio maximo derivado del andlisis de Sholl. (D)
Quantificacion del nimero de intersecciones por neurona derivadas del analisis de Sholl. *Indica diferencias significativas en
comparacion con la condiciéon no diabética tratada con vehiculo, # indica diferencias significativas en comparacion con la
condicion diabética tratada con vehiculo (n=4 cultivos diferentes, 120 neuronas totales analizadas por condicion, ANOVA una
via con prueba posterior de Tukey).

Efecto del tratamiento in vitro de secretoma derivado de MSC en cultivos neuronales de

DRGs derivados de animales diabéticos.

A continuacion, para poder evaluar si el secretoma tiene un efecto directo sobre la regeneracion
neuritica en neuronas de animales diabéticos (efecto autonomo celular), realizamos cultivos
neuronales de DRG obtenidos de animales diabéticos de 26 semanas de edad sin ninglin
tratamiento, para luego tratarlos in vitro con vehiculo o con ambos secretomas en dos
concentraciones. Como control positivo de regeneracion neuritica utilizamos NGF, el cual ha sido

ampliamente descrito como agente neuritogénico en neuronas de sistema nervioso central y
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periférico (Powers, 1999). Luego de realizar inmunofluorescencias contra 3-tubulina, pudimos
observar que, en las neuronas de animales diabéticos tratadas con vehiculo, existe una regeneracion
neuritica disminuida en comparacién con animales tratados con ambos secretomas (Figura 10A-
D). En los analisis de Sholl se puede observar que el tratamiento in vitro con secretoma derivado
de MSC no precondicionadas logra un mayor efecto en la dilucién 1:300 (secretoma derivado de
una MSC por cada 300 neuronas en cultivo) en cuanto al radio maximo alcanzado (Figura 10C).
En el caso del nimero de intersecciones por neurona, ambas diluciones del secretoma generaron
un efecto similar (Figura 10D). En cuanto al tratamiento in vitro con secretoma derivado de MSC
precondicionadas con DFX, se pudo observar que el radio méximo alcanzado por las neuronas
también es mayor en la dilucion 1:300 (Figura 11C) y el nimero de intersecciones es mayor con la

dilucion 1:300 del secretoma (Figura 11D).
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Figura 10: Evaluacion del tratamiento in vitro con secretoma derivado de MSC no precondicionadas en cultivos neuronales
de DRGs derivados de animales diabéticos sin tratamiento previo. (A) Imagenes representativas de neuronas de DRGs derivadas
de ratones diabéticos de 26 semanas, tratadas in vitro con secretoma de MSCs no precondicionadas en diluciones 1:30 y 1:300. (B)
Imagen representativa del analisis de Sholl de neuronas de ratones diabéticos tratadas in vitro con secretoma de MSC no
precondicionadas (error estandar no se muestra para simplificar la figura). (C) Cuantificacion del radio maximo derivado del andlisis
de Sholl. (D) Cuantificacion del niimero de intersecciones por neurona derivadas del analisis de Sholl. (n=4 cultivos diferentes, 90
neuronas totales analizadas por condicion, ANOVA una via con prueba posterior de Tukey, * indica diferencias significativas en
comparacion con diabéticos tratados con vehiculo. Grupo de diabéticos tratados con NGF no se considero en los analisis estadisticos).
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Figura 11: Evaluacién del tratamiento in vifro con secretoma derivado de MSC precondicionadas con DFX en cultivos
neuronales de DRGs derivados de animales diabéticos sin tratamiento previo. (A) Iméagenes representativas de neuronas de
DRGs derivadas de ratones diabéticos de 26 semanas, tratadas in vitro con secretoma de MSC precondicionadas con DFX en
diluciones 1:30 y 1:300. (B) Imagen representativa del analisis de Sholl de neuronas de ratones diabéticos tratadas in vitro con
secretoma derivado de MSC precondicionadas con DFX (error estandar no se muestra para simplificar la figura). (C) Cuantificacion
del radio maximo derivado del analisis de Sholl. (D) Numero de intersecciones por neurona derivadas del analisis de Sholl. (n=4
cultivos diferentes, 90 neuronas totales analizadas por condiciéon, ANOVA una via con prueba posterior de Tukey * indica
diferencias significativas en comparacion con diabéticos tratados con vehiculo. Grupo de diabéticos tratados con NGF no se
considero en los analisis estadisticos).
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DISCUSION

La ND se ha descrito como una complicacion clinica de la DM que evoluciona desde alteraciones
funcionales en las primeras fases de la enfermedad hasta cambios estructurales e histologicos en
etapas avanzadas (Boucek, 2006). En este trabajo se probd si la administracion sistémica de
secretoma de MSC no precondicionadas o precondicionadas con DFX, logra evitar la progresion
de la ND en animales que ya presentan caracteristicas de la patologia (administracion a partir de la
semana 18 de edad), enfocandonos en los principales parametros estructurales asociados a esta
enfermedad. Adicionalmente, analizamos si el tratamiento con secretomas derivados de MSC
recupera la capacidad de regeneracion de neuritas en neuronas sensitivas, uno de los defectos
funcionales mejor caracterizados de las neuronas de pacientes diabéticos y de modelos
experimentales.

Para ello se utilizé uno de los modelos animales mas robustos para el estudio de la DMT2, que
incluye entre sus caracteristicas la presencia de los principales marcadores de ND que han sido
identificados en humanos. Por ello, el animal BKS db/db se considera un modelo de gran utilidad
para poder entender los mecanismos moleculares asociados a la patologia, como también para
probar nuevos tratamientos que en un futuro podrian escalar a ser evaluados en humanos (Sullivan,
2007; De Gregorio, 2018). Por su parte, en este modelo animal, entre la semana 18 y la 26 de edad
se presentan las principales caracteristicas fisiologicas y estructurales de la ND, por lo que elegimos

esta ventana temporal para realizar el tratamiento con secretoma (De Gregorio, 2018).

Degeneracion axonal a nivel estructural en nervio ciatico

El nervio ciatico ha sido ampliamente usado como modelo para estudiar trastornos del sistema
nervioso periférico, y se ha reportado previamente tanto en pacientes (Behse, 1977) como en
modelos animales de ND (Campero 2015; De Gregorio, 2018) que existe una disminucion en las
fibras axonales de mayor tamafio (didmetro >12um) en etapas avanzadas de la enfermedad.
Interesantemente, la pérdida de estas fibras de mayor didmetro es completamente evitada cuando
los animales son tratados tanto con secretoma de MSC no precondicionadas como también en los
animales tratados con secretoma de MSC precondicionadas con DFX. Este hallazgo resulta
fisiol6gicamente relevante, ya que las fibras nerviosas de mayor didmetro son también las fibras
mas largas y se caracterizan por tener un bajo umbral eléctrico y una alta velocidad de conduccion

(Trevillion, 2010). En animales diabéticos, al existir pérdida de estas fibras, se ve afectada la
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electrofisiologia de la transmision eléctrica, siendo este uno de los factores que contribuye a la
degeneracion axonal y a la pérdida de la sensibilidad. Ademas, también se ha descrito en este
mismo modelo animal que existe un aumento en el porcentaje de fibras de menor didmetro
(Campero, 2015; De Gregorio, 2018), lo cual también fue posible observar en los animales
diabéticos tratados con vehiculo al comparar con los animales sanos. Al comparar el efecto de
ambos secretomas, se pudo observar que tanto el secretoma de MSC sin precondicionar como el
secretoma de MSC precondicionadas con DFX, lograron evitar completamente la pérdida de las
fibras grandes, no existiendo diferencias significativas entre el efecto de ambos. Al analizar la
densidad total de fibras por area (mm?), no se obtuvieron diferencias significativas entre las
diferentes condiciones experimentales. Lo que puede deberse a que las alteraciones son especificas
para las fibras grandes, las cuales constituyen s6lo un porcentaje reducido de las fibras totales.

En cuanto a la ultraestructura del nervio cidtico, en nuestros resultados pudimos detectar un valor
significativamente mayor en el radio G de fibras pequefias en animales diabéticos tratados con
vehiculo en comparacion con animales no diabéticos, esto sugiere que estas fibras pequefias estan
en un proceso de desmielinizacion/remielinizacion (Wright, 1994). De acuerdo con esto, se puede
pensar que este estadio de la enfermedad no se pueden evidenciar signos de desmielinizacion en
fibras de mayor didmetro, y quizas en un estado mas avanzado de la enfermedad si se observe
disminucioén en la capa de mielina de estas fibras, como se ha descrito en otros trabajos (Thomas,
1990). El fenémeno de desmielinizacion observado en fibras de menor didmetro indica que que las
fibras pequenas son mas susceptibles a perder proteinas de mielina en un estado de hiperglicemina.
En este sentido, previamente se ha reportado que la hiperglicemia afecta la mielinizacion en
cultivos neuronales de ratas embrionarias, retrasando las maduracion y engrosamiento de la capa
de mielina (Wright, 1994). En este caso se puede observar que la hiperglicemia también puede
afectar a axones de ratones maduros, afectando en un principio la capa de mielina de fibras

pequenas.

Niveles de expresion de genes de mielina en nervio ciatico

En modelos de DM se han reportado disminucion en la expresion de genes de mielina y marcadores
de células de Schwann, como también en la cantidad de proteinas estructurales de la mielina en
nervio ciatico (Celiknilek, 2014). En este trabajo no fue posible detectar diferencias significativas

en la expresion de los genes mas importantes para la formacion de la mielina (MBP, PMP22, MPZ)
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en el nervio cidtico de los diferentes grupos experimentales. Sin embargo, logramos detectar
cambios entre animales sanos y diabéticos en la expresion del gen que codifica para la proteina
S100B, la cual es una proteina de unidén a calcio que se expresa principalmente en células de
Schwann y atrocitos, por ello, es utilizado como marcador indirecto de desmielinizacion, por
ejemplo, para tumores periféricos de la vaina nerviosa o patologias donde se observa muerte de las
células de Schwann (Helbok, 2018; Celiknilek, 2014). Interesantemente, los niveles de mRNA de
S1008 se recuperaron parcialmente solo en el grupo experimental de animales diabéticos tratados
con secretoma derivado de MSC precondicionadas con DFX. Hubiera sido interesante medie los
niveles de proteinas de mielina en el nervio cidtico, ya que si bien no detectamos cambios en la
expresion de los genes relacionados con la mielinizacion, las proteinas podrian estar sufriendo
alteraciones que finalmente terminen en su degradacion. En este sentido, se ha reportado que
proteinas de la mielina son susceptibles a la glicacion y a la oxidacion por el aumento de ROS en
la ND, esto altera su antigenicidad, haciéndolas vulnerables al ataque de células del sistema inmune
(Tang, 2013). De esta forma, se podria explicar la disminucion en el grosor de la capa de mielina

(aumento de radio G) observado por microscopia electronica en el nervio ciatico.

Disminucion de células apoptdéticas en los DRGs y nervio ciatico

El aumento del estrés oxidativo producto de la hiperglicemia, conduce a la activacion de la via de
la poli ADP-ribosa polimerasa (PARP), que es responsable de regular la expresion de citoquinas
proinflamatorias (Vincent, 2011). Esto crea un estado inflamatorio crénico que ejerce un efecto
toxico directo sobre las neuronas y las células de Schwann, induciendo la apoptosis. Este proceso
acelera la desmielinizacion y la atrofia de las fibras nerviosas y contribuye al dolor crénico
caracteristico de los pacientes con ND (Vincent, 2011). En este estudio se pudo observar que el
porcentaje de células TUNEL+ disminuyd en los DRGs y en el nervio ciatico en los animales
tratados con secretoma de MSC precondicionadas y no prendicionadas, en comparacion con los
animales diabéticos tratados con vehiculo. Sin embargo, tampoco se logré observar una diferencia
significativa al comparar los efectos de ambos secretomas.

Debido a la metodologia utilizada, no se puede asegurar que la totalidad de las células TUNEL+
sean neuronas o cé¢lulas de Schwann. Para ello se deberia haber realizado una inmunofluorescencia
doble, marcando por ejemplo B3-tubulina para neuronas y alguna proteina de la mielina para las

células se Schwann. De esta forma se podria haber asegurado que las células TUNEL+ son
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realmente neuronas o cé¢lulas de Schwann. Incluso se podria haber identificado si alguna poblacion
neuronal estaba particularmente afectada, utilizando marcadores de subpoblaciones neuronales.
Ademas, hubiera sido util poder comprobar la muerte por apoptosis mediante un segundo ensayo,
por ejemplo, mediante activacion de caspasa 3 o visualizando degradacion del ADN de forma

escalonada mediante ensayos bioquimicos.

Regeneracion neuritica en animales tratados con secretoma de forma sistémica

Los DRGs son estructuras situadas en los agujeros intervertebrales de la columna vertebral, que
contienen los somas de las células neuronales sensoriales pseudo-unipolares que inervan los
organos periféricos, por lo que constituyen un sitio importante para observar los cambios
fisiopatologicos que conducen al dolor neuropatico (Sapunar, 2012). Las neuronas de DRGs son
uno de los componentes de sistema nervioso sensorial periférico mas vulnerable en la ND, debido
a esto, las neuronas de los DRGs cultivadas in vitro se han utilizado para estudiar el desarrollo, la
funcion y la regeneracion de las neuronas sensoriales (Kim, 2004), para ayudar en el
descubrimiento de fAirmacos y para dilucidar los mecanismos subyacentes a los trastornos nerviosos
periféricos, como en el caso de la ND (Gumy, 2008). Es importante destacar que las neuronas
sensoriales cultivadas in vitro conservan fielmente las caracteristicas de las neuronas in vivo y
reflejan la poblacion diversa de células del DRG en el momento de la diseccion (Baccaglini, 1983).
Los cultivos primarios de neuronas de los DGRs de roedores son ampliamente utilizados para el
estudio de la ND, estos cultivos pueden realizarse desde modelos animales en estadios
embrionarios e inducir un estrés incubandolos con una alta concentracion de glucosa o aislarse
desde un modelo de animal diabético adulto, como en este trabajo. En este caso, los cultivos de
neuronas fueron ocupados como modelo de regeneracion neuritica, ya que al extraer los DRGs, se
cortan sus ramas axonales, por lo que todas las neuritas crecen de novo en el pocillo de cultivo.
Para evitar sesgos en los tratamientos utilizados, las neuronas fueron cultivadas en ausencia de
factores de crecimiento. Debido a que a las 72 horas comienzan a formarse redes neuronales y es
mas dificil identificar la morfologia de neuronas individuales, decidimos analizar la morfologia a
las 48 horas de cultivo.

En los cultivos se ocupd AraC como inhibidor de la mitosis para disminuir la presencia de células

no neuronales, pero, aun asi, en los cultivos existe presencia de otros tipos celulares como
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fibroblastos y células de Schwann. Sin embargo, el uso de 3-tubulina, nos permitidé hacer el
andlisis centrandonos solo en neuronas.

El analisis de Sholl es un método de andlisis cuantitativo comunmente utilizado en estudios
neuronales para analizar diversas caracteristicas morfoldgicas de una neurona a partir de imagenes
de microscopia (Sholl, 1953). En este estudio, utilizamos este método para determinar el nimero
de intersecciones con los anillos del Sholl, como un método de cuantificar la arborizacion neuritica,
y ademas identificamos el radio de Sholl mas externo alcanzado por cada neurona, como una
medida indirecta de la longitud neuritica maxima.

De acuerdo con lo observado en los cultivos de neuronas de los DRGs, podemos afirmar que las
neuronas de animales diabéticos tienen afectada la regeneracion de neuritas y que ambos
secretomas lograron recuperar de forma similar el radio maximo y el total de la suma de
intersecciones. Nuevamente, no se observa un efecto potenciado del secretoma de MSC

precondicionadas con DFX respecto al secretoma de MSC sin precondicionar.

Tratamiento in vitro con secretoma en cultivos neuronales de animales diabéticos

Por ultimo, para entender si el efecto del secretoma sobre los DRGs es autonomo celular,
realizamos el tratamiento con secretoma in vitro en cultivos de neuronas de los DRGs de animales
diabéticos no tratados. Al comparar los cultivos neuronales de los tratamientos con secretoma in
vivo e in vitro, se puede apreciar que en general el efecto logrado por el secretoma administrado in
vivo es mas potente que el observado al administrar el secretoma in vifro ya que las primeras
alcanzan un radio maximo y un nimero de intersecciones mayor al que se observa con el
tratamiento a las neuronas con secretoma in vitro, por lo que se puede postular que el efecto en la
mejora de la regeneracion de neuritas logrado por el secretoma es tanto directo como indirecto. De
esta forma, el secretoma tendria un efecto directo sobre las neuronas de los DRG, pero también
podria actuar sobre células que dan soporte a estas, como, por ejemplo, sobre las células de
Schwann.

Por otra parte, en ambos secretomas se logra una tendencia a un mayor efecto en la dilucion 1:300
(secretoma derivado de 1 MSC para 300 neuronas en cultivo), esto se puede interpretarse como
que en una concentracion muy alta de secretoma la presencia de moléculas perjudiciales para el
efecto regenerativo es muy alta (moléculas proinflamatorias), lo que se pierde diluyendo la dosis a

una concentracion menor.
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Precondicionamiento de MSC

Anteriormente se habia descrito que el precondicionamiento de MSC, mediante incubacion con un
agente toxico en concentracion sub-letal, es capaz de generar un estrés en las células haciendo que
estas secreten moléculas necesarias paras disminuir este dafio. De esta forma, mediante el
precondicionamiento de las MSC con el agente mimético de hipoxia DFX, es posible lograr
aumentar la secrecion de factores que pueden ser Utiles para tratar la ND. El uso de DFX en
comparacion con otros agentes generadores de hipoxia, como cloruro de cobalto, tiene sus ventajas,
ya que la DFX ademas de ser uno de los mas potentes inductores de hipoxia en forma quimica, se
encuentra aprobado por la FDA y ha sido ampliamente usado para tratar intoxicaciones por hierro.
El cloruro de cobalto, en cambio, podria no resultar tan inocuo para las células, y al realizar la
traslacion a la clinica, podrian quedar trazas de este compuesto que podrian ejercer efectos toxicos
en los pacientes. Existen reportes que indican que el cloruro de cobalto puede interferir con el ciclo
celular e inducir la expresion de genes de apoptosis (Bae S., 2012).

De acuerdo con nuestros resultados, ambos secretomas revirtieron de manera similar y muy potente
la progresion de la mayoria de las alteraciones estructurales caracteristicas de la ND a nivel de
nervio ciatico y de los DRGs, ya que en la mayoria de los parametros analizados no se observaron
diferencias significativas entre el efecto de ambos secretomas. Una posibilidad para poder explicar
esto, seria que la dosis de secretoma que se administré a los animales sea demasiado alta, y por
ello, la mayor expresion de las moléculas terapéuticas presentes en el secretoma derivado de MSC
precondicionadas podria ser irrelevante si estas se encuentran en exceso. En este sentido, queda
por determinar si en dosis menores de secretoma se pueden observar diferencias en la eficacia
terapéutica de ambos biofarmacos,

Mediante analisis protedmico se pudo observar que la mayoria de las moléculas se comparten entre
ambos secretomas (datos no mostrados), entre estas moléculas, se observo que principalmente
factores proangiogénicos como VEGF estan diferencialmente sobrexpresados en el secretoma
precondicionado con DFX. De acuerdo con esto, el secretoma precondicionado puede tener un
mayor efecto en el proceso angiogénico que el secretoma de MSC no precondicionado, mejorando
por ejemplo el proceso de proliferacion y migracion de células endoteliales. De acuerdo con esto,
puede ser que el efecto observado entre ambos secretomas en este trabajo, a nivel de nervio ciatico
y neuronas de los DRG, puede no ser tan diferencial, pero si al analizar otras alteraciones asociadas

a la ND no cubiertas en el presente trabajo.
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Proyecciones del uso de secretoma de MSC

En comparacion con la administracion de un “coctel” de multiples moléculas recombinantes, la
estrategia de administrar secretoma derivado de MSC tiene la ventaja de que todos los factores
deseados son producidos por las mismas células, reduciendo el alto costo asociado a la industria
de farmacos de proteinas recombinantes.

En cuanto al escalamiento de su uso como tratamiento para la ND en pacientes humanos, deberia
tenerse ciertas consideraciones de bioseguridad. Se ha reportado que en la retiniopatia diabética,
otra complicacion de la DM, se produce una neoformacion de vasos sanguineos en la parte posterior
del ojo, comandada por una secrecion anormalmente elevada de factores proangiogénicos como
VEGF (Martinez-Zapata, 2014). Al utilizar el secretoma derivado de MSC precondicionado con
DFX de forma sistémica, habria que tener en consideracidon esto, ya que podria acelerar los
problemas de vision que pueden llegar a desarrollar estos pacientes, por la alta concentracion de

VEGF presente en este biofarmaco.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se pudo demostrar que la administracion sistémica de secretoma derivado
de MSC precondicionadas con DFX o de MSC no precondicionadas revierte las principales
alteraciones estructurales caracteristicas de la ND, ya que:
e Logr6 reducir la degeneracion axonal evitando la pérdida de fibras axonales de mayor
calibre (>12 pum de didmetro) en el nervio ciatico.
e Disminuy06 el numero de células TUNEL+ en el nervio ciatico y en los DGRs.
e Disminuy¢ la pérdida de mielina en fibras pequefias en el nervio ciatico.

e Mejord la regeneracion neuritica en los cultivos de neuronas de DRGs in vitro.

En cuanto al precondicionamiento de las MSC con DFX, no se logré observar un efecto mas
potente en comparacion con el secretoma de MSC sin precondicionar, sin embargo, no se puede

descartar que el secretoma pueda tener un efecto diferencial cuando se utiliza en dosis menores.
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