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RESUMEN
La medicina regenerativa se basa en el uso de células troncales para fines terapéuticos,
promoviendo la estimulacién de los mecanismos de reparacién propios del cuerpo para
curar funcionalmente tejidos u 6rganos. Algunas de las aproximaciones recientes dentro
del campo consisten en el uso de los productos de secrecion de las células troncales;
un conjunto de factores bioactivos con propiedades terapéuticas al que se le denomina
secretoma o medio condicionado. Se ha demostrado que el efecto combinado de estos
factores provoca una regulaciéon de varios procesos celulares, entre ellos los de
reparacion tisular y angiogénesis. La psoriasis vulgaris es una enfermedad inflamatoria
crénica de caracter autoinmune y de origen multifactorial, caracterizada por provocar
lesiones cutaneas distintivas en forma de placas gruesas, enrojecidas y escamosas,
junto con un proceso angiogénico altamente desregulado. La primera linea de
tratamiento de esta enfermedad corresponde a agentes tdpicos, cuya aplicacion resulta
ser molesta para los pacientes y ademas genera efectos secundarios adversos como
picazén, ardor, irritacion, adelgazamiento y/o descoloracién de la piel. Por lo anterior, en
este seminario de titulo se decidié evaluar el efecto terapéutico del medio condicionado
de células troncales mesenquimaticas derivadas de la gelatina de Wharton en lesiones
psoriasiformes. Para ello se desarroll6 una solucién biotecnol6gica, combinando el
secretoma de estas células en un biopolimero en base a acido hialurénico (HA hWJCM),
validando primeramente que este prototipo mantuviera las propiedades angiogénicas
caracteristicas del secretoma in vivo. A continuacion, se evalug el potencial terapéutico
en un modelo murino con dermatitis psoriasiforme mediante diferentes protocolos de
tratamiento, incluyendo el secretoma solo (hWJCM) o el polimero solo (HA Ctrl). Una

vez finalizado los tratamientos, con el biopolimero activado se observé que, a diferencia



de ratones no tratados, con manifestaciones clésicas de la enfermedad e indice de
severidad del area de psoriasis (PASI) alto, se logré una mejora significativa (76,47%)
del indice PASI. Al visualizar la piel del lomo en las distintas condiciones experimentales,
fue posible apreciar una reduccién drastica del nUmero de vasos totales con HA hWJCM
respecto a individuos con dermatitis psoriasiforme, llegando a ser similares en cuanto al
namero y aspecto a la condicion control (Ctrl). Un analisis histologico de la piel arrojo
diferencias en el grosor de la epidermis, siendo esta de mayor espesor para los animales
enfermos no tratados, concordante con lo reportado en la literatura. El grosor de la
epidermis en las condiciones de hWJCM y HA hWJCM, en tanto, resulté ser menor, y

mas cercano a valor control.

Interesantemente, se encontré que, una vez iniciado el tratamiento de dermatitis
psoriasiforme, los ratones a los cuales se les administr6 HA hWJCM, aumentaron de
peso y al ultimo dia de tratamiento, estos individuos tuvieron una recuperacion
practicamente total de su peso (A= -2,51%), seguido por los ratones tratados con
hWJCM (A= -6,47%). Aquellos ratones tratados con HA Ctrl disminuyeron su peso hasta
un nivel cercano al de los ratones enfermos (A = -9,84% y -12,11% respectivamente),
mientras que los ratones control mantuvieron su peso aproximadamente constante (A=
-0,99%). Los resultados demuestran que el tratamiento topico de la enfermedad con HA
hWJCM reduce el indice PASI ademas de las molestias asociadas a la enfermedad v,
por tanto, provoca un bienestar general en el animal, representando una solucién

terapéutica efectiva.



ABSTRACT
Regenerative medicine is based on the use of stem cells for therapeutic purposes,
promoting the stimulation of the body's own repair mechanisms to functionally heal
tissues or organs. Some of the recent approaches within the field consist of the use of
stem cell secretion products; a set of bioactive factors with therapeutic properties which
is called secretome or conditioned medium. The combined effect of these factors has
been shown to cause regulation of various cellular processes, including tissue repair and
angiogenesis. Psoriasis vulgaris is a chronic inflammatory disease of an autoimmune
nature and of multifactorial origin, characterized by causing distinctive skin lesions in the
form of thick, red, and scaly plaques, together with a highly dysregulated angiogenic
process. The first line of treatment for this disease corresponds to topical agents, whose
application is bothersome for patients and also generates adverse side effects such as
itching, burning, irritation, thinning and/or discoloration of the skin. Therefore, in this title
seminar it was decided to evaluate the therapeutic effect of the conditioned medium of
mesenchymal stem cells derived from Wharton's gelatin in psoriasiform lesions. For this,
a biotechnological solution was developed, combining the secretome of these cells in a
biopolymer based on hyaluronic acid (HA hWJCM), first validating that this prototype

maintained the angiogenic properties characteristic of the secretome in vivo.

Next, the therapeutic potential was evaluated in a murine model with psoriasiform like
dermatitis using different treatment protocols, including secretome alone (hWJCM) or
polymer alone (HA Citrl). After completing the treatment with the active biopolymer, it was
observed that, unlike untreated mice presenting classic manifestations of the disease
and a high psoriasis area severity index (PASI), the treatment with HA hWJCM resulted

in a significant improvement (76.47%) of PASI index. When visualizing the back skin of



the different experimental conditions, it was possible to see a drastic reduction in the
number of total vessels with HA hWJCM compared to individuals with psoriasiform like
dermatitis, being similar in terms of number and appearance to the control condition. A
histological analysis of the skin showed differences in the thickness of the epidermis,
being of greater thickness for untreated sick animals, consistent with that reported in the
literature. In contrast, the epidermal thickness of hWJCM and HA hWJCM was found to

be closer to the control condition.

Interestingly, once the treatment of psoriasiform like dermatitis started, mice
administered with HA hWJCM gained weight and on the last day of treatment, these
individuals had practically a total recovery of their body weight (A = -2.51%) followed by
hWJCM treated mice (A = -6.47%). Those mice treated with HA Ctrl decreased their
weight to a level close to that of diseased mice (A =-9.84% and -12.11% respectively),
while control mice kept their weight approximately constant (A = -0.99%). The results
show that topical treatment of the disease with HA hWJCM reduces the PASI index in
addition to the discomfort associated with the disease and, therefore, causes general

well-being in the animal, representing an effective therapeutic solution.



INTRODUCCION

Psoriasis

La psoriasis corresponde a una enfermedad inflamatoria crénica de caracter autoinmune
que posee un origen multifactorial. Algunos desencadenantes pueden ser la
predisposicién genética de un individuo, traumatismos, estrés, infecciones y drogas
entre otros. Esta patologia se caracteriza por provocar lesiones eritemato-escamosas
en la piel y afecta alrededor del 2 a 3% de la poblacion mundial, pudiendo presentar
variaciones segun distintas regiones y etnicidades (Rendon & Schékel 2019). Estas
lesiones son generadas por un crecimiento exacerbado de queratinocitos, una
desregulacion del proceso angiogénico y un aumento de la infiltracion de tipos celulares
del sistema inmune como linfocitos T, células dendriticas y neutréfilos en la dermis y
epidermis (Onderdijk & Hekking-Weijma, 2017). Existen varios tipos clinicos de psoriasis
entre los cuales se encuentran: psoriasis vulgaris, psoriasis de cuero cabelludo,
psoriasis pustular, psoriasis guttata, psoriasis en ufas, psoriasis eritrodérmica y

psoriasis inversa, siendo la primera de ellas, la forma mas comun.

La psoriasis es catalogada como una enfermedad sistémica. Se le han asociado
diversas comorbilidades, siendo las mas comunes artritis psoriasica la cual puede llegar
a afectar aproximadamente hasta a un 40% de los pacientes (Valenzuela y col., 2011,
Rendon & Schékel, 2019) y la enfermedad hepatica grasa no alcohdlica asociada al
sindrome metabdlico. Otras comorbilidades que se han asociado a la patologia
corresponden a diabetes, enfermedades cardiovasculares, enfermedad de Crohn,

hipertension y obesidad (Rendon & Schékel, 2019; Armijo y col., 2020).

Asimismo, la psoriasis, al provocar dolorosas lesiones evidentes en diversas partes del

cuerpo, genera un impacto en la calidad de vida de los pacientes. Sumado a lo anterior,



debido a la percepcion de la imagen personal, los pacientes psoridsicos tienen
problemas de autoestima e incluso pueden llegar a sufrir estigmatizacion por parte de la
sociedad. Es muy probable que estos pacientes ademas padezcan depresion, ansiedad
y tengan pensamientos suicidas. Sin embargo, se ha descrito que frente al tratamiento
de la afeccidn, existe un mejora en cuanto a los sintomas que se encuentran asociados

a la ansiedad (Rendon & Schékel, 2019).

Psoriasis Vulgaris

Corresponde alrededor del 80% - 90% de los casos de psoriasis (Rendon & Schékel,
2019; Seetharaman y col., 2019). Este tipo de psoriasis, también se denomina psoriasis
en placa por las demarcadas y gruesas placas eritemato-escamosas que genera en el

cuerpo, las cuales tienen un diametro mayor a 0,5 cm (Kim y col., 2017).

Fisiopatologia de la psoriasis

Existe una predisposicién genética en los queratinocitos que constituyen la epidermis,
los cuales al ser estimulados secretan interleucina 1 beta (IL-1B), interferon gama (IFN-
y) junto con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), citoquinas proinflamatorias que
ejercen su accién al promover la activaciéon de células dendriticas. También existe
secrecion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) junto con otros inductores
de la angiogénesis por los queratinocitos previamente activados (Wagner y col., 2010;
Armstrong y col., 2011), aunque también existe una contribucibn minoritaria en la
produccion de VEGF por parte de fibroblastos. Este factor de crecimiento se encuentra
implicado en los procesos de vasculogénesis y angiogénesis, ambos relacionados con
la formacion de vasos sanguineos de novo y a partir de vasos preexistentes,

respectivamente. VEGF en el contexto psoriadsico promueve la vasodilatacion ademas



de la permeabilidad de estructuras vasculares (Bhushan y col., 1999). Lo anterior

contribuye a la migracion de componentes del sistema inmune hacia la piel.

Por otro lado, también se produce un péptido antimicrobiano LL-37, el cual puede formar
complejos con biomoléculas como ADN y ARN, para mas tarde participar en la
activacion de células dendriticas plasmocitoides. Estas Ultimas, a su vez, producen
citoquinas como IFN-q, IL-1, IL-2, IL-23 y TNF-a, que provocan la activacion de células
linfoides innatas y linfocitos y® ademas de desencadenar la diferenciacién de linfocitos
Thly Th17, que también liberan factores claves (Novelli y col., 2014; Furue & Kadono,
2016; Clausen & Laman, 2017). Finalmente se genera un ciclo de inflamacién que no
puede ser controlado producto de las numerosas citoquinas circulantes, y por lo tanto
se mantiene en el tiempo. Estos factores secretados por las células, promueven la
hiperproliferaciéon y diferenciacién aberrante de queratinocitos, signo notorio a nivel de
la histologia de piel psoriasica, pudiendo apreciarse el fenébmeno de acantosis que
corresponde a un engrosamiento de la epidermis, paraqueratosis (retencién del ndcleo
en células del estrato cérneo) ademas de neovascularizacion (Baliwag y col., 2015;

Rendon & Schéakel, 2019).

Por otra parte, se ha visto asociada a las lesiones psoriasicas, una alta expresion de
angiopoyetinas (Ang) en comparaciéon a la piel normal, siendo Ang-1 expresada por
células mononucleares inflamatorias, células dendriticas y fibroblastos mientras que
Ang-2 es expresada por células endoteliales. Lo anterior sugiere que Ang-1 y Ang-2,
cuya actividad es mediada por el receptor Tie2, también tendrian un rol en el proceso
angiogénico aberrante que ocurre en la patologia dado que frente al tratamiento de la
psoriasis, se ha observado una disminucién de estos factores en la piel (Kuroda y col.,

2001).



Tratamientos para pacientes psoridsicos

Para el tratamiento de la psoriasis existen distintas soluciones actualmente en el
mercado y la eleccién adecuada, depende de una variedad de factores. Entre ellos se
encuentra principalmente la severidad de la enfermedad, su evolucion, la eficacia clinica
del tratamiento, las comorbilidades del paciente, los efectos secundarios asociados, las
preferencias del paciente y posibles alergias a medicamentos que pudiera sufrir este
altimo (Gold, 2016; Mocanu y col., 2019). El tratamiento mas comun utilizado en primera
instancia corresponde a la aplicacion tépica local de corticoesteroides, derivados de
vitamina D, derivados de retinoides y compuestos como antralina y tacrolimus entre
otros, los cuales disminuyen la inflamaciéon y regulan el proceso proliferativo de
gueratinocitos principalmente. Si bien los tratamientos tépicos mejoran la severidad de
la enfermedad, la eficacia y potencia depende del tipo de vehiculo utilizado en la
administracién. También es comun que sea recetado el uso de mas de un compuesto,
lo que puede provocar que la aplicacion se torne complicada o dificil para el paciente.
Este tipo de tratamiento debe ser utilizado constantemente para apreciar cambios en la
apariencia de la piel psoriasica por un periodo que puede llegar ser extenso, lo cual
genera la impresion en el paciente que el tratamiento no es efectivo. Se ha visto que “la
adherencia por parte del paciente al tratamiento es baja, puesto que pueden olvidarse
de aplicar los compuestos, pueden encontrar el tratamiento molesto, pueden considerar
las instrucciones para aplicar el medicamento largas y confusas o pueden llegar a
aplicarse el medicamento solo cuando lo consideren necesario” - traduccién propia,
(Gold, 2016). Sumado a lo anterior, también se ha visto en algunos casos que pacientes
han descontinuado el tratamiento por la consistencia y olor de este, por la irritacién y
dolor inicial que provoca y también por la satisfaccion asociada a la eficacia y rapidez

de los resultados obtenidos ademas de los efectos adversos asociados. Considerando



la problemética de adherencia al tratamiento topico, una posible solucion para ello seria
reemplazar el uso de vehiculos de naturaleza oleosa, que se encuentran presentes en
la mayoria de las formulaciones topicas, por un vehiculo cosmetol6gicamente atractivo
no irritante y que sea de facil aplicacion, lo cual podria lograrse con una matriz polimérica

biocompatible.

Otros tipos de tratamientos que se encuentran enfocados hacia la psoriasis moderada
a severa corresponden a la terapia sistémica tradicional, en la cual se utilizan farmacos,
o fototerapia. Respecto al primer tipo, existen compuestos tales como metotrexato,
ciclosporina y acitrecina que pueden ser administrados por via oral o intravenosa. Sin
embargo, éstos pueden llegar a provocar efectos adversos como lo son la formacién de
tumores, hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, hipertension e hipercalemia entre otras. Por
otro lado, la fototerapia se basa principalmente en la accién de la radiacion ultravioteta
(UV) como resulta ser el caso de UVB, aunque también pueden estar asociados
farmacos como lo es psoraleno en el caso del tratamiento PUVA, sin embargo, también
se emplean otras fuentes de luz (Zhang & Wu, 2018), utilizandose también en lesiones
cutaneas que son resistentes al tratamiento tépico. La fototerapia debe realizarse en
centros clinicos especializados requiriendo de visitas frecuentes, lo que puede estorbar
con las actividades cotidianas de los pacientes tornandose altamente inconveniente
(Kim y col., 2017). Ademas se han asociado efectos secundarios adversos a su uso
prolongado como lo son el trastorno de la pigmentacion, el fotoenvejecimiento, cataratas
e incluso diversos tipos de cancer de piel, entre ellos melanoma, carcinoma

escamocelular y carcinoma basocelular (Archier y col., 2012; Zhang & Wu, 2018).

En los ultimos afios se ha ido desarrollando una nueva categoria de tratamientos del

tipo sistémico para la psoriasis que corresponde a tratamientos biolégicos, en los cuales



se utilizan principalmente anticuerpos contra citoquinas especificas claves en el
desarrollo y mantencién de la patologia, tales como IL-12, IL-17, IL-23 y TNF-a. Estos
tratamientos han demostrado disminuir entre el 75 y 90% la severidad de psoriasis
respecto a un estado basal y presentan una mayor adherencia por parte de los pacientes
en comparaciéon a los tratamientos del tipo sistémico tradicional y tépico (Furue &
Kadono, 2016; Olveira y col.,, 2019). Si bien los agentes bioldgicos son altamente
eficientes, éstos deben ser administrados por un personal capacitado lo que significa,
nuevamente asistir con frecuencia a un centro especializado. Por otro lado, el
tratamiento con agentes biol6gicos, no se encuentra exento de provocar efectos
adversos en los pacientes y ademas genera una limitante econémica puesto que su

costo al afio oscila entre 20.000 y 25.000 USD (Olveira y col., 2019).

Medicina regenerativa

La medicina regenerativa corresponde a un area que busca el desarrollo de nuevas
terapias con el fin de promover la regeneracion de células, tejidos enfermos y dafiados
al igual que 6rganos completos (Mao & Mooney, 2015). Esto se basa en recrear el nicho
celular que se ve afectado, por medio del uso de biomateriales, células y compuestos

bioactivos.

Células troncales

El uso de células troncales en la medicina regenerativa hoy en dia es bastante comun.
Este término hace referencia a células indiferenciadas que cuentan con un alto potencial
proliferativo y que poseen dos caracteristicas fundamentales particulares: la primera es
la capacidad de auto renovacion, que permite originar poblaciones de células clonales,
mientras que la segunda es la capacidad de originar células diferenciadas, es decir,

células que poseen menor potencial proliferativo y cuentan con un mayor grado de



especializacion para realizar determinadas funciones (Flores-Figueroa y col., 2006;

Vizoso y col., 2017).

Las células troncales varian en cuanto a su potencialidad, dependiendo de los tipos
celulares a los que pueden dar origen, pudiendo ser totipotenciales, pluripotenciales o
multipotenciales. Ademés pueden ser clasificadas de acuerdo al estadio de desarrollo
de un organismo pudiendo categorizarse como: adultas, embrionarias o fetales (Biehl &
Russell, 2009; Marino y col., 2019). Se ha reportado que la administracion de estas
células provoca un efecto terapéutico, el cual se ha hipotetizado que puede ocurrir por
tres fendmenos diferentes, siendo estos el “homing”, referido a la capacidad de
migracion que poseen éstas para localizar sitios donde exista algun tipo de lesién e
interaccionar con otras células. El segundo corresponde a diferenciacion hacia
determinados tipos celulares y el tercero a la capacidad de secretar factores bioactivos

que actian de manera paracrina (Vizoso y col., 2017).

Células troncales mesenquimaticas

Las células troncales mesenquimaticas (MSC) corresponden a una pequefia poblacion
de células progenitoras multipotentes presentes en una gran cantidad de tejidos
(Amable y col., 2014). Inicialmente, estas células fueron identificadas en la médula 6sea,
obteniéndose mediante un proceso altamente invasivo, pero al dia de hoy, han podido
ser recolectadas a partir de distintos tejidos, tales como endometrio, musculo
esquelético, tejido adiposo, cordén umbilical, pulpa dental, fluido amniético, sangre fetal,
higado, pulmones, corazon y piel, entre otros (Ullah y col., 2015; Marino y col., 2019;

Mastrolia y col., 2019).

De acuerdo al Comité de células madre mesenquimales vy tisulares de la Sociedad

Internacional para Terapia Celular (ISCT, por sus siglas en inglés), existen tres criterios



minimos para definir MSC humanas. Estas células deben ser adherentes al plastico en
condiciones estandar de cultivo, deben expresar los marcadores de superficie celular
CD105, CD73 y CD90 y carecer de marcadores de superficie como CD45, CD34, CD14
o CD11b, CD79a o CD19 y HLA-DR. Asimismo, las células en cuestion deben ser
capaces de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condroblastos bajo condiciones

estandar de diferenciacion in vitro (Dominici y col., 2006).

A pesar que las MSC provienen de distintos tejidos, estas comparten similitudes en
cuanto a sus propiedades, lo que hace que sean ampliamente utilizadas en el area
biomédica. Hasta enero del afio 2021 existen 1.225 estudios clinicos que involucran el
uso de MSC para la reparacion de heridas y quemaduras, lesiones de médula espinal,
ademas del tratamiento de enfermedades como: insuficiencia renal, insuficiencia
hepatica, nefropatia diabética, enfermedad de Crohn, diabetes mellitus, osteoartritis,

urticaria y psoriasis entre otras (clinicaltrials.gov).

Se ha observado que al ser trasplantadas MSC al corazén o al torrente sanguineo, estas
células han sido capaces de localizar tejidos dafiados que poseen vasos sanguineos
rotos o inflamados, promover la regeneracion de éstos y restaurar la funcién de tipos
celulares. Por lo anterior, dichas células han sido también utilizadas para tratar
numerosas enfermedades que involucran estas caracteristicas (Caplan & Correa, 2011,
Vizoso y col., 2017). Inicialmente se asocio la reparacion y regeneracion de tejidos de
estas células a su “troncalidad”, en otras palabras, a la capacidad de diferenciacion que
éstas poseen. Sin embargo, posteriormente fue reportado que el efecto terapéutico
ocurria en un periodo muy breve para ser atribuido a la diferenciacion in situ de las
células implantadas hacia el tipo celular de interés (Gnecchi y col., 2005). A su vez, se

ha descrito que el porcentaje de supervivencia de estas células luego de haber sido



implantadas es infimo (Gnecchi y col., 2008; Vizoso y col., 2017). Lo anterior provoco
que se formulara una nueva hipoétesis, en la cual se atribuye el efecto terapéutico de
MSC a los compuestos que estas secretan (Gnecchi y col., 2008), lo cual se asocia al
concepto de estromalidad. Este se refiere a la produccion de componentes bioactivos
tanto solubles (como citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y &cidos
nucleicos libres) como no solubles (tales como vesiculas extracelulares). Entre la
fraccibn no soluble, es posible encontrar cuerpos apoptdéticos, microvesiculas vy
exosomas (Vizoso y col., 2017). Los exosomas corresponden a vesiculas secretadas a
partir de un proceso de remodelacion de membrana, que pueden tener entre 30y 150
nm de didmetro (Gupta y col., 2020) y cuentan con una composicién determinada
dependiendo de la célula que los origina. Los exosomas son un modo de comunicaciéon
intercelular de gran importancia pues actian de manera paracrina transfiriendo
proteinas y material genético como micro ARNS, finalmente regulando distintos procesos
fisiolégicos de las células vecinas por medio de diversas vias de sefializacion (Teixeira

& Salgado, 2020).

Como los compuestos bioactivos secretados por MSC poseen propiedades
terapéuticas, se ha denominado a estas células como Medicinal Signaling Cells (Caplan,
2010). Por lo anterior, estas células han llegado a ser comparadas con drogas. Sin
embargo, las MSC corresponden a entidades vivientes y por lo tanto presentan un
metabolismo, ademas de receptores y la capacidad de responder frente a determinados
estimulos, los cuales pueden llegar a modificar tanto las propiedades funcionales como
los efectos terapéuticos de estas en un determinado contexto patolégico (Mastrolia y
col., 2019). Se ha visto que los compuestos bioactivos producidos por las MSC pueden

llegar a reducir la inflamacion y acelerar el proceso regenerativo (Amable y col., 2014),
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aunque también se ha demostrado un efecto inmunomodulador y la capacidad de
regular el proceso angiogénico. Sin embargo, se debe considerar que generalmente el
namero de células obtenido a partir de un cultivo primario es inferior a las cantidades
gue son requeridas para los tratamientos de patologias, por lo que para contar con la
cantidad necesaria para una dosis, estas deben ser expandidas realizando numerosos

subcultivos o cultivadas dentro de un biorreactor (Mastrolia y col., 2019).

Cabe destacar que las propiedades asociadas a la estromalidad de MSC, dependen
tanto de las condiciones del donante como del tejido del cual provienen las células, por
lo cual la eleccién adecuada de MSC es relevante al momento de realizar una terapia

(Caplan & Correa, 2011; Amable y col., 2014).

Al conjunto de factores bioactivos liberados al medio extracelular por MSC, se le
denomina secretoma o medio condicionado (CM) (Cunningham y col., 2018). Dichos
factores pueden actuar de manera autocrina o0 paracrina sobre MSC, células

endoteliales y epiteliales, entre otras (Gupta y col., 2020).

Hoy en dia se buscan terapias que promuevan la reparacion y regeneracion de tejidos
sin el uso de células. EIl uso del secretoma respecto a la administracion de MSC
presenta numerosas ventajas, entre ellas se evita la potencial tumorigenicidad, la
obtencidn resulta ser mas rapida y ademas el cultivo celular del cual se obtiene podria
ser estimulado para potenciar sus efectos curativos frente a una determinada
enfermedad (Vizoso y col., 2017; Teixeira & Salgado, 2020). Por todo lo anterior es que
hoy en dia el desarrollo de nuevos tratamientos esta siendo enfocado al uso del
secretoma en vez de las mismas MSC, puesto que el secretoma ha sido igualmente de

efectivo que la administracién de MSC en diversas patologias (Vizoso y col., 2017).
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Actualmente existen 16 ensayos clinicos que comprenden el uso de MSC CM

(clinicaltrials.gov).

Células troncales mesenquimaéticas derivadas de la gelatina de Wharton

La gelatina de Wharton corresponde a un tejido conectivo rico en colageno, acido
hialuronico y proteoglicanos sulfatados en el cual se encuentran inmersas las
estructuras vasculares del cordén umbilical, teniendo como funcién principal entregar
amortiguacion, proteccién y soporte a éstos (Gupta y col.,, 2020). Esta sustancia
gelatinosa ademas contiene MSC en su interior denominadas hWJ MSC. Estas células
son jovenes, de morfologia fibroblastoide, presentan baja inmunogenicidad y ademas,
no cuentan con potencial teratogénico (Marino y col., 2019). Las hwWJ MSC han
demostrado contar con una mayor capacidad proliferativa, esperanza de vida y potencial
de diferenciacidn respecto a otros tipos de células troncales como lo son derivadas de
la médula 6sea (BM MSC) y grasa (AD MSC) (Mastrolia y col., 2019), puesto que la

capacidad de expansion de estas células disminuye con la edad.

Medio condicionado - Secretoma de células hwJ MSC

Estudios previos, incluyendo realizados en el laboratorio de la Dra. Palma, han
demostrado que existe una expresion en hWJCM de factores asociados a reparacion de
heridas y al proceso de angiogénesis. Algunos de ellos son: factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF), VEGF,
angiogenina, angiopoyetinas, factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), IL-1 B,
IL-8, factor de crecimiento epidérmico (EGF), angiostatina, endostatina, vasoinhibina,
trombospondinas y serpinas entre otros (Amable y col., 2014; Edwards y col., 2014;

Carrillo y col., datos no publicados). Por otro lado, ha sido descrito que las vesiculas
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extracelulares presentes en hWJCM, tienen un efecto sobre la proliferacion, viabilidad

celular y también presentan la capacidad de inmunomodulacién (Gupta y col., 2020).

Uso de MSC en psoriasis

Como se menciond previamente, los beneficios clinicos relacionados a MSC se deben
a la administracion de estas o por los efectos que provocan debido a la secrecién de
factores bioactivos. Se ha descrito que la infusion de MSC de cord6n umbilical (UC MSC)
en ratones con dermatitis psoriasiforme (DP), provoca la disminucion de citoquinas
proinflamatorias tales como IL-17, IL-23, IFN-y y por el contrario, genera un aumento en
la expresion de IL-10, una citoquina con propiedades antiinflamatorias (Chen y col.,

2019).

También ha sido reportado que la infusién de UC MSC en dos pacientes con psoriasis
vulgaris, evitd la reaparicion de la enfermedad durante 4 y 5 afios, respectivamente
(Cheny col., 2016). Sin embargo, dado gue los beneficios de la administracion MSC se
han atribuido a los factores secretados por estas, el afio 2019 se realiz6 el primer reporte
de caso de tratamiento de psoriasis con los factores biolégicos liberados por MSC. En
el caso de estudio, un paciente masculino de 38 afios de edad quien sufria de lesiones
psoriasicas severas en el cuero cabelludo, fue tratado con medio condicionado de AD
MSC (AD MSC CM) de manera topica durante un mes. Una vez que el tratamiento llegd
a su fin, se alcanz6 la regresion total, demostrando que AD MSC CM efectivamente
mejora la apariencia de las lesiones caracteristicas de la patologia (Seetharaman y col.,

2019).

Escala PASI
Una manera de medir la efectividad de un tratamiento mediante el grado de severidad

de psoriasis, corresponde a la disminucion del indice de Severidad del Area de Psoriasis
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(PASI, por sus siglas en ingles). Este indice se basa en el porcentaje de area del cuerpo
cubierta por las lesiones psoriasicas y el aspecto de estas. El indice PASI considera tres
caracteristicas: eritema, descamacidén y engrosamiento, asociadas a un puntaje que
oscila desde 0 hasta 4, donde: 0 corresponde a nula presencia de tal caracteristicay 4
a un nivel extremadamente severo de dicha caracteristica (Feldman & Krueger, 2005).
Sumado a lo anterior, existe un porcentaje determinado para las distintas zonas del
cuerpo afectadas por dichas lesiones, siendo estas: cabeza, extremidades superiores,
torso y extremidades inferiores las cuales corresponden al 10, 20, 30 y 40% del area
total del cuerpo. Por otra parte, se encuentra el area de compromiso psoriasico que
tiene asociado un valor numérico que va desde 0 hasta 6, dependiendo del porcentaje
gue afecta a la regién analizada de acuerdo a lo siguiente “0= sin implicancia, 1= <
10%, 2=10< 30% , 3=30<50% ,4=50< 70%, 5= 70 <90% y 6=90-100%" (Fredriksson

& Pettersson, 1978).

Para calcular el indice PASI, finalmente se requiere sumar el valor de severidad
correspondiente a las 3 caracteristicas de las lesiones, multiplicarlo por el porcentaje
asociado a cada zona del cuerpo y por el valor asignado al porcentaje de area total de
la porcién del cuerpo analizada cubierta con dichas lesiones, obteniéndose el resultado
final que puede variar entre 0 y 72. Es posible conocer la severidad de la enfermedad
segun el puntaje total obtenido de acuerdo a lo siguiente: PASI < 7 se considera leve, 7
< PASI < 12 como moderada y finalmente 12 < PASI es considerada severa (Schmitt &

Wozel, 2005).

Dermatitis psoriasiforme
Un modelo para el estudio de psoriasis in vivo, corresponde a la induccion de dermatitis

psoriasiforme en un modelo murino, por medio de la aplicacién tdpica constante de
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Imiquimod (IMQ), un compuesto utilizado principalmente para tratar verrugas genitales
y perianales, originadas por el virus del papiloma humano, y otras afecciones como la
queratosis actinica y carcinoma basocelular. IMQ es un ligando de receptores tipo toll
7/8 (TLR7/8) y un potente activador de la respuesta inmune (Ueyamay col., 2014). La
dermatitis psoriasiforme desencadenada por IMQ en ratones, presenta similitudes con
las lesiones psoriasicas humanas en cuanto a caracteristicas fenotipicas e histologicas
como: la presencia de escamas, eritema, alteracién en la epidermis atribuido a los
fendmenos de acantosis, paraqueratosis y la ausencia del estrato granular, ademas de
neoangiogénesis e infiltrado celular por parte de linfocitos, neutréfilos y células
dendriticas (van der Fits y col., 2009). Debido a lo anterior, ha sido creada una escala

PASI modificada para ratones, la cual se muestra en la figura 1.

A B
Puntaje asociado a eritema en la piel dorsal Puntaje asociado a descamacion en la piel dorsal
9 ¥ ~ - - ° o5 15 2 3 a5 4
Eritema Puntaje Descamacion Puntaje
Ausencia 0 Ausencia 0
Ligeramente rojo 1 Escamas delgadas, de superficie limitada 1
Rojo 2 Escamas levemente gruesas, de superficie modesta 2
Rojo oscuro 3 Escamas gruesas, rugosas y de mayor superficie 3
Extremadamente rojo 4 Escamas muy robustas, vasta superficie 4

Figura 1. Escala PASI modificada. Se muestra el puntaje clinico asociado al nivel de eritema (A) y
descamacion (B) en dermatitis psoriasiforme en un modelo murino (traduccién propia de Clausen & Laman,
2017).

A diferencia de la escala PASI en humanos, la versiébn murina no considera el area de
una determinada zona del cuerpo, puesto que siempre se evallia una misma region que

suele ser el lomo del animal, aunque también se puede evaluar la oreja (van der Fits y
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col., 2009; Na Takuathung y col., 2018). Por otro lado, el grosor de la piel es determinado

utilizando un instrumento de medicién llamado caliper.

Uso de biopolimeros en la medicina regenerativa

Como parte de la medicina regenerativa, se han desarrollado matrices en base a
biopolimeros para reforzar, reemplazar, entregar soporte a 6rganos y reparar tejidos.
Algunas de las matrices sintetizadas, se han caracterizado por presentar una estructura
altamente porosa, lo cual permite que puedan ser suplementadas con células. Sin
embargo, continda siendo un desafio la supervivencia y la proliferacion de éstas in vivo

por lo que la basqueda y caracterizacion de biomateriales sigue siendo necesaria.

Algo que resulta ser sumamente importante al momento de utilizar polimeros en
sistemas biolégicos, es que no provoquen citotoxicidad ni reacciones adversas y que

ademas presenten propiedades de bioestabilidad y biodegradabilidad (Francis, 2018).

El uso de biopolimeros, también ha sido empleado para producir sistemas de liberacion
de drogas y/o farmacos (Soria y col., 2008). Se entiende a este ultimo como “una
formulacién o un dispositivo que permite el transporte de un agente terapéutico en el
cuerpo por medio del control de velocidad, tiempo, lugar y liberacion de los
medicamentos al sitio de interés” — traduccién propia (Gopi y col., 2018), sin requerir del
uso de células. Respecto a esto, se ha empleado el uso del &cido hialurénico (HA) tanto
en parches con micro agujas (Du y col., 2019) como esponjas, ambos con posibles
aplicaciones biomédicas para el transporte de farmacos. Las esponjas de HA han
logrado ser obtenidas a partir de un proceso de liofilizacién, el cual consiste en la
remocién de agua a partir de una muestra congelada, lo cual permite una mejor
manipulacion del producto final al poseer una alta estabilidad, entregando ademas la

facilidad de ser almacenado y transportado (Villamizar-Sarmiento y col., 2019).
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Acido hialuronico

ElI HA es un biopolimero catalogado como glicosaminoglicano, conformado por unidades
repetitivas de n-acetilglucosamina y acido glucurénico. EI HA se encuentra distribuido
ampliamente en el organismo encontrandose en distintos tejidos, incluyendo corddn
umbilical y concentrdndose mayormente en la matriz extracelular (MEC) y fluidos
corporales (Cooper y col., 2008; Masuko y col., 2009). Este compuesto ha sido utilizado
en tratamientos debido a su gran capacidad de retencion de agua y por no generar una

respuesta inmune (Du y col., 2019).

Las propiedades del HA dependen del grado de polimerizacién que este tenga, pues se
ha visto que HA de alto peso molecular posee propiedades antiinflamatorias mientras
que al de bajo peso molecular se le han asociado propiedades proinflamatorias (Cooper
y col., 2008). Se ha reportado que HA de alto peso molecular provoca un microambiente
celular particular al mantenerlo altamente hidratado, entregar proteccibn mecanica y
regular el balance osmético (Pardue y col., 2008). Sumado a la capacidad de modular
la inflamacion aguda y cronica in vivo, HA puede reducir la actividad nociceptora,
aminorar edema e infiltracion de neutréfilos. HA ejerce su accion al unirse al receptor de
superficie CD44, presente tanto en leucocitos como en células endoteliales,
disminuyendo la migracion de leucocitos hacia sitios de lesién o inflamacion y también
reduciendo la permeabilidad vascular (Cooper y col., 2008). También se ha visto que
HA en un sitio de lesion bloquea a factores iniciantes de la respuesta inflamatoria como
lo son IL-1, IL-6 y TNF-a al igual que fosfolipasa A-2 (PLA-2), una enzima que se
encuentra relacionada con la modificacion de lipidos de membrana para generar un
precursor de las prostaglandinas, moléculas implicadas en la homeostasis pero que, al

aumentar, tienen un rol inflamatorio y estimulan terminales nerviosos de dolor. Cabe
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destacar que en la regulacion de esta via, no se han observado efectos adversos

producto de la administracién de HA (Cooper y col., 2008).

Tomando en cuenta los antecedentes mencionados, queda en evidencia el atractivo que
podria presentar la bioactivacion de biopolimeros mediante la combinacion in vitro con
hWJCM, rico en factores troficos que fomenten la reparacion de tejidos y angiogénesis

funcional en dermatitis psoriasiforme.

El presente seminario de titulo tiene por objetivo analizar el potencial terapéutico de un
biopolimero activado de HA con secretoma de hwJ MSC, enfocandose en su potencial

promotor de la regulacién angiogénica y reparacion dermal en un modelo preclinico.

Hipotesis

El medio condicionado de células provenientes de la gelatina de Wharton del cordén
umbilical humano liofilizado en combinacion con &cido hialurénico como soporte
polimérico, disminuye las manifestaciones clinicas de dermatitis psoriasiforme en un

modelo murino.

Objetivo general
Evaluar las capacidades antiinflamatorias y reguladoras del proceso angiogénico de un

polimero bioactivado (HA hWJCM), en un modelo murino de dermatitis psoriasiforme.



MATERIALES Y METODOS

Cultivo de células hwJ MSC

Se utilizaron 3 cordones umbilicales provenientes de pacientes facilitados por el Hospital
Dr. Luis Tisné Brousse (Santiago, Chile) con un previo acuerdo de consentimiento por
parte de las madres donantes sanas. Dichas muestras fueron utilizadas solo con el fin
expuesto en este seminario de titulo, que contd con la aprobacion de Comité de ética
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile y con la aprobacion del Comité
asesor de bioética del Hospital, en el marco del desarrollo de la tesis doctoral en
biotecnologia de la Dra. Daniela Carrillo. Los cordones fueron procesados y las células
de éstos aisladas mediante el protocolo estandar implementado en el laboratorio de
Células Troncales y Biologia del Desarrollo (CT&BD) de la Universidad de Chile, el cual

se encuentra protegido por secreto industrial.

Subcultivos de hwWJ MSC

Para obtener subcultivos a partir de los cultivos primarios, fue necesario asegurarse de
gue existiera un alto porcentaje de confluencia en éstos. Una vez comprobado lo
anterior, las células fueron lavadas y se realiz6 el pasaje de ellas de acuerdo al protocolo

del laboratorio CT&BD.

Andlisis de expresién de marcadores de superficie mediante citometria de flujo

Los cultivos primarios obtenidos, fueron analizados, mediante citometria de flujo
(Colaboracion con la Dra. Daniela Sauma, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile)
en un equipo FACSCanto Il (BD Biosciencies) con software FACSDiva Version 6.1.3
(BD Biosciences). La finalidad de la citometria de flujo fue evaluar la expresion de los
marcadores de superficie correspondientes a MSC como lo son CD105, CD90 y CD73

y la ausencia de marcadores hematopoyéticos tales como CD45 y CD34.

18
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Obtencion de hWJCM

Se sembraron aproximadamente 170.000 células por placa de Petri de 60 mm, a las
cuales se les suministré medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y 1% penicilina-estreptomicina (P/S) hasta alcanzar confluencia de un 80-90%.
Luego, se cambid el medio de cultivo, esta vez utilizando DMEM sin rojo fenol (SRF)
privado de SFB. El medio condicionado fue colectado luego de 48 horas y almacenado

a -80°C hasta su uso.

Sintesis de esponjas

Luego de la liofilizacién de dos soluciones acuosas, se obtuvieron como productos
finales esponjas correspondientes a los tratamientos de HA Ctrl y HA hWJCM (trabajo
realizado en colaboracién con el Dr. Felipe Oyarzun, Facultad de Quimica y Farmacia,
Universidad de Chile, protocolo sujeto a patentamiento). En el primer caso la solucién
estuvo compuesta por agua ultra pura y por HA de alto peso molecular mientras que en

el segundo caso ademas se agregé hWJCM.

Ensayo CAM para evaluar angiogénesis in vivo

Se adquirieron huevos fertilizados de Gallus gallus de un proveedor local (Avicola
Chorombo, Pirque) y se mantuvieron a 18°C en una cava de vino (General Electric,
EE.UU) por un dia. Al dia siguiente, los huevos fueron limpiados con etanol al 70%. Mas
tarde se colocaron a 37°C en una incubadora (G.Q.F. MFG. Co., EE.UU) con 50-60%
de humedad. Al segundo dia de desarrollo embrionario (E2), se realizé un pequefio
agujero en el extremo mas redondeado de cada huevo y se extrajeron 3 mL de albumina.
Al cuarto dia de desarrollo embrionario (E4), se procedié a cortar una abertura en cada
huevo, con el fin de reconocer la existencia 0 no de un embridn viable, caracterizado por

la presencia de un corazén palpitante y la formacion de vasos sanguineos.
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Transcurridos 4 dias a partir de la apertura de ventana, en el octavo dia de desarrollo
embrionario (E8), los estimulos correspondientes a cada condicién fueron colocados en
la CAM, procurando que éstos quedaran entre la bifurcacion de 2 vasos sanguineos.
Los estimulos considerados fueron los siguientes: HA hwWJCM, HA Ctrl, DMEM SRF
(Gibco, EE.UU; control negativo), VEGF (50 ng/mL; control positivo) y hWJCM. Para
estas Ultimas soluciones, se colocaron 20 pL de estimulo sobre la CAM. Finalmente,
sobre todos los estimulos se colocé un cubreobjetos de vidrio de 12 mm didmetro
(Thermofisher, EE.UU). Los resultados del potencial angiogénico de los estimulos
fueron evaluados el dia 12 de desarrollo embrionario (E12) mediante fotografias del area
de la CAM sobre la cual se deposité el estimulo junto con el cubreobjetos. Para mejorar
la visualizacion y contraste de los vasos sanguineos, 3 mL de una mezcla 1:1 compuesta
de crema de leche (Soprole, Chile) y agua bidestilada (Sanderson, Chile) fueron
agregados bajo la CAM por medio de una inyeccion. Las imagenes fueron obtenidas
utilizando una magnificacion de 1X y una camara digital HD IC80 (Leica, Alemania). A
partir de las imagenes resultantes de los distintos estimulos sobre la CAM, se procedio
a utilizar el programa ImageJ con el fin de cuantificar el nUmero de vasos totales que se
acercaron al estimulo interceptando los bordes del cubreobjetos y medir el didametro de
éstos. Los resultados de la cuantificacion fueron normalizados en base al niumero de

vasos en E8 correspondiente al estado basal. Lo anterior se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Esquema explicativo de ensayo CAM in vivo. Se muestra la metodologia utilizada al momento
de realizar la estimulacion de CAM durante cuatro dias, desde el estado de desarrollo embrionario 8 (E8)
hasta el estado de desarrollo embrionario 12 (E12).

Induccion del modelo murino de dermatitis psoriasiforme

Se utilizaron 15 ratones hembras BALB/c de alrededor de 8-12 semanas de edad
mantenidas en condiciones libres de patégenos especificos, con la temperatura y
humedad relativa controlada (25°C+ 2°C y 45% respectivamente), un ciclo de 12 horas
luz/oscuridad, ademas de agua y comida ad libitum. El uso de estos ratones conté con
la aprobacion del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la
Universidad de Chile. Inicialmente los ratones fueron anestesiados con isofluorano
Forene (Abbvie, EE.UU) vy depilados cuidadosamente con una rasuradora eléctrica y
posteriormente con crema eliminadora de vellos (Veet, EE.UU). Luego se formaron 5
grupos experimentales correspondientes a Ctrl, DP, hWJCM, HA Ctrl y HA hWJCM. Se
procedi6 a aplicar 62,5 mg de IMQ comercialmente disponible (Labimiq Crema Tépica
5 %, ITF-Labomed), correspondiente a una dosis de 3,125 mg diaria de IMQ, durante
12 dias de acuerdo a la adaptacién de un protocolo validado (van der Fits y col., 2009)

en todos los grupos a excepcion de la condicion Ctrl.

Disefio experimental del tratamiento de la dermatitis psoriasiforme
A partir del cuarto dia de la aplicacion de IMQ, se iniciaron los distintos tratamientos,

siendo HA hWJCM y HA Ctrl a nivel tépico. Para ello se humedecieron levemente 5
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puntos de la piel dorsal de los animales sobre los cuales luego se colocaron las
esponjas. Por otra parte, la administracién de hWJCM fue realizada por medio de una
dosis de 100 pL por via subcutanea, distribuida también en 5 puntos de la piel dorsal.
Luego del transcurso de 4 horas desde la aplicacion de los tratamientos, se continuo
con la aplicacion topica de IMQ tal como se describié anteriormente. El tratamiento
farmacologico tuvo una duracion total de 9 dias, completdndose el protocolo

experimental total al dia 12.

Evaluacion del efecto terapéutico de los tratamientos hWJCM, HA Ctrl y HA
hWJCM mediante indice PASI, indice esplénico, indice hepético y examinacion de
la piel

Durante la induccion de DP se evalu6 el peso de los ratones junto con el indice PASI,
para lo cual se usoé la escala modificada para un modelo murino y el grosor de piel fue
medido utilizando un caliper. Los registros fueron hechos a los dias 1, 3,5, 7,9y 11 de
la induccién de la enfermedad, previo a la administracién del correspondiente
tratamiento. Para establecer el puntaje asociado al engrosamiento de la piel de acuerdo
al indice PASI, se hizo una escala de conversién considerando: el promedio de grosor
de piel de los ratones al primer dia previo induccion de DP y el promedio de grosor de
la piel psoriasiforme al dia 11 para luego generar intervalos y obtener la puntuacion

correspondiente.

Una vez transcurridos los 12 dias de la induccién de DP, luego de 24 horas, los ratones
fueron eutanasiados de acuerdo a protocolo ético del laboratorio CT&BD de la
Universidad de Chile y autorizado por comité CICUA local, por medio de sobredosis de
isofluorano. El peso corporal fue registrado para cada raton y ademas el bazo e higado

de cada individuo fueron extirpados y los correspondientes pesos de éstos registrados,
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para evaluar indice esplénico e indice hepético como la razén entre el peso del 6rgano
en cuestion y el peso total corporal. También, un trozo de piel de 4 cm? fue removido del
dorso de los animales para observar en detalle la distribucion de los vasos sanguineos
dermales. Dicho trozo de piel fue fotografiado bajo lupa con magnificaciones de 0,8X,
1,6X y 4X. A partir de las imagenes obtenidas con el aumento de 1,6X, se realiz6 la
cuantificacion de los vasos sanguineos para lo cual se seleccionaron las ramificaciones
mas pequefias (procurando no considerar vasos sanguineos principales) y la medicion
del didmetro de éstos tal como fue descrito previamente. Ademas de lo anterior, se
calculo: el nUmero total de vasos sanguineos nuevos de apariencia tortuosa, el indice
de tortuosidad (IT) de éstos (Virgilio y col.,2017), considerando la razén entre la longitud
de la curvatura del vaso sanguineo (C) y la distancia mas corta entre los puntos de inicio

y fin de éste, dado por una linea recta (R), de acuerdo a:
IT = [(5) — 1] X 100 (1)

También se evalu6 la complejidad de la tortuosidad de los vasos sanguineos, dado por
el nimero de segmentos (NS) que éstos presentaban, segun el criterio topolégico de

una red en arbol (Uylings & van Pelt, 2002) que se muestra en la figura 3, como:

NS =%i1S; )

Una vez obtenidas las fotografias de la piel dorsal de cada individuo, se corté una
pequefia muestra de piel de los individuos de cada condicion experimental para generar
cortes histologicos de 10 um de espesor. Tras la tincion con hematoxilina y eosina (H&E)
de las muestras extraidas, se procedi6 a fotografiarlas con un microscopio de

fluorescencia BX51 (OLYMPUS, EE. UU) equipado con una cdmara digital Moticam
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2500, con magnificacion 10X para apreciar los posibles cambios inducidos debido a los

tratamientos. El resumen del protocolo experimental utilizado se muestra en la figura 4.

Vasculatura anormal

Dermatitis psoriasiforme (DP)
inducida por IMQ

Vasos sanguineos
tortuosos

IT=[(C/R)-1]x100

Figura 3. Criterio utilizado parala cuantificacion de vasos sanguineos tortuosos. La piel dorsal murina
fue extirpada de cada individuo correspondiente a las distintas condiciones experimentales. Los ratones
inducidos con DP mostraron vasculatura anormal caracterizada por vasos sanguineos tortuosos. La
vasculatura anormal se consideré como una arquitectura de vasos sanguineos torcidos o doblados. Con el
fin de evaluar la complejidad tortuosa de las estructuras mencionadas, se registré el nUmero de segmentos
totales para llegar a ellas. Por ejemplo, en el esquema se resalta un vaso sanguineo torcido y el nimero de
segmentos para ese vaso, que corresponde a 10. El indice de tortuosidad se utilizé para la cuantificacion

de la tortuosidad de un determinado vaso sanguineo. Creado con Biorender.com.
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- Variacién peso

- indice esplénico
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- Cambios histolégicos

- Vasculatura dermal

Figura 4. Protocolo experimental. Se indica el procedimiento realizado para la induccién de DP y su
respectivo tratamiento junto con los parametros de interés que fueron evaluados. Creado con
BioRender.com.

Cuantificacion del grosor epidérmico

El grosor de la epidermis fue medido en el programa ImageJ. Esto fue realizado para un
total de 15 imagenes, obtenidas tras fotografiar distintos cortes de piel tefiidos con H&E,
por cada condicién experimental. La medicién se realiz6 considerando la distancia entre

el estrato basal y la capa mas distal del estrato cérneo.

Inmunohistoquimica

Se llevd a cabo la inmunotincion contra CD31, un marcador de células endoteliales, en
los cortes histolégicos obtenidos para analizar la estructura de la vasculatura dorsal en
las distintas condiciones estudiadas. La inmunohistoquimica se realizé6 mediante el uso
de una dilucién 1:100 del anticuerpo policlonal CD31 (Invitrogen, EE.UU). Una vez
detectada la marca para CD31, se tomaron fotografias con una magnificacion de 20X
utilizando el microscopio de fluorescencia BX51 (OLYMPUS, EE.UU) equipado con una

camara digital Moticam 2500.
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Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron representados como el promedio + desviacion
estandar. La diferencia estadistica entre dos grupos experimentales fue analizada por
medio de una prueba de Mann-Whitney y, por otro lado, aquellas diferencias entre
grupos por medio de ANOVA de una via seguido de mudltiples comparaciones y
Kolmogorov-Smirnov. Los graficos y analisis estadisticos fueron efectuados con el
programa GraphPad Prism 8. Las diferencias entre grupos fueron consideradas como
no significativas cuando P = 0,05 (ns), significativas cuando P < 0,05 (*), muy
significativas cuando P < 0,01 (**), y extremadamente significativas cuando P < 0,001

(***)y P < 0,000 (***¥).



RESULTADOS

Las células derivadas de la gelatina de Wharton expresan marcadores especificos
de MSC

Con el fin de corroborar el fenotipo de MSC de las células aisladas de distintos cordones
umbilicales, que presentaron morfologia fibroblastoide y ademas demostraron ser
adherentes al plastico, se realizo una citometria de flujo para evaluar la expresion de
marcadores tipicos de MSC de los cultivos establecidos.

Los resultados obtenidos de la citometria de flujo se muestran en la figura 5. Estos
indicaron la presencia de los marcadores CD105, CD90 y CD73. Por el contrario,
indicaron la ausencia de los marcadores CD45 y CD34, tal como ha sido descrito

previamente en la literatura.

27
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Figura 5. Las hWJ MSC expresan los marcadores CD105, CD90y CD73 en ausencia de CD45y CD34.
Se muestran los histogramas resultantes de la citometria de flujo de una muestra representativa de hwJ
MSC. En gris se tiene la sefial correspondiente a control sin anticuerpos, mientras que en rojo se observa

la sefal obtenida para la expresién de marcadores fluorescentes unidos a anticuerpos para los marcadores

de superficie celular CD105, CD90, CD73, CD45 y CD34 en la muestra utilizada.
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El tratamiento HA hWJCM presenta potencial angiogénico en un modelo CAM in
vVivo

Se realizé una evaluacién del potencial angiogénico de HA hWJCM, (el soporte
polimérico bioactivado se muestra en la Figura 6A), para conocer si dicha propiedad era
mantenida tras el proceso de liofilizacion de hWJCM.

Luego de 4 dias de estimulacion de la CAM, fue posible observar un incremento de
vasos sanguineos en las condiciones HA Ctrl, VEGF, hWJCM y HA hWJCM respecto a
la condicién control DMEM SRF tal como se observa en las figuras 6B-F. Los resultados
obtenidos tras la cuantificacion, mostrados en la figura 6G, evidencian diferencias
extremadamente significativas entre las membranas estimuladas con DMEM SRF y
aquellas con hWJCM y HA hWJCM (P < 0,001). En estas condiciones se obtuvo un
namero de vasos totales similar a la del control positivo VEGF (P < 0,0001), lo que
sugiere un fuerte potencial angiogénico por parte de estos estimulos. Si bien HA Ctrl
presenta un mayor niamero de vasos sanguineos respecto a DMEM SRF, no se
evidenciaron diferencias significativas entre las mencionadas condiciones. En adicion a
lo anterior, en la figura 6H se observa que los vasos estimulados con VEGF, hWJCM,
HA Ctrl y HA hWJCM resultaron tener un diametro mayor en comparacion a la condicion
DMEM SRF (P < 0,0001), sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre

esos estimulos (P > 0,05).
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Figura 6. Las propiedades angiogénicas de hWJCM se mantienen luego del proceso de liofilizacion.
Se aprecia en (A) una esponja HA hWJCM, como producto final del proceso de liofilizacién. Se muestran
las imagenes representativas obtenidas en distintas CAM de embriones de pollo al dia ndmero 12 de
desarrollo embrionario (E12), luego de 4 dias de estimulacion con DMEM SRF (B), VEGF (C), hWJCM (D),
HA Ctrl (E) y HA hwWJCM (F), barra = 5 mm. En (G) se muestra la cuantificacion de los vasos sanguineos
obtenidos para cada estimulo, resultado que se encuentra normalizado por el nimero total de vasos
presentes en E8. Analisis estadistico ANOVA de una via con multiples comparaciones, n=10, P < 0,05. En
(H) se observa la medicién del didmetro de los vasos sanguineos circundantes a los estimulos. Se
encontraron diferencias extremadamente significativas entre DMEM SRF versus VEGF, hWJCM, HA Ctrl y

HA hWJCM (****). Test Kolmogorov-Smirnov, n=200, P < 0,0001.

Evaluacion del potencial terapéutico de hWJCM y HA hWJCM en un modelo de DP
Habiendo esclarecido que HA hWJCM mantiene las propiedades angiogénicas, y ergo
las potencialidades funcionales del secretoma de las hWJ MSC, el siguiente objetivo fue
establecer si el polimero bioactivado seria capaz de regular los signos de DP inducida
con IMQ en ratones. Para ello se utiliz6 un protocolo experimental de 12 dias de

induccion y se realizaron 3 tratamientos a partir del cuarto dia de induccion con la
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finalidad de evaluar el potencial terapéutico de HA hwJCM, comparando con hWJCM y
HA Ctrl. Durante el periodo de induccidn, el indice PASI al igual que la variacion de peso

porcentual de los animales fueron calculados.

Es posible apreciar en las figuras 7A-D la evolucion de los distintos parametros que
contribuyen al indice PASI durante 11 dias. En el dltimo dia, la condicion que present6
el puntaje total PASI mas alto fue DP (8,5 £ 0,5), seguido por aquellos tratados con HA

Ctrl (2,17 % 0,29), HA hWJCM (2 £ 0), hWJCM (0,5 + 0) y finalmente Ctrl (O + 0).

Interesantemente en cuanto a la variacion de peso de los animales respecto al primer
dia, se encontr6 que luego de la primera aplicacién de IMQ, existe una pérdida de peso
corporal. Este resultado es esperable, y coincide con reportes de literatura, dado que
IMQ induce fuerte inflamacion dérmica y llagas con el consecuente malestar de los
animales, lo que afecta su capacidad de alimentacion. Sin embargo, una vez iniciado el
tratamiento de DP, los ratones a los cuales se les administré HA hWJCM, comenzaron
a aumentar de peso y al Ultimo dia de tratamiento, estos individuos tuvieron una
recuperacion practicamente total (A= -2,51%), llegando a un valor cercano al de la
condicion Ctrl (A= -0,99%) resultado que no pudo verse en las demas condiciones
experimentales. Seguido HA hWJCM, se encontraron los ratones tratados con hWJCM
(A= -6,47%) vy, por otro lado, se observo que ratones tratados con HA Ctrl disminuyeron
su peso hasta un nivel cercano al de los ratones DP (-9,84% y -12,11%

respectivamente), lo que se muestra en la figura 7E.
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Figura 7. El tratamiento HA hWJCM disminuye el indice PASI y provoca la recuperacion del peso
corporal. Se muestra la evolucion de las caracteristicas de las lesiones psoriasiformes durante un periodo
de 11 dias: eritema (A), descamacion (B) y engrosamiento de piel (C) para cada condicion. Ademas, se
muestra el puntaje total PASI para cada condicién experimental (D) junto con la variacion de peso porcentual
de los animales respecto al primer dia de induccion de DP (E), donde existen diferencias significativas entre
Ctrl y las condiciones inducidas con DP a excepcion de HA hwWJCM (P > 0,05). En relacion a la condicién
enferma DP, se observo una recuperacion de peso significativa en los animales luego de los tratamientos
hWJCM y HA hWJCM. Test de Mann-Whitney, n=3, P < 0,05.

Con los resultados obtenidos fue posible concluir que luego de tan solo 1 dia de
tratamiento, la administracion subcutanea de hWJCM provocé una disminucion dréstica
del indice PASI en comparaciéon a HA Ctrl y HA hwWJCM. Sin embargo, luego de 3 dias
de tratamiento, fue posible observar una tendencia de los tratamientos HA Ctrl y HA

hWJCM a la reduccién del indice PASI, siendo el ultimo més eficaz y acercandose a

valores obtenidos con hWJCM. Este ultimo tratamiento, continué disminuyendo el indice
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PASI y al dia 9 no fue posible encontrar diferencias significativas tras la comparacion
con la condicion Ctrl, a diferencia de los tratamientos HA Ctrl y HA hWJCM. Hacia el dia
11 se vio una reduccion significativa del puntaje PASI para todas las condiciones
inducidas con DP y que fueron tratadas, obteniéndose la mayor reduccion para la
condicion hWJCM. Lo anterior se plasma en la figura 8A. En relacién al espesor de piel,

se vio que el tratamiento de DP provoc6é una disminucion significativa de éste, lo que se

muestra en la figura 8B.
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Figura 8. El tratamiento de DP con HA hWJCM disminuye el indice PASI de forma aguda al dia 7 de
tratamiento. (A) Se muestra el analisis estadistico de la evolucion del indice PASI (luego de haber iniciado
los tratamientos al dia 4) a los dias 5, 7 y 9. (B) Corresponde al andlisis estadistico del grosor de la piel

dorsal para las condiciones estudiadas al dia 11. Test de Mann-Whitney P < 0,05, n=3.

La alta puntuacion de PASI para los animales DP, estd dada por un alto grado de

eritema, descamacion y engrosamiento de la piel. Por otro lado, la disminucion de este
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indice se debe a los cambios fenotipicos en la piel dorsal de los ratones inducidos con
DP frente a los tratamientos hWJCM, HA Ctrl y HA hWJCM tal como se desprende de
la figura 9, lograndose una reduccion del indice PASI de 94,12%, 74,51%, y 76,47%

respectivamente.

Ctrl DP hwJCM HA Ctrl HA hWJCM

Figura 9. La administracion de los tratamientos hWJCM, HA Ctrl y HA hWJCM disminuye las
manifestaciones clinicas de DP. Se muestran fotografias representativas correspondientes a los cambios
morfolégicos en la piel de la zona dorsal de ratones al dia 13 para los distintos grupos en estudio. En las
condiciones hWJCM, HA Ctrl y HA hWJCM, se aprecia una disminucién del nivel de eritema, escamas y
grosor de la piel respecto a la condicion DP.

Posteriormente a la eutanasia de los individuos, realizada el dia 13, se procedio a
remover el bazo e higado de cada animal. Una vez hecho esto, no se vio un cambio en
la apariencia de los higados de las condiciones inducidas con DP respecto a Ctrl,
obteniéndose finalmente valores de indice hepatico bastante similares para todas las
condiciones experimentales (P > 0,05). Muy por el contrario, fue posible evidenciar un

incremento en el tamafio de los bazos de aquellos individuos inducidos con DP, tanto

en su longitud como en el ancho, lo que se tradujo en un mayor indice esplénico para
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dichos animales, los cuales resultaron ser significativamente mayores al obtenido en

condicion Ctrl (P < 0,05). Lo anterior se muestra en las figuras 10A y B respectivamente.
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Figura 10. El tratamiento de DP no revierte la esplenomegalia. Se presenta en (A) el indice hepatico
mientras que en (B) se presenta el indice esplénico para las distintas condiciones experimentales. Analisis
realizado al dia 13 del protocolo experimental. Test de Mann-Whitney, n=3, P < 0,05.

Una vez que los animales fueron eutanasiados, se obtuvieron muestras de piel a partir
de las cuales se realizaron tinciones de H&E para analizar en detalle la histologia en las
diferentes condiciones experimentales, lo que se muestra en las figuras 11A-E. En la
condicion DP, fue claramente observada acantosis, paragueratosis, el alargamiento de
las crestas epidérmicas e infiltrado celular. Frente al tratamiento con hWJCM, HA Ctrl y
HA hWJCM, se observo una disminucion de la hiperplasia epidermal y del fenémeno de
paraqueratosis, mientras que, en relacion al infiltrado celular en la dermis, solamente se
vio una disminucion considerable frente al tratamiento HA hWJCM. En relacién a la
condicion Ctrl, no se apreciaron manifestaciones histologicas psoriasiformes. La
condicion DP present6 el mayor grosor de epidermis seguido de una disminucién

extremadamente significativa en los tratamientos hWJCM, HA Ctrl y HA hWJCM (P <
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0,0001), obteniéndose un resultado similar para estos ultimos. Los grosores epidérmicos
de las condiciones inducidas con DP fueron significativamente mayores a los de la

condicion Ctrl (P < 0,0001), lo que se encuentra plasmado en la figura 11F.
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Figura 11. El grosor de la epidermis se reduce frente al tratamiento de DP. Se muestran cortes
histologicos de piel sometidos a tinciones de H&E para las distintas condiciones en estudio. (A) corresponde
a Citrl, (B) corresponde a DP y en la imagen se muestran los fendmenos de paraqueratosis (flecha negra),
elongacion de crestas epidérmicas (flecha rosada) e infiltrado celular (recuadro). En (C) se observa un corte
histolégico de hWJCM, (D) corresponde a HA Ctrl y finalmente en (E) se muestra HA hWJCM, barra = 1,5
mm. En todas las condiciones exhibidas, se adjunta un aumento de la dermis (recuadro). (F) Corresponde

a la cuantificacion del grosor de epidermis de los cortes provenientes de las distintas condiciones

experimentales. ANOVA de una via con multiples comparaciones, n=15, P < 0,001.

Las pieles a partir de las cuales se obtuvieron las muestras histol6gicas, fueron
fotografiadas, para observar con mayor detalle la estructuracion de los vasos

sanguineos. Se vio que la induccion de DP con IMQ sin tratamiento, provoc6 un



37

aumento en la vascularizacion y la formacion de vasos sanguineos tortuosos, los cuales
interesantemente se mantuvieron tras los tratamientos con hWJCM, HA Ctrl y HA
hWJCM. En adicién a lo anterior, se realizé una inmunohistoquimica para CD31, con el
objetivo de marcar células endoteliales, dado el proceso de angiogénesis aberrante que
ocurre en animales enfermos con DP. Gracias a ello, fue posible observar a nivel
histolégico un incremento en la vascularizacién para la condicion DP junto con vasos

dilatados y tortuosos. Lo previamente mencionado se muestra en la figura 12A.

En relacion a la vasculatura dorsal, se realizé un analisis detallado y se encontré que la
administraciéon de tratamientos hWJCM, HA Ctrl y HA hWJCM, disminuyé la formacion
de nuevos vasos sanguineos, siendo mas drastico en el caso de las lltimas dos
condiciones mencionadas, en las cuales se obtuvieron valores cercanos tal como se
observa en la figura 12B. Al momento de considerar el nUmero de vasos sanguineos
tortuosos al dia 13, solamente se pudo apreciar una disminucién significativa para la
condicion HA hWJCM (P < 0,05). Respecto al indice de tortuosidad de los vasos
presentes en las distintas condiciones, se logré una reduccion para los tratamientos HA
Ctrl y HA hWJCM aunque solamente logro ser significativa en el dltimo caso (P < 0,01),
mientras que al momento de analizar la complejidad de las estructuras tortuosas, se
observd Unicamente una reduccion extremadamente significativa para el tratamiento HA

hWJCM (P < 0,0001).

Si bien, a simple vista se encontr6 que los vasos sanguineos principales de la condicion
DP presentaban un diametro mayor a los apreciados en la condicion Ctrl, las
ramificaciones mas recientes eran de un diametro considerablemente menor a la
condicion Ctrl. Por otro lado, se obtuvo que los distintos tratamientos generaron

estructuras vasculares de un mayor diametro en comparacion a lo observado en la
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condicion DP (P < 0,0001), llegando a ser éstos similares a los presentes en la situaciéon

Ctrl. Lo anterior se muestra en la figura 12F.
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Figura 12. El tratamiento con HA hWJCM reduce tanto el nimero de vasos sanguineos normales

como tortuosos y recupera el didmetro de éstos. (A) Se muestran imagenes de alta y baja magnificacion

(recuadro resaltado) y las imagenes resultantes tras la tincion de CD31 de secciones de piel representativas

de las distintas condiciones experimentales al dia 13. Comparado con el grupo Ctrl, DP muestra un aumento

en el nimero de vasos y también presencia de vasos tortuosos con forma serpenteante y espiral. Barra =

2,5 mm para iméagenes de baja potencia, Barra = 0,5 mm para imagenes de alta potencia y tincién de CD31.

Se indica en (B) el nimero de vasos sanguineos correspondientes a las nuevas ramificaciones de los vasos



39

sanguineos principales. Test de Mann-Whitney, n=3, P < 0,05. (C) Se muestra el nimero total de vasos
sanguineos tortuosos por condicién. Test de Mann-Whitney, n=3, P < 0,05. En (D) se observa el indice de
tortuosidad para los distintos grupos experimentales, el cual se reduce significativamente en los individuos
tratados con HA hWJCM. ANOVA de una via con multiples comparaciones, n = 60, P < 0,05. (E) La
complejidad de la tortuosidad, expresada como el niumero de segmentos totales hasta un vaso tortuoso,
mostré una reduccién significativa en el tratamiento HA hWJCM en comparaciéon con la condiciéon DP,
siendo incluso significativamente diferente a los tratamientos hWJCM o HA Ctrl. ANOVA de una via con
multiples comparaciones, n = 30, P < 0,05. En relacion al diametro de los vasos sanguineos (F) se muestra
la distribucion de los vasos sanguineos contabilizados en (B) para las condiciones experimentales. Existen
diferencias significativas entre Ctrl y HA Ctrl (*). También se encontraron diferencias extremadamente
significativas entre DP y Ctrl, hWJCM, HA Ctrl y HA hWJCM (****). Test Kolmogorov-Smirnov, n=60, P <

0,05.



DISCUSION Y/O PROYECCIONES
La psoriasis, al ser una enfermedad de caracter autoinmune, no tiene cura, solamente
tratamientos paliativos, los cuales han demostrado ser incémodos, no siempre efectivos,
complicados, costosos y causantes de efectos secundarios adversos, lo que provoca
una disminucion en la adherencia a ellos por parte de los pacientes. La calidad de vida
de los pacientes psoriasicos se ve gravemente afectada de acuerdo a la severidad de
la patologia. Sin embargo, esta puede mejorar considerablemente con el tratamiento

adecuado.

La medicina regenerativa basada en el uso de MSC, ha demostrado ser efectiva en otras
patologias tales como dermatitis atdpica, lupus cutaneo eritematoso y dermatitis alérgica
por contacto (Shin y col., 2017). Actualmente, debido a las desventajas que presenta el
uso de MSC como tal, se han realizado avances hacia tratamientos sin el uso de células,
lo que ha provocado la busqueda de maneras para conservar y almacenar el secretoma
de las células y/o componentes terapéuticos, sin que se pierdan las propiedades de
interés. Se ha visto que una posible manera estable de almacenar el secretoma durante
un largo periodo, corresponde al proceso de liofilizacion que permite generar un polvo
con los componentes bioactivos. Sin embargo, es probable que ocurra una disminucion
en la actividad biolégica de los compuestos liofilizados (Fernandes-Cunha'y col., 2019).
Para evitar la destruccion y por lo tanto mantener la integridad y estructura de los
componentes del secretoma, se requiere la adicion de un compuesto criopreservante
(Bari y col., 2018; Romanov y col., 2019). Como ha sido reportado que el HA posee
propiedades criopreservativas, en el presente trabajo fue estudiado como soporte para
generar un tratamiento novedoso enfocado a las lesiones cutdneas causadas por la

psoriasis, basado en la combinacién con los factores secretados por hWJ MSC.

40
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En primer lugar, las células aisladas a partir de la gelatina de Wharton, cumplieron dos
de los requisitos establecidos por ISCT (Dominici y col.,, 2006), siendo éstos la
adherencia al plastico ademas de la expresién de marcadores de superficie de MSC y
ausencia de marcadores de superficie de células hematopoyéticas. Si bien no se realizé
la diferenciacién in vitro de las células obtenidas, si se pudo apreciar la morfologia
fibroblastoide de estas, lo que sugiere fuertemente que las células correspondieron
efectivamente a hWwJ MSC. Cabe sefalar que la diferenciacién de estas células a linajes
mesodérmicos ha sido reportada previamente por el laboratorio de la Dra. Palma, y

forma parte de los protocolos de rutina para verificar los cultivos primarios.

Una vez comprobado lo anterior, el hWJCM fue recolectado luego de 48 horas de cultivo
con el fin de producir un biopolimero altamente poroso y flexible, utilizando como soporte
HA. Una vez obtenido este biopolimero de HA hWJCM, semejante a una esponja, se
llevé a cabo un ensayo CAM in vivo para evaluar si el potencial angiogénico descrito
previamente para hWJCM (Edwards y col., 2014) se mantenia en la nueva composicion
polimérica tras el proceso de liofilizacién. Puesto que se ha descrito que la pérdida de
las propiedades funcionales de componentes terapéuticos podria ser generada por
cambios conformacionales de proteinas liofilizadas ademéas de transformaciones no
deseadas de compuestos activos y/o excipientes. (Roy & Gupta, 2004; Ohtake y col.,
2020). Los resultados obtenidos demostraron que HA hWJCM promovié la formacién de
nuevos vasos sanguineos, obteniéndose un valor muy similar a lo alcanzado con
hWJCM vy al control positivo VEGF, indicando que el tratamiento es angiogénico y que
por lo tanto los componentes de hWJCM mantienen sus propiedades angiogénicas en
la nueva composicioén tras el proceso de liofilizacion. A pesar que sorpresivamente el

estimulo HA Ctrl generé un aumento en el niumero de vasos totales, este no fue
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considerado como significativo. A su vez, HA Ctrl también provocé un engrosamiento
significativo de los vasos sanguineos estimulados en comparacién a aquellos
estimulados con DMEM SRF. Lo anterior estaria indicando que HA Ctrl a pesar de contar
con un alto peso molecular, propiedad a la cual se le han atribuido efectos
antiinflamatorios previamente (Cooper y col., 2008), estaria actuando como un agente
inflamatorio durante el desarrollo embrionario de Gallus gallus. Esto podria deberse a
que HA Citrl al entrar en contacto con el medio acuoso dentro del huevo interactlie con
hialuronidasas, enzimas hidroliticas que provoquen su degradacién en unidades mas
pequefias, tornandose asi de bajo peso molecular y por lo tanto provocando un aumento
en la expresion de citoquinas pro angiogénicas como VEGF y TNF-a, finalmente
teniendo un efecto proinflamatorio, como ha sido sugerido previamente (West y col.,
1984; Pardue y col., 2008; Ribatti, 2010). Por otro lado, en relacién al diametro de los
vasos sanguineos de las condiciones restantes VEGF, hWJCM y HA hWJCM, fue
observado un aumento significativo respecto a lo notado en Citrl, lo cual sugiere un
efecto en la maduracién de los vasos sanguineos o proliferaciéon de las células

endoteliales por accién de los estimulos.

Al observar que las propiedades angiogénicas de HA hWJCM, atribuidas principalmente
a los factores de hWJCM, se mantuvieron tras el proceso de liofilizacion, se infiri6 que
posiblemente el resto de las propiedades terapéuticas que caracterizan a hWJCM
también fueron conservadas. Tal suposicion se corroboré mas tarde en un modelo
murino de dermatitis psoriasiforme. Ha sido reportado que la aplicacion de IMQ en este
modelo provoca deshidratacion en los individuos, lo que a su vez contribuye a cambios
gue ocurren en la estructura de la piel, como es el aumento de la tension y descamacion

en esta (Horvath y col., 2019). Lo anterior es concordante con los resultados obtenidos,
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pues en la condicion DP sin tratamiento, se observé el desarrollo de la patologia
reflejandose en un alto indice PASI. Si bien durante la induccion de DP, se aprecié una
mejora leve en cuanto al grado de eritema entre los dias 5y 7 en los animales no
tratados, esto no fue inesperado, puesto que se ha registrado que la expresion de
interleucinas implicadas en el desarrollo de la enfermedad son expresadas de manera
transitoria (van der Fits y col.,, 2009) y que, ademas, IMQ genera una respuesta
adaptativa en la piel de ratdn tras su constante aplicacion (Na Takuathung y col., 2018).
Por otro lado, en el caso de los tratamientos hWJCM, HA Ctrl y HA hWJCM, se aprecio
una disminucién dréastica del indice PASI siendo el mayor efecto atribuido a hWJCM.
Esto posiblemente se deba al método de administracion mas invasivo de los factores
antiinflamatorios (lo que disminuye el nimero de barreras biolégicas que debe atravesar
el tratamiento para llegar al tejido de interés, la dermis) y por la naturaleza acuosa de
hWJCM, lo que contribuiria a una reduccion de la deshidratacion ocasionada por IMQ y
por lo tanto mejoraria el aspecto de la piel. Si bien no se realiz6 la administracion topica
del secretoma, ha sido descrito que la aplicacion topica de BM MSC CM de ratas
disminuye la inflamacién causada por IMQ luego de tan solo 3 dias de tratamiento al
reducir el grosor de la piel al mismo nivel que fluocinolona, un potente corticoesteroide
(Sarychevay col., 2019). Interesantemente, a pesar del perfil pro angiogénico reportado
para hWJCM previamente (Edwards y col., 2014), se aprecié una disminucion en el
grado de eritema en los individuos tratados con este y HA hWJCM. Esto ultimo es
particularmente relevante pues indicaria que frente a un contexto psoriasiforme in vivo,
caracterizado por una inflamacién permanente, los componentes anti angiogénicos de
hWJCM adquieren un mayor protagonismo y que no se atribuye esta actividad al tipo de
factores presentes, sino mas bien a un balance entre los componentes que promueven

la angiogénesis y aquellos que la inhiben (Pardue y col., 2008), sumado a un posible
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efecto de disminucion en la activacion de células endoteliales al igual que queratinocitos,
por efecto de hWJCM, gue tiene como consecuencia una reduccién en la liberacién de

factores proinflamatorios.

Por otra parte, los resultados obtenidos para HA Ctrl y HA hWJCM indicaron que la
reduccion del indice PASI para ambos tratamientos fue similar. Sin embargo, al
momento de considerar la variacion de peso de aquellos individuos sometidos al
tratamiento HA hWJCM, se vio una recuperacion practicamente total luego de tan solo
4 dias en comparacion a individuos DP, HA Ctrl y hWJCM. Por lo mencionado
previamente, seria necesario evaluar en detalle si efectivamente al dia 9 del tratamiento,
momento en que se dejan de ver diferencias entre ambas condiciones, los individuos de
la condicién HA hWJCM dejan de responder al tratamiento o si Unicamente se debe a
inconvenientes del proceso de liofilizacidn, el cual aun se esta optimizando, puesto que
no todas las esponjas obtenidas inicialmente contaron con el mismo tamafio e igual
consistencia, utilizandose hacia el final del experimento esponjas un poco mMas
desintegradas que las primeras. Muy por el contrario, los animales tratados con HA Cirl
no mantuvieron su peso corporal constante, este disminuy6 casi al mismo nivel de DP.
Si bien se ha descrito que HA de alto peso molecular disminuye los efectos
proinflamatorios de ciertas moléculas y posee un efecto analgésico (Coopery col., 2008;
Gupta y col., 2019), el fracaso del tratamiento en provocar un aumento del peso,
indicaria que este no es capaz de penetrar la piel para ejercer su accion o que la dosis
utilizada de HA Ctrl no seria suficiente para disminuir el dolor asociado a la enfermedad,
a diferencia de los tratados con HA hWJCM. Lo anterior plasma que el bienestar general
producto del tratamiento HA hWJCM, se debe posiblemente a una sinergia de los

efectos terapéuticos atribuidos a los compuestos presentes en él, los cuales
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probablemente actian en diversos puntos de la cascada de sefializaciébn que
desencadena el dolor causado por la enfermedad, permitiendo finalmente que el animal

pueda alimentarse, hidratarse y moverse sin sufrimiento.

En lo concerniente a la histologia de la piel, se vieron las manifestaciones clasicas
psoriésicas en los animales de la condicion DP, contrario a lo observado en la condicion
Ctrl. Fue posible notar que los tratamientos HA Ctrl, hWJCM y HA hWJCM disminuyeron
estas manifestaciones puesto que actuaron sobre los queratinocitos regulando su
proliferacion y reduciendo el grosor de la epidermis, lo cual sugiere que HA Ctrl a pesar
de tener un alto peso molecular es capaz de penetrar la epidermis y dermis tal como ha
sido reportado previamente (Brown y col., 1999). Por otro lado, en el caso de HA hWJCM
no se observé paraqueratosis y a diferencia de los tratamientos HA Ctrl y hWJCM,
ocurrio la disminucién de la infiltracion celular en la dermis. Lo anterior confirmaria la
presencia de factores inmunomoduladores en HA hWJCM que disminuyen el
reclutamiento de células propias del sistema inmune atraidas hacia la piel debido a los
quimioatrayentes secretados por los queratinocitos moribundos o de comportamiento

aberrante desencadenado por algun estresor (Wagner y col., 2010).

Si bien en este seminario de titulo no se realizaron experimentos para entender como
actu6 hWJCM en la piel psoriasiforme en relaciébn a la expresién de citoquinas
principales en el desarrollo de la afeccién, esto fue hecho para la linea de investigacion
principal en la cual se enmarcé este proyecto (Tesis de Doctorado en Biotecnologia,
USACH, Dra. Daniela Carrillo, 2020). En aquella investigacion, se observd que la
atenuacion de las lesiones psoriasiformes se debe principalmente a una disminucion
significativa de las citoquinas proinflamatorias claves en el desarrollo de la enfermedad

como TNF-a e IL-17A (Carrillo y col., datos no publicados). Sin embargo, es probable
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gue los diversos compuestos bioactivos de hWJCM actien sobre mas puntos en la via
de sefializacion que da origen a la patogénesis, pudiendo disminuir la presencia de otros
agentes clave altamente expresados como lo son IL-1(, IL-6, IL-12, IL-22, IL-23, IFN-a
e IFN-y, lo cual ha sido previamente descrito para ratones DP tras la administracion de

UC MSC (Chen y col., 2019).

En relacibn a los organos extraidos de los individuos pertenecientes a distintas
condiciones, se observé el fenbmeno de esplenomegalia. Esto podria ser causado por
el ambiente inflamatorio constante y ademas puesto que el bazo es un 6rgano linfoide
secundario en el cual ocurre la activacion de linfocitos, el incremento en el tamario total
podria deberse de la proliferacion de éstos. En cuanto al analisis de indice hepatico, no
se encontraron diferencias significativas entre las diversas condiciones. Esto podria
indicar que el agrandamiento del higado causado por la accion de citoquinas
proinflamatorias, al cual se asocia la enfermedad de higado graso no alcohdlico, seria
un efecto que se da a largo plazo o simplemente que la aplicacion tépica de IMQ no es

capaz de desencadenar esta comorbilidad.

En cuanto al proceso angiogénico, se ha informado que este permite aumentar el flujo
sanguineo con el fin de promover la reparacion de heridas, algin proceso de
remodelacién o el crecimiento de un tejido en particular (Pardue y col., 2008). Sin
embargo, se ha descrito angiogénesis aberrante en patologias como el cancer o
psoriasis. Lo anterior explicaria el aumento inicial del eritema en DP, dado por un
engrosamiento de los vasos sanguineos principales y surgimiento de capilares tortuosos
(Guerard & Pouliot, 2012), ademés de numerosas ramificaciones de diametro pequefio
gue son mas permeables y carecen de células capaces de entregarles soporte como

pericitos y células musculares (Armstrong y col., 2011). Es de suma importancia reducir
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el proceso angiogénico aberrante, puesto que se ha reportado que los vasos tortuosos
reducen o alteran el flujo sanguineo, pudiendo generar isquemia en zonas distales. Si
bien se asocia la vasculatura tortuosa a patologias, también se ha relacionado al
proceso de reparacion de heridas, apareciendo cerca del sitio de lesién para luego
adquirir un fenotipo normal a medida que la herida comienza a sanar. Asimismo, se ha
observado una contribucién al proceso angiogénico al producirse brotes en los apices
de las regiones curvas de estos vasos, los que mas tarde se convierten en estructuras

estables que promueven la sanaciéon (Chong y col., 2017).

La vasculatura tortuosa puede llegar a formarse producto del debilitamiento de la pared
del vaso sanguineo provocado por la degradacién de compuestos de la MEC como lo
es elastina o por la degradacién de tejido conectivo (Han, 2012). Durante el proceso
angiogénico, ocurre la degradacién de la MEC por parte de proteasas, entre ellas
metaloproteasas (MMP), las cuales ademas se han asociado a procesos de
remodelacién de tejidos, regulacion de respuesta inflamatoria y vasodilatacion
(Mezentsev y col.,, 2014). Estas enzimas se encuentran inducidas a su vez por
citoquinas proinflamatorias como lo son IL-1B y TNF-a, y al degradar la MEC, se genera
un cambio en la composicibn de ésta y factores proangiogénicos son liberados
(Heidenreich y col., 2009; Masuko y col., 2009). Frente al tratamiento de DP se pudo
apreciar que la cantidad de nuevos vasos sanguineos formados se redujo, lo que
finalmente provocé una disminucién del flujo sanguineo en la piel y por lo tanto una
disminucion del eritema. El tratamiento hWJCM gener6 una disminucion en el nimero
de vasos sanguineos respecto a la condicion DP, probablemente por los factores anti-
angiogénicos presentes, sin embargo, se obtuvo un nimero de vasos sanguineos mayor

a lo observado en los tratamientos HA Ctrl y HA hWJCM. En adicion a lo anterior, se
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pudo observar vasos sanguineos tortuosos en todas las condiciones inducidas con DP,
obteniéndose la menor cantidad en la condicion HA hWJCM. Se ha descrito que el
hWJCM contiene MMP (Amable y col., 2014; Edwards y col., 2014; Carrillo y col., datos
no publicados). Quizas el efecto de las MMP contenidas en hWJCM junto con las MMP
presentes en las lesiones psoriasiformes y el resto de factores bioactivos
proangiogénicos encontrados en el secretoma, exacerban la remodelacién de vasos
sanguineos existente en el contexto psoriasiforme impidiendo la correcta maduracion y
estabilizacion de ellos, finalmente evitando la regresion de las estructuras tortuosas. Por
otra parte, tras el tratamiento de HA Ctrl, igualmente permanecieron en gran parte los
vasos sanguineos tortuosos, sin embargo, en la condicion HA hWJCM, se observé una
estructuracion mas cercana a la condicion Ctrl de la vasculatura dorsal. Se ha
demostrado que HA es capaz de reducir la expresion de MMP previamente inducidas
por IL-1B a nivel de ARN mensajero (ARNm) y proteina, siendo sugerido que HA inhibe
la uniébn de IL-1B hacia su receptor (Sasaki y col.,, 2004; Wu y col.,, 2017).
Sorprendentemente a pesar de lo anterior, el tratamiento HA Ctrl, no logré reducir
significativamente el nUmero de vasos tortuosos, pero en el tratamiento con el polimero
bioactivado si se evidenciaron diferencias significativas, indicando una posible sinergia
en el efecto causado por la combinaciéon de los componentes que lo conforman. Sin
embargo, se observo una disminucion en el indice de tortuosidad para HA Ctrl aunque
no fue significativa, pero que si lo fue para el tratamiento de HA hWJCM. Esto significa
gue ocurrio una disminucion del largo o del grado de curvatura de los vasos sanguineos
tratados en relacion a la condicidn enferma. Por otro lado, al momento de considerar la
complejidad de los vasos tortuosos, se observé nuevamente que la Unica condicion en
la cual se aprecio una diferencia significativa respecto al grupo DP fue HA hWJCM, lo

gue se tradujo en una reduccion del grado de arborizacion respecto a las demas
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condiciones, patrén estructural que también se observa en otras enfermedades de la
piel (Jin y col., 2017). EIl hallazgo que HA hWJCM es capaz de revertir en parte la
vasculatura tortuosa hacia una normal, es extremadamente relevante puesto que no se

ha logrado observar tal resultado con los tratamientos actuales para psoriasis.

Ha sido descrito que pacientes tratados con ciclosporina y etanercept, agentes
sistémicos capaces de modular el proceso angiogénico, durante tres meses y
veinticuatro semanas respectivamente, no presentan lesiones eritematoescamosas una
vez finalizado un tratamiento (Stinco y col., 2007; Stinco y col., 2013). Sin embargo, en
ninguno de los casos mencionados ocurre la regresién desde una vasculatura tortuosa
hacia una normal, pudiendo llegar a presentarse hasta por 9 meses luego de la
desaparicién de las lesiones psoriasicas (Stinco y col., 2007; Stinco y col., 2013; Micali
y col., 2010), contrastante a la disminucion significativa que fue lograda con el
tratamiento HA hWJCM luego de tan solo 9 dias. Esto sugiere que HA hWJCM podria

estar acelerando el proceso de reparacion en las lesiones psoriasiformes.

Se conoce que el fenédmeno de angiogénesis en psoriasis precede a la hiperplasia de la
epidermis (Armstrong y col., 2011), Lo cual sugiere que, si la vasculatura de la piel
enferma no regresa a la normalidad una vez finalizado el tratamiento de la patologia,
probablemente ocurra una reaparicion de las lesiones distintivas (Bhushan y col., 1999;

Stinco y col., 2007).

En el caso del tratamiento HA Citrl se encontraron diferencias significativas en el
diametro de los vasos sanguineos respecto a la condicién Ctrl, siendo los vasos
sanguineos tratados con HA Ctrl mas delgados, sugiriendo que en el contexto
psoriasiforme HA Ctrl no es hidrolizado, manteniendo su alto peso molecular y por lo

tanto sus propiedades antiinflamatorias. Asimismo, se podria atribuir la disminucién en
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el diametro de los vasos a un efecto inhibitorio de HA Ctrl en la proliferacion de células
endoteliales tal como se ha reportado previamente (Pardue y col., 2008). Por otra parte,
el tratamiento de DP con HA hWJCM y hWJCM, ademdas de la disminucion significativa
en el nimero de nuevas ramificaciones, provocé un aumento en el diametro de los vasos
sanguineos acercandose a lo observado en la condicion Ctrl. Lo anterior podria estar
dado por la inhibicion de: la sintesis, liberacién y/o accion tanto de citoquinas
proinflamatorias como de factores tales como VEGF, angiopoyetinas, bFGF y HIF-1,
entre otros (Armstrong y col., 2011) que actlan sobre las células endoteliales, lo que

permitiria finalmente la correcta estabilizacién de los vasos sanguineos.

Si bien el modelo murino de dermatitis psoriasiforme no reproduce exactamente la
fisiopatologia de psoriasis vulgaris, es un modelo que ha permitido entender aspectos
de la enfermedad puesto que existen vias de sefializacion en comun, lo cual podria
implicar que HA hWJCM sea capaz de disminuir la severidad de psoriasis vulgaris. Ante
tal incertidumbre, el paso siguiente respecto a esta investigacion corresponderia a
realizar un estudio clinico en pacientes, adecuando la dosis de HA hWJCM con el fin de
producir el prototipo biopolimérico para humanos. Al ser la psoriasis una enfermedad de
origen multifactorial, el tratamiento propuesto tendria las ventajas de presentar diversos
compuestos capaces de regular coordinadamente las manifestaciones angiogénicas,
inmunolégicas y morfolégicas que caracterizan a la patologia, actuando en diversos
puntos claves, a diferencia del uso de un agente biolégico con un espectro de accion
bastante més acotado. Incluso podria servir para aliviar comorbilidades como la
enfermedad del higado graso no asociado a alcohol y artritis psoriasica puesto que
disminuiria los factores proinflamatorios circulantes que exacerban dichas condiciones.

Un punto a favor que tendria la administracion de HA hWJCM, es que permitiria la
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liberacion local y controlada de los compuestos bioactivos dado por el material flexible

y altamente poroso que conforma el biopolimero.

A diferencia de los tratamientos actuales, se esperaria que la administracion tépica de
HA hWJCM fuera facil, de corta duracion y realizable por el mismo usuario, puesto que
al estar liofilizados los componentes bioactivos, es un producto altamente estable a
temperatura ambiente y por lo tanto no requiere de un almacenamiento especial. Esto
disminuiria significativamente el tiempo destinado a realizar el tratamiento y los costos

asociados a éste.

Si HA hWJCM, llegara a reducir considerablemente el indice PASI en pacientes, seria
interesante conocer el tiempo que el tratamiento regularia la psoriasis vulgaris. En el
caso de estudio del uso de AD MSC CM en psoriasis de cuero cabelludo, una vez
finalizado el tratamiento se realiz6 un seguimiento de 6 meses y se observé una
continuacién de la regresiéon de psoriasis durante ese periodo (Seetharaman y col.,
2019). Por otro lado, en cuanto al uso de UC MSC para tratar psoriasis vulgaris en dos
pacientes, se observd durante 4 y 5 afios respectivamente la desaparicion de las
manifestaciones cutaneas de la enfermedad (Chen y col., 2016). Considerando que el
efecto terapéutico de MSC se debe principalmente a la estromalidad, lo anterior sugiere
que el tratamiento con HA hWJCM podria lograr la desaparicion de las lesiones
psoriasicas por un periodo extenso en pacientes con psoriasis vulgaris, sin embargo, se
requiere mayor investigacion al respecto. Si esto llegara a cumplirse supondria una
ventaja respecto a la administracion de UC MSC, puesto que los pacientes fueron
tratados con un gran nimero de células, lo cual probablemente haya implicado un
periodo prolongado de expansion in vitro o el uso de biorreactores (Mastrolia y col.,

2019). Ademas, lo novedoso de HA hWJCM radica en que no es necesario mantener
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células vivas, proliferativas y funcionales, lo que disminuye la preocupacion de efectos
no deseados tras la administracion de estas como la migracion a otro tejido,
diferenciacion no deseada y acceso desigual a nutrientes y oxigeno (Mastrolia y col.,
2019). Sumado a lo anterior, no se requiere de inversion extra en factores ni condiciones

estimulantes puesto que se utiliza hWJCM en su estado basal.

Se ha descrito que para tratamientos tdpicos de psoriasis, existe un porcentaje
extremadamente bajo de adherencia que oscila entre un 39-73%, a pesar que sea un
aspecto fundamental para lograr resultados favorables (Bewley & Page, 2011). Esto se
encuentra dado por la existencia pacientes que han cesado el uso de determinados
agentes topicos producto de su textura y/o consistencia, sensacion grasa que deja en la
piel, una gran inversion de tiempo y ser de baja eficacia. El tratamiento HA hWJCM,
tendria las ventajas de ser comodo para el usuario, puesto que, durante la
administracion, la esponja entra en contacto con agua y se disuelve instantaneamente
sin dejar la piel grasosa, cumpliendo asi con las preferencias de los pacientes por lo que

seria esperable un aumento en la adherencia al tratamiento.



CONCLUSIONES
La investigacion realizada permite concluir de manera indudable que el biopolimero
activado HA hWJCM es capaz de regular las manifestaciones clinicas de dermatitis
psoriasiforme en un modelo murino, lo cual no se limita Gnicamente al aspecto fisico y
superficial de la piel, sino que también a cambios tanto morfolégicos, angiogénicos e
inmunologicos apreciados a nivel histologico. Esto fue reflejado en la disminucion de un
76,47% en el indice PASI tras 9 dias de tratamiento, lo que a su vez redujo el sufrimiento
de los animales enfermos y provocé un bienestar general en éstos. Finalmente, los
descubrimientos emergentes de esta investigacion sugieren que podria ser un
tratamiento mas cémodo, simple, efectivo, econdmico y seguro para tratar psoriasis

vulgaris en pacientes frente a las opciones actuales en el mercado.
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