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Resumen

Efecto de la expresion de SPARC en células madre mesenquimales y andlisis de su potencial
para la regeneracion de heridas

Las células madre mesenquimales (CMM) han sido ampliamente estudiadas en los ultimos 30
afios por su gran potencial clinico. Numerosas evidencias muestran que los efectos restauradores y
regenerativos de las CMM se deben principalmente a sus efectos paracrinos mediados por su secretoma.
Estas células liberan factores de crecimiento y citoquinas que modulan procesos celulares como la
proliferacién, la diferenciacion, la inmunomodulacidn, la migracién, la angiogénesis y la supervivencia. El
secretoma de las CMM esta compuesto tanto por factores solubles, como por factores liberados dentro
de vesiculas extracelulares (VE). Los exosomas, que se encuentran entre las VE secretadas por las CMM,
son pequenfas vesiculas de entre 50 y 120 nm de didmetro que estdn demostrando ser una valiosa fuente
de informacién especifica asi también como huellas digitales de la progresiéon de enfermedades y como
potenciales biomarcadores en diferentes estados fisiopatoldgicos.

Por otra parte, la regeneracién de heridas es un proceso complejo que requiere la migracion
celular, el desarrollo de un entorno inflamatorio, la angiogénesis, la granulacidn, la formacidon de tejido,
la re-epitelizacidn y la remodelacién de la matriz extracelular (ME). Las CMM y su secretoma tienen un
papel activo en este proceso, y se ha demostrado que la aplicacion terapéutica de estas células mejora los
resultados de la cicatrizacion de heridas. Por este motivo, en los ultimos afos se han estudiado diferentes
maneras de modificar y aumentar las capacidades regenerativas de las CMM con el objetivo de desarrollar
posibles terapias para la curacidn de heridas cutdneas.

SPARC, también conocida como osteonectina, parece ser un actor clave del proceso regenerativo.
SPARC es una glicoproteina multifuncional que se une al Ca?* y pertenece a la familia de las proteinas de
la ME. En animales adultos, su expresién se limita en gran medida a los tejidos en reparaciéon o
remodelacidn ya se por heridas, enfermedades o procesos naturales, como los huesos y la mucosa
intestinal. Se ha demostrado que SPARC regula el mecanismo de accién de varios factores de crecimiento
y angiogénicos, asi como también interactla con diversas integrinas y proteasas regulando su expresion
y actividad. Todas estas proteinas intervienen en numerosos mecanismos asociados al proceso de
cicatrizacion tales como la migracién, proliferacion, diferenciacién, angiogénesis y supervivencia celular,
por lo que SPARC podria tener un rol clave en la regulacién de este proceso regenerativo.

Como se menciond anteriormente, las CMM son una herramienta prometedora para el desarrollo
de futuras terapias. Hasta la fecha, se ha producido una rapida expansién de los estudios tanto preclinicos
como clinicos que utilizan el secretoma derivado de las CMM con las ventajas de un sistema libre de
células. Aungque este secretoma parece ser una terapia prometedora para diversas enfermedades vy
lesiones, todavia resta saber mas sobre la generacidn, la naturaleza y la modificacién del mismo. En este
trabajo, analizamos el potencial regenerativo del secretoma de células madre mesenquimales de la
gelatina de Wharton de corddén umbilical. Dado que SPARC estd implicada en la remodelacion y
ensamblaje de la ME, asi como en la regulacion de los procesos de migracion y proliferacion celular, entre
otros, hipotetizamos que la sobreexpresién de SPARC en las CMM tiene un efecto directo sobre la
composicion de su secretoma y potencialmente les conferiria una mayor capacidad regenerativa. Para
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abordar nuestra hipétesis, modificamos mediante un sistema lentiviral simple y reproducible a las CMM
para que sobreexpresen la proteina de secrecidn SPARC (+SPARC). Ademas, generamos una linea de
células en las cuales noqueamos parcialmente la expresion de SPARC (KD-SPARC) con el fin de analizar en
mayor profundidad el rol de esta proteina en el proceso regenerativo. Por otro lado, en busca de
desarrollar en un futuro una plataforma biotecnolégica que sea facilmente trasladable a la clinica, nos
propusimos poner a punto un sistema de cultivo en suspensidon que permita hacer mas eficiente el proceso
de cultivar, amplificar y aislar el secretoma de las CMM.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten concluir que el cultivo 3D de CMM
puesto a punto es una plataforma eficiente que permite obtener grandes cantidades de células y aislar su
secretoma, ahorrando tiempo y espacio de trabajo. Demostramos que modificamos la expresion de la
proteina SPARC en las CMM con un protocolo simple y reproducible. Mediante ensayos in vitro utilizando
gueratinocitos y fibroblastos de piel humana tratados con el medio condicionado (MC) de CMM wild type
(WT) y modificadas, demostramos que el secretoma de derivado de las CMM induce cambios sobre la
migracion y proliferacidn de las células tratadas. Mds aun, estos cambios son SPARC-dependientes y tipo
celular-especificos. Asimismo, el tratamiento con los MC de células WT, +SPARC y KD-SPARC en un modelo
de cicatrizacion de heridas in vivo, nos permitié reforzar los resultados obtenidos anteriormente,
observando una aceleracién del proceso regenerativo con MC de células +SPARC y un evidente retraso en
la cicatrizacién de los ratones tratados con el MC derivado de CMM KD-SPARC.

En conjunto, estos hallazgos demuestran que SPARC cumple un clave en el proceso de
cicatrizacion de heridas cutaneas, convirtiéndolo en un blanco terapéutico de interés que debe continuar
siendo estudiado y caracterizado con el objetivo de desarrollar a futuro terapias regenerativas mas
eficientes.
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Abstract

Effect of SPARC expression in Mesenchymal Stem Cells and analysis of their potential
for wound regeneration

Mesenchymal stem cells (MSCs) have been extensively studied in the past 30 years due to their
significant clinical potential. Numerous pieces of evidence demonstrate that the restorative and
regenerative effects of MSCs are primarily mediated by their paracrine effects through their secretome.
These cells release growth factors and cytokines that modulate cellular processes such as proliferation,
differentiation, immunomodulation, migration, angiogenesis, and survival. The secretome of MSCs is
composed of soluble factors as well as factors released within extracellular vesicles (EVs). Exosomes,
which are among the EVs secreted by MSCs, are small vesicles ranging from 50 to 120 nm in diameter that
have proven to be a valuable source of specific information as well as fingerprints of disease progression
and potential biomarkers in various pathophysiological states.

On the other hand, wound regeneration is a complex process that involves cellular migration, the
development of an inflammatory environment, angiogenesis, granulation, tissue formation, re-
epithelialization, and remodeling of the extracellular matrix (ECM). MSCs and their secretome play an
active role in this process, and therapeutic application of these cells has been shown to improve wound
healing outcomes. For this reason, different approaches have been studied in recent years to modify and
enhance the regenerative capabilities of MSCs with the aim of developing potential therapies for
cutaneous wound healing.

SPARC, also known as osteonectin, appears to be a key player in the regenerative process. SPARC
is a multifunctional glycoprotein that binds to Ca2+ and belongs to the family of ECM proteins. In adult
animals, its expression is largely limited to tissues undergoing repair or remodeling, whether due to
wounds, diseases, or natural processes such as bone and intestinal mucosa. It has been demonstrated
that SPARC regulates the action mechanism of various growth and angiogenic factors, as well as interacts
with diverse integrins and proteases, regulating their expression and activity. All these proteins are
involved in numerous mechanisms associated with the wound healing process, such as cell migration,
proliferation, differentiation, angiogenesis, and cell survival. Therefore, SPARC could play a key role in the
regulation of this regenerative process.

As mentioned earlier, MSCs are a promising tool for the development of future therapies. To date,
there has been a rapid expansion of both preclinical and clinical studies using the secretome derived from
MSCs, with the advantages of a cell-free system. Although this secretome appears to be a promising
therapy for various diseases and injuries, more knowledge is still needed about its generation, nature, and
modification. In this study, we analyzed the regenerative potential of the secretome of mesenchymal stem
cells derived from Wharton's jelly of the umbilical cord. Given that SPARC is involved in ECM remodeling
and assembly, as well as in the regulation of cell migration and proliferation processes, among others, we
hypothesized that the overexpression of SPARC in MSCs has a direct effect on the composition of their



secretome and potentially confers them with greater regenerative capacity. To address our hypothesis,
we modified MSCs to overexpress the secreted protein SPARC (+SPARC) using a simple and reproducible
lentiviral system. Additionally, we generated a cell line in which SPARC expression was partially knocked
down (KD-SPARC) in order to further analyze the role of this protein in the regenerative process. On the
other hand, aiming to develop a biotechnological platform that can be easily translated to the clinic in the
future, we set out to optimize a suspension culture system that allows for a more efficient process of
culturing, amplifying, and isolating the MSC secretome.

The results obtained in this study lead us to conclude that the optimized 3D culture of MSCs is an
efficient platform that allows for the generation of large quantities of cells and isolation of their
secretome, saving time and workspace. We demonstrated successful modification of SPARC expression in
MSCs using a simple and reproducible protocol. Through in vitro assays using human skin keratinocytes
and fibroblasts treated with conditioned media (CM) from wild-type (WT) and modified MSCs, we
demonstrated that the secretome derived from MSCs induces changes in the migration and proliferation
of the treated cells. Furthermore, these changes are SPARC-dependent and cell type-specific. Moreover,
treatment with CM from WT, +SPARC, and KD-SPARC cells in an in vivo wound healing model allowed us
to reinforce the previously obtained results, observing an acceleration of the regenerative process with
CM from +SPARC cells and a clear delay in wound healing in mice treated with CM derived from KD-SPARC
MSCs.

Taken together, these findings demonstrate that SPARC plays a crucial role in the process of
cutaneous wound healing, making it an interesting therapeutic target that should continue to be studied
and characterized with the aim of developing more efficient regenerative therapies in the future.
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Introduccion

Células Madre

Las células madre son células con una capacidad uUnica de autorrenovacioén y diferenciacién en
mas de un linaje celular®. Se denomina autorrenovacion al proceso mediante el cual una célula se divide
mitoticamente para dar dos células hijas idénticas entre si. Por otro lado, la capacidad de diferenciaciéon
implica cambios fenotipicos de la célula hacia otro tipo celular bajo la influencia de estimulos especificos,
y su especializacion para el cumplimiento de una funcién determinada. Una forma de clasificar estas
células se basa en su capacidad de diferenciacion®?.

En primer lugar, las células madre totipotentes pueden dar lugar a cualquier célula de un embridn,
pero también a tejido extraembrionario. Tienen su origen luego de la fecundacién, en la cual el ovocito y
el espermatozoide se unen para formar el cigoto. El mismo sufre una serie de divisiones mitdticas dando
origen a células hijas llamadas blastémeros, los cuales conservan la totipotencia hasta el estadio de ocho
células. Las células totipotentes tienen la capacidad de diferenciarse hacia cualquier tipo celular y de dar
un individuo completo por si mismas (Fig. 1).

Por otro lado, tenemos las células madre pluripotentes que son capaces de diferenciarse a las tres
capas embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo) y en consecuencia a todos los tipos celulares
presentes en un individuo adulto. Sin embargo, no pueden diferenciarse en tejidos extraembrionarios
como la placenta, por ejemplo. Ejemplos de estas células se encuentran en estadios mas avanzados del
desarrollo, cuando el cigoto se divide hasta formar una masa compacta de células, la mérula, que luego
da origen al siguiente estadio, el blastocisto. Este consiste en una capa exterior de células llamadas
trofoblasto, una masa compacta de células denominadas macizo celular interno (MCI) y un espacio o
cavidad llamada blastocele. Las células del MCI son pluripotentes y se denominan células madre
embrionarias (CME) (Fig. 1)3.

Las células madre multipotentes, con menor potencial de diferenciacién, sélo pueden
diferenciarse en un tipo de tejido embrionario. Estas células se encuentran en distintos érganos y tejidos
del individuo adulto, con la funciéon de dividirse y diferenciarse para mantener la integridad y funcion de
los mismos a lo largo de la vidal. Ejemplos de estas células son las células madre hematopoyéticas de la
médula ésea que dan origen a los distintos linajes sanguineos. Por otro lado, se encuentran las células
madre mesenquimales (CMM) que estan presentes en médula désea y el tejido adiposo y se diferencian a
tipos celulares con funcidn estromal, como miocitos, adipocitos, condrocitos y osteocitos®* (Fig.1).

Por ultimo, las células madre oligopotentes y unipotentes son las que se observan en los tejidos
de los drganos adultos, estas células estdn comprometidas con un linaje celular y sdlo pueden
diferenciarse en tipos celulares dentro de ese linajel. Por ejemplo, debajo de la ldmina basal de las fibras
musculares se encuentra un grupo de células madre llamadas células satélite, que tienen la capacidad de
diferenciarse a fibras musculares para reparar una eventual lesidn, asi como de autorrenovarse para
mantener un conjunto de células indiferenciadas.
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Figura 1. Tipos de células madre y su potencial de diferenciacion. CME: Células Madre Embrionarias (figura

creada con BioRender.com).

Células Madre Mesenquimales

Las células madre mesenquimales (CMM), también llamadas células madre estromales, son
células multipotentes que se definen funcionalmente por su capacidad de autorrenovacion y su capacidad
para diferenciarse en multiples tipos celulares, como adipocitos, condrocitos, osteocitos, células
musculares lisas, fibroblastos, entre otros. Pueden aislarse de diferentes tejidos tales como musculo
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esquelético, tejido adiposo, cordén umbilical, pulpa dental, liquido amnidtico, también de sangre fetal,
higado, médula ésea, pulmén y corazén*®. Debido a la heterogeneidad de su origen, el comité de Células
Madre Mesenquimales y de tejido Mesenquimal de la Sociedad Internacional de Terapia Celular
establecié un criterio minimo que debe cumplir una célula para ser llamada CMM. En primer lugar, las
CMM deben ser adherentes al pldstico cuando se mantienen en condiciones de cultivo estdndar. En
segundo lugar, = 95% de la poblacion de CMM debe expresar los marcadores de superficie CD105, CD73
y CD90, medido por citometria de flujo. Ademas, estas células deben carecer de expresion (< 2% positiva)
de CD45, CD34, CD14 0 CD11b, CD79a 0 CD19 y HLA clase Il. En tercer lugar, las células deben ser capaces
de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condroblastos en condiciones estdandar de diferenciacion in
vitro”?,

Las CMM pueden dividirse en dos clases: CMM adultas y CMM fetales/perinatales, derivadas
respectivamente de tejidos adultos, como la médula 6sea (MO) y el tejido adiposo (TA), y de tejidos
fetales/perinatales, que incluyen células obtenidas del propio embridn/feto y células obtenidas de tejidos
extraembrionarios, también conocidos como tejidos asociados al parto, como la placenta, el corddn
umbilical (CU), las células madre mesenquimales de la gelatina de Wharton (WJ, del inglés Wharton jelly)
y la membrana amnidtica® (Figura 2).

e — s L %
Fuentes Fuentes Fuentes
adultas fetales perinatales
» Meédula asea » Tejido fetal & Placenta
* Tejido adiposo —— * Lig. Amnidtico * Corddn umbilical
= Musculo ( \". = Gelatina de Wharton
* Sangre W ‘,-' * Sangre de corddn
periférica CMM umbilical
s’ - - &

Condrocito Adipocito Osteocito Miocito Meurona

Figura 2. Células Madre Mesenquimales: fuentes de aislamiento y potencial de diferenciacion a diferentes
linajes (figura creada con BioRender.com).

En los ultimos 30 afios se ha puesto en foco el estudio de las CMM debido a sus interesantes
caracteristicas bioldgicas, entre ellas, su capacidad de migracidon y “homing” hacia los sitios de lesidn, sus
funciones inmunomodulatorias y su potencial de diferenciacién a diferentes linajes celulares que les
confieren un amplio potencial clinico y un papel fundamental en el creciente campo de la ingenieria de
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tejidos®. En la actualidad, las CMM estén siendo utilizadas en una variedad de ensayos clinicos y preclinicos
para el tratamiento de diversas enfermedades (www.clinicaltrials.gov). En un principio, se creia que su
funcién en la regeneracion de tejidos se daba mediante su diferenciacion a diferentes tipos celulares en
el lugar de la lesion y asi reemplazar las células del tejido dafado. Actualmente se considera que, al menos
en parte, esto no ocurre de esta manera. Se ha demostrado que las CMM secretan una variedad de
moléculas entre las cuales se encuentran citoquinas, factores de crecimiento, moléculas antioxidantes y
factores pro-angiogénicos que actuan de forma paracrina y contribuyen favorablemente en la
regeneracién de los sitios lesionados!?. Estos factores aumentan la reparacién del tejido dafiado
disminuyendo la respuesta al estrés y apoptosis de las células dafiadas y regulando en forma local y
sistémica la respuesta inflamatoria e inmunolégica, logrando una mejor reparacién de tejido con una
mayor persistencia de las células primarias en proceso de apoptosis debido a la respuesta inflamatoria
(Fig. 3)*.

Las sefiales inmunomoduladoras de las CMM no son sélo antiinflamatorias. Se encuentra
reportado que las CMM pueden adoptar un perfil proinflamatorio estimulando la supervivencia y funcién
de células inmunes o uno antiinflamatorio, inhibiendo la inflamacidn y estimulando la reparacidn segun
la via activada a través de la activacion de distintos tipos receptores que pueden ser expresados,
sugiriendo que la actividad inmunomoduladora de las CMM no se limita a la inmunosupresidn, sino que
es parte de una compleja red de transduccién de sefales e interaccion con otras células y con el ambiente
extracelular (Fig.3)**2,
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Figura 3: Esquema representativo de las funciones bioldgicas de las CMM y moléculas/factores implicados
en estas funciones. IL: interleuquinas; IFNy: interferén-y; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; TGF: factor
de crecimiento transformador; BD: beta defensinas; EGF: factor de crecimiento epidérmico; IGF: factor de
crecimiento similar a la insulina; FGF: factor de crecimiento de fibroblastos; HGF: factor de crecimiento
de hepatocitos; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; VEGF: factor de crecimiento
endotelial vascular; SDF-1: factor 1 derivado de células estromales; Ang: angiopoyetina; MCP: proteina
guimioatrayente de monocitos; GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos; IDO:
indolamina 2,3-dioxigenasa; NO: 6xido nitrico; PGE2: prostaglandina E2; LL37: catelicidina humana;
VCAM-1: proteina de adhesidén a células vasculares 1; PIGF: factor de crecimiento placentario (figura
adaptada de Saeedi et al., 2019).

Si bien las CMM son una alternativa que ofrece muchas ventajas en el desarrollo de terapias
regenerativas e inmunoldgicas, su aplicacidn presenta algunos inconvenientes. Por un lado, los protocolos
de terapia celular suelen requerir cientos de millones de células por tratamiento y aunque las CMM
pueden aislarse de multiples tejidos adultos, su cantidad global en el organismo es escasa y su extraccién
puede resultar en procedimientos invasivos y dolorosos. Por otra parte, la edad del paciente y las
caracteristicas clinicas influyen en las condiciones dptimas de cultivo para la produccion a escala clinica
de CMM humanas®*3. Ademas, tanto las fuentes de tejido adulto como las perinatales o fetales brindan
CMM cuyas propiedades inmunomoduladores y capacidad de diferenciacidn se ven notablemente
disminuidas con los pasajes in vitro, limitando su tiempo de amplificacién en cultivo. Por este motivo, se
busca no sélo poder aislarlas de fuentes que no requieran un procedimiento invasivo o doloroso para el
paciente, sino también desarrollar protocolos de cultivo in vitro para amplificar las CMM a mayor escala,
de manera mas rapida y eficiente, para luego ser utilizadas en diversas aplicaciones.

Fuentes de aislamiento de CMM

Las CMM fueron identificadas inicialmente en la MO, desde entonces se han extraido poblaciones
de CMM de fuentes autdlogas y alogénicas, como el TA, la sangre periférica, el pulmén, los fluidos
sinoviales, el ligamento periodontal y de musculo. Ademas, también se obtienen de la placenta, el CUy la
sangre del CU, asi como de la pulpa dental. A pesar de las multiples fuentes existentes, no todas son
clinicamente utiles. La MO es la fuente mas caracterizada de CMM y muy enriquecida en éstas (CMM-
MO), sin embargo, el aislamiento a partir de esta fuente es un procedimiento complicado, muy invasivo e
incluso doloroso*®. Se obtienen mediante aspiracién y el método de aislamiento més tipico luego de la
aspiracion se basa en la capacidad de las CMM para adherirse a placas de cultivo de plastico. Se separan
las células mononucleares de los glébulos rojos, las plaquetas y los granulocitos mediante centrifugacion.
Posteriormente, la fraccién de células que se adhiere a la placa presenta una morfologia fibroblastica y
luego de 2 o 3 semanas de cultivo, se originan colonias a partir de las células adheridas®.

En los ultimos tiempos, ha crecido el interés en métodos de aislamiento mas sencillos a partir de
otras fuentes de CMM, la obtencién de células derivadas de TA, es una de ellas. Las CMM derivadas de
tejido adiposo (CMM-TA) se aislan mediante lipoaspiracidon de tejidos grasos subcutaneos, peritoneo y
grasa inguinal. Existen muchos métodos diferentes para aislar y digerir los tejidos adiposos, en general
consisten en digestiones enzimaticas y pos-cultivo de las células adherentes?. Por otro lado, los tejidos
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perinatales como la placenta y el liquido amniético o los tejidos del CU son otras fuentes facilmente
accesibles de CMM consideradas seguras y de obtencidn sencilla y no invasiva. Las CMM-CU pueden
aislarse por sedimentacién y separacién de las células sanguineas en el caso de las obtenidas a partir de
la sangre de CU, o a partir del tejido por digestion enzimatica o por cultivo de explantes de CU de 1-3
mm*1*15_ Este Ultimo procedimiento es el utilizado cominmente para aislar las CMM derivadas de la
gelatina de Wharton (CMM-WJ) como las utilizadas en el presente trabajo (Fig.4).

Arteria umbilical

Tejido de

— revestimiento
Gelatina de  4+—————— del cu

Wharton
\‘ Vena umbilical

Figura 4. Diagrama de corte transversal de CU que muestra las distintas partes de donde pueden aislarse
CMM. Figura adaptada de Ding et al., 2015.

Las CMM-WIJ ofrecen varias ventajas con respecto a las CMM derivadas de tejidos adultos como
la MOy el TA. La eficiencia de aislamiento es una de ellas, mientras que la cantidad de células que puede
obtenerse de MO es muy limitada, entre el 0,001-0,01% de las células mononucleares y con respecto al
TA, 1 g de éste produce aproximadamente 5 x 10> CMM-TA (una cantidad 500 veces superior a la de la
MO); la eficacia del aislamiento a partir de gelatina de Wharton es mayor que las anteriores y oscila entre
1y 5 x 10 células/cm de tejido del CU. La capacidad proliferativa es otra de las ventajas a destacar,
diferentes grupos de investigacion han demostrado que la tasa de proliferacion de las CMM difiere en
funcién de la fuente tisular de la cual se derivan, siendo las CMM-WI las que presentan mayor actividad
proliferativa, con un tiempo de duplicacion menor y mas estable que las CMM-MO y CMM-TA?¢, Otro
factor, no menor, a tener en cuenta es la exposicién a largo plazo (durante la vida de un adulto) de las
CMM derivadas de tejidos adultos a factores intrinsecos, por ejemplo, medios inflamatorios y extrinsecos,
como los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) utilizados habitualmente en pacientes para
tratar sintomas de inflamacidn, dolor y fiebre. Estos factores, a los que las CMM-WJ no se encuentras
expuestas, pueden influir enormemente en la viabilidad o plasticidad de las células'*?’.

Si bien las CMM-WJ (como las CMM adultas) presentan algunas limitaciones relacionadas al
mantenimiento de la actividad bioldgica, su potencial regenerativo que disminuye con los pasajes y su
amplificacion en cultivo a fines de obtencién a gran escala para uso clinico, las caracteristicas y ventajas
mencionadas previamente las convierte en excelentes candidatas para ser usadas en terapias celulares y
medicina regenerativa.
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Cultivo a gran escala de CM

Uno de los principales desafios en el uso de CMM surge de la necesidad de obtener de forma
reproducible una cantidad y calidad clinicamente relevantes de células, lo que sélo puede lograrse
identificando métodos de cultivo a gran escala apropiados para éstas. Ya sea para la aplicacion de las
células per se (para inyectar en pacientes, por ejemplo) o para aislar y utilizar su secretoma, la atencion
debe centrarse en que las CMM conserven sus principales atributos de calidad en cuanto a identidad,
potencia, pureza y seguridad, independientemente de la aplicacidén terapéutica prevista. Por otra parte,
la expansion de estas células se dificulta por el hecho de que dependen de una superficie de anclaje para
adherirse y proliferar, lo cual también constituye un desafio para su expansion a gran escala®2°,

Existe una variedad de técnicas que se emplean actualmente para el escalado de células
dependientes de anclaje (o células adherentes), cada una con sus ventajas y desventajas, sin embargo,
todas ellas generalmente implican facetas similares, y siguen la premisa de que cuanta mds superficie de
crecimiento se pueda incorporar a un volumen determinado, mas células se podran producir a partir de
ese volumen, creando asi un proceso mas eficiente. Uno de los enfoques contemporaneos mdas comun
para el escalado de cultivos es el de los recipientes multicapa, conocidos como fabricas de células (Cell
stacks o Cell factories) (Fig. 5A), que estan disefiados como capas apiladas dentro de una camara para
permitir el manejo de todas las capas al mismo tiempo y proporcionar una mayor eficiencia de espacio
(con superficies de hasta 25.440 cm? por unidad) y una expansién mas econémica que los frascos T o las
placas usadas en el cultivo tradicional en monocapa (o cultivo en dos dimensiones (2D)). Sin embargo, su
uso plantea algunas desventajas, como la heterogeneidad del entorno fisico y quimico dentro de la
unidad, dado que el sistema es estatico, el intercambio gaseoso en el centro de la unidad podria ser
distinto al de la parte superior o inferior. Si hay una diferencia significativa, podria afectar a las células y
provocar variabilidad. Ademas, al igual que ocurre con el cultivo tradicional, las fabricas de células no
permiten una supervisién o un control rutinario de las condiciones del cultivo'®*®. Otro sistema es el de
los frascos o botellas giratorias (Roller bottles) (Fig. 5B). Son un tipo de cultivo en monocapa que puede
proporcionan una superficie de adherencia ain mayor (>350.000 cm?). A diferencia de los frascos T
tradicionales o de las fabricas de células, los frascos giratorios permiten agitar el medio de cultivo evitando
la acumulacién y formacidon de gradientes que puedan tener un efecto adverso sobre las células. También
garantizan que sélo una fina capa del medio cubra las células, lo que permite un mayor intercambio de
gases. Entre sus desventajas, estan el hecho de que requieren mucha manipulacién humana por lo que,
de no automatizar el proceso, conllevarian un riesgo alto de posibles contaminaciones; controlar las
condiciones de cultivo resulta dificil y por ultimo, pero no menos importante, ocupan mucho espacio en
las incubadoras y resulta complicado manipular muchas botellas en tiempos cortos®.

19



= -
e, @
],Q, @
| @O

Figura 5. llustracién de sistemas de cultivo a gran escala. A: Cell factories. B: Botellas giratorias en
incubadora. C: Spinners sobre agitador magnético. D: Biorreactor pequefio con controlador. Figura creada
con BioRender.com.

A pesar de los avances de la tecnologia de cultivo en monocapa, la relacidn superficie/volumen
gue proporcionan los sistemas descriptos representa sélo un aumento marginal de la eficiencia. Ademas,
son voluminosos, dificiles de manipular, ocupan mucho espacio en las incubadoras y son dificiles de
automatizar, por lo que no terminan siendo las configuraciones mds eficientes en términos de
escalabilidad. Por otro lado, los sistemas basados en microcarriers para la expansién de CMM alivian en
gran medida muchos de los principales problemas asociados a los sistemas de cultivo en 2D (Fig. 5C-D).
Los microcarriers son microparticulas esféricas (también llamadas beads) que funcionan como matriz de
soporte, pueden ser de distintos materiales y texturas (sélidos 6 microporosos) y proporcionan superficies
para la adhesiéon y el crecimiento de las células, aumentando drasticamente la relacidn
superficie/volumen en cultivos en suspension o 3D¥®%, Gracias al reciente aumento del interés en
expandir y trasladar el uso de CMM de las fases de investigacion y desarrollo a la fabricacidn comercial
para terapias regenerativas, se han realizado numerosos estudios empiricos (principalmente por el sector
industrial) que han demostrado que los cultivos en biorreactores con microcarriers pueden alcanzar una
produccién celular volumétrica casi 80 veces mayor, ocupando solamente el 10% del espacio de
fabricacion actual y con un costo de produccién reducido en comparacién con los sistemas de cultivo
celular en 2D*. Otra ventaja es que al ser un sistema 3D que requiere un flujo dindmico para mantener
en suspension las beads, el medio se homogeniza constantemente, esto permite la transferencia de
oxigeno, nutrientes y metabolitos celulares de manera mucho mas eficiente que la difusién que se
requiere en el cultivo 2D. Ademas, las condiciones del cultivo pueden controlarse de manera muy simple
y una vez puesto en marcha requiere muy poca intervencién de operarios, con lo que se reduce la
probabilidad de contaminaciones®®!°. La Figura 6 muestra el enfoque bdésico de la produccién a mayor
escala de CMM en un sistema de cultivo en suspensién basado en microcarriers.
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Figura 6. Esquema que ilustra el flujo basico de la amplificacién del cultivo de CMM de la escala de
laboratorio a la escala industrial (figura adaptada de Koh. et al. 2020)

Como cualquier otro sistema, el cultivo 3D basado en microcarriers también presenta algunas
desventajas y desafios. El flujo dindamico por si solo induce una tensién en las células, conocida como shear
stress y las colisiones célula-bead y célula-célula influyen en el crecimiento y la calidad de las células, por
lo que controlar muy bien las condiciones de agitacion del cultivo es clave. Otro factor a tener en cuenta
es que las superficies de crecimiento celular en los cultivos de microcarriers son muy diferentes de las
superficies planas que ofrecen los frascos T o las placas de Petri, por lo que la densidad de siembra celular
y la homogeneidad al adherirse a las beads son cruciales'®?'. Mas alla de esto, actualmente se considera
como la plataforma mas eficiente en términos de escalabilidad y automatizacién para cultivar y expandir
CMM.
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CMM y su uso en terapia regenerativa

La medicina regenerativa se centra en la restauracidon y regeneracion de tejidos y érganos
dafiados. La capacidad de renovacion de las células madre y su potencial para diferenciarse en otras
células especializadas las convierte en un blanco de estudio en esta area. En 1995, Lazarus et al. planted
el uso de las CMM como terapia celular similar al trasplante de MO, mas tarde en la década del 2000,
otros estudios sobre algunas funciones de las CMM, en particular su capacidad de migracién hacia los
sitios de injuria y sus caracteristicas inmunosupresoras, llamaron mucho la atencién de la comunidad. Esto
generd un crecimiento amplio en las investigaciones tanto en entornos preclinicos como clinicos para
evaluar sus efectos terapéuticos en enfermedades degenerativas y/o inflamatorias que carecian de
tratamientos adecuados*?2.

La capacidad terapéutica de las CMM se ve reflejada en las diversas funciones bioldgicas que
desempefian en los sitios de lesion tisular o inflamacién (Fig. 7). Estas actividades terapéuticas implican la
modulacion de las células inmunitarias locales para inhibir su vigilancia del tejido dafado, inhibiendo asi
el inicio de actividades autoinmunes. Ademas, las CMM producen efectos tréficos mediante la secreciéon
de un espectro de moléculas bioactivas que inhiben la apoptosis (especialmente en areas de isquemia),
previenen la formacidn de cicatrices, remodelando la matriz extracelular (ME) y estimulan la angiogénesis
mediante la secrecidn del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés: Vascular Endotelial
Growth Factor) para atraer a las células endoteliales a formar nuevos vasos sanguineos, formando
contactos perivasculares que estabilizan los vasos recién formados y secretando mitédgenos que afectan
directamente a los progenitores intrinsecos del tejido!»1323-25,

Funcién tréfica
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Figura 7. Diagrama de las principales funciones bioldgicas de las CMM de interés terapéutico. El diagrama
muestra tres moléculas representativas implicadas en cada una de estas funciones. Adipo: adipocito,
condro: condrocito, osteo: osteocito (figura adaptada de Naji, A. et al. 2019).

Estos efectos han dado lugar a terapias clinicamente relevantes y actualmente cientos de ensayos
clinicos utilizan CMM, solas o en combinacidn con otros farmacos, para probar intervenciones
terapéuticas en numerosas enfermedades (mas de 1500 ensayos clinicos registrados en
www.clinicaltrials.gov). Estos ensayos estan disefiados principalmente para el tratamiento de ortopedia,
enfermedades degenerativas y autoinmunes, procesos inflamatorios severos como también para
tratamientos contra el rechazo inmunitario en, por ejemplo, trasplantes alogénicos (Fig. 8)%2. La mayoria
de las enfermedades para las que se ha publicado una utilidad clinica, son enfermedades que no disponen
actualmente de tratamientos especificos con resultados deseables. Dentro del drea de la cardiologia, por
ejemplo, se han encontrado resultados prometedores en enfermedades como miocardiopatia dilatada e
insuficiencia cardiaca isquémica y no isquémica, donde se observaron mejoras tanto clinicas como
fisiopatoldgicas luego de la administracién local o intravenosa de CMM (tanto con células provenientes
de una fuente autdloga o alogénica de MO). Las lesiones de cartilago y/o artrosis, especialmente en la
rodilla son otro potencial terapéutico muy estudiado. Se han publicado dos estrategias de tratamiento
con buenos resultados basadas en el uso de CMM: la inyeccién intraarticular y la sustitucion del tejido
defectuoso con una estructura de fibrina con condrocitos y CMM-MO alogénicas; ambos enfoques
informan mejoras clinicas del dolor, la rigidez y la funcionalidad?®.

Como ya se menciond previamente, los efectos terapéuticos de las CMM se atribuyeron en un
principio a su capacidad de homing y diferenciacién. Sin embargo, se ha demostrado que el tiempo de
implantaciéon de estas células suele ser demasiado corto para tener un efecto eficaz y menos del 1% de
las CMM sobreviven mas de una semana luego de su administracion sistémica, lo que sugiere que los
principales efectos de las CMM estarian mediados por mecanismos paracrinos®®. Por lo tanto, el
secretoma de las CMM cumple un rol clave y tiene un gran potencial para ser usado en el desarrollo de
terapias libres del componente celular.
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Figura 8. Diagrama de los blancos terapéuticos tratados con CMM por proporcién de ensayos. Se
muestran los porcentajes de las dreas terapéuticas generales en las cuales las CMM son mas utilizadas y
ejemplos de diversas condiciones médicas dentro de cada area (figura adaptada de Naji, A. et al. 2019).

El secretoma de las CMM

En los ultimos afios, se afianzd el concepto de un nuevo mecanismo regulatorio que involucra la
comunicacion entre células a través de las sustancias que éstas secretan, lo que se conoce como
secretoma. El secretoma se define como el conjunto de factores/moléculas secretadas al espacio
extracelular. Estos factores incluyen, entre otros, proteinas solubles, acidos nucleicos libres, lipidos y
vesiculas extracelulares (estas ultimas se dividen en apoptosomas, microvesiculas y exosomas); es
especifico de cada célula y tejido y puede cambiar en respuesta a las fluctuaciones de los estados
fisiolégicos o las condiciones patolégicas®.
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El uso del secretoma derivado de CMM en medicina regenerativa como terapia libre de células
ofrece ventajas clave sobre las aplicaciones basadas en células madre: 1) la aplicacion del secretoma
resuelve varias consideraciones de seguridad potencialmente asociadas al trasplante de poblaciones
celulares vivas y proliferativas, como la inmunocompatibilidad, la tumorigenicidad, la formacién de
embolias y la transmisidén de infecciones; 2) el secretoma de las CMM puede evaluarse en cuanto a
seguridad, dosificacion y potencia de forma analoga a los agentes farmacéuticos convencionales; 3) puede
almacenarse sin aplicacién de agentes criopreservantes potencialmente téxicos durante un largo periodo
de tiempo sin que el producto pierda sus cualidades; 4) el uso de secretoma, como el medio condicionado
(MC) de CMM (CMM-MC), es mas econdmico y mas practico para la aplicacion clinica, ya que evita los
procedimientos invasivos de obtencidn de células de los pacientes; 5) es posible la produccién en masa
mediante lineas celulares hechas a medida en condiciones controladas de laboratorio, lo que proporciona
una fuente conveniente de factores bioactivos; 6) el tiempo y el costo de expansidon y mantenimiento de
las CMM cultivadas podrian reducirse y se podria disponer inmediatamente de terapias comerciales
basadas en el secretoma para el tratamiento de afecciones agudas como la isquemia cerebral, el infarto
de miocardio o diversos traumatismos; y 7) por ultimo, el producto bioldgico obtenido para aplicaciones
terapéuticas podria modificarse para obtener los efectos celulares especificos deseados®!3?7,

Como se menciond previamente, las CMM producen y liberan un amplio repertorio de factores
de crecimiento, quimioquinas y citoquinas que modulan la accidn de las células adyacentes (Fig. 3). Estos
factores secretados aumentan la angiogénesis, reducen la apoptosis y la fibrosis, mejoran la supervivencia
y diferenciacién neuronal, estimulan la remodelacién de la ME, restringen la inflamacidn local y ajustan
las respuestas inmunitarias. De este modo, las CMM, directamente o a través de la secrecién paracrina,
inducen la regeneracion para rescatar las células lesionadas, reducir la lesidn tisular y, por ultimo, acelerar
la reparacién de los érganos®**28, El MC representa el medio regenerativo completo del secretoma de
origen celular, con los factores solubles y elementos vesiculares. Ambos componentes pueden ser capaces
de desencadenar de forma independiente la regeneracidn y la reparacidn de tejidos y drganos. Se ha
demostrado que el MC derivado de CMM es suficiente para mejorar significativamente multiples
biomarcadores de fisiopatologia y, en general, es tan eficaz como el trasplante de las CMM
correspondientes en varios modelos animales de enfermedades (Tabla 1)*3.

Patologia Células donantes

Lesion pulmonar CMM-MO
Infarto de miocardio CMM-TA
Lesion cerebral/lIsquemia/ACV CMM-MO
Lesién medular CMM-MO
Prevencion de la degeneracidon muscular CMM-TA
Isquemia de extremidades posteriores CMM-TA
Cicatrizacidn de heridas cutaneas CMM-TA

Colitis Liquido amnidtico

Lesion/falla hepatica Liqguido amnidtico
Alzheimer CMM-PD
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Defectos 6seos CMM-MO

Osteoartritis CMM-WIJ

Alopecia CMM-TA
Fibrosis hepatica CMM-PCU

Parkinson CMM-WIJ

Tabla 1. Estudios en los que se ha utilizados medio condicionado de CMM. CMM-PD: células madre
mesenquimales de pulpa dental; CMM-PCU: células madre mesenquimales perivasculares de cordén
umbilical (tabla adaptada de Vizoso et al., 2017).

Aunque las diferentes poblaciones de CMM comparten caracteristicas fenotipicas y poseen
potencial regenerativo, residen en diferentes localizaciones anatémicas y su secretoma puede variar. Se
han demostrado diferencias en el potencial terapéutico segun el origen de las CMM. Por ejemplo,
mientras que la CMM-TA secretan factores como HGF, VEGF, SCF (factor de células madre, del inglés “stem
cell factor”) y NGF (factor de crecimiento nervioso, del inglés “nerve growth factor”), las CMM-PCU sdlo
expresan y secretan NGF y VEGF. Del mismo modo, se han observado diferencias en la composicién de los
MC de CMM-TA y CMM-MO, asi como en los factores secretados por las CMM-WJ y las CMM-MO.
Recientemente, se encontraron cambios importantes en el secretoma de las CMM de MO, TAy CU tras
un andlisis comparativo basado en protedmica por espectrometria de masas!*?%. Dado el interés que
reside en el desarrollo de futuras aplicaciones clinicas, es importante poder estandarizar la produccién de
MC derivado de CMM, para esto es necesario profundizar los estudios en relacidn con el cultivo de estas
células, incluyendo los medios de cultivo y suplementos utilizados, la duraciéon del cultivo y las condiciones
del mismo.

Vesiculas extracelulares

Como se menciond antes, la produccion de factores paracrinos de las CMM puede modular
procesos celulares como la proliferacién celular, la diferenciaciéon, la inmunomodulacion, la migracién, la
angiogénesis y la supervivencia, sin embargo, ninguno de estos factores explica considerablemente los
efectos beneficiosos de las CMM de manera individual. El secretoma de las CMM no solo incluye factores
solubles, sino que también estad formado por vesiculas extracelulares (VE) y los factores y moléculas que
componen a estas vesiculas. La Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV, de sus siglas en
inglés), define a las VE como particulas formadas por una bicapa lipidica, que se liberan de forma natural
de las células y no pueden replicarse. La ISEV también establecié que deben analizarse dos categorias (1
y 2) de marcadores de VE positivos y una tercera categoria de marcadores que deben dar negativos para
demostrar la presencia de vesiculas. La categoria 1 incluye proteinas transmembrana, lo que indica la
estructura de la bicapa lipidica de las VE. La categoria 2 estd formada por proteinas citosélicas, como
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enzimas, proteinas citoesqueléticas y proteinas que se incorporan activamente a las VE a través de la
unién a su membrana. Por otro lado, la categoria 3 estd compuesta de proteinas de estructuras no
vesiculares que suelen ser co-aisladas con las vesiculas, y son un indicador de impureza de la
preparacion®.

Las VE se clasifican en tres subtipos segiin su tamafio y mecanismos de biogénesis: los exosomas,
gue tienen un tamafio de 30 a 120 nm y se originan en el compartimento endosomal, concretamente en
los cuerpos multivesiculares (CMVe). Por otro lado, las microvesiculas, también conocidas como
ectosomas, son mas grandes (con un didmetro de 80 a 1.000 nm) y derivan de la gemacién directa de la
membrana plasmadtica (Fig. 9A). Por ultimo, estan los cuerpos apoptdticos, que tienen un tamafio mds
heterogéneo de entre 50 y 5.000 nm de didmetro, y se forman por desprendimiento de la membrana
durante la apoptosis (Fig. 9B). En cuanto al contenido bioldgico de las VE, tanto los exosomas como las
microvesiculas transportan distintos subconjuntos de proteinas, lipidos, ADN, ARNm y micro ARN
(miARN). En cambio, los cuerpos apotédticos tienen principalmente ADN fragmentado y organelas
celulares (Tabla 2)10.25-32,

A B
/’,.\,
Microvesiculas % \'{-_;) Cuerpos
o ¥ Célula apoptéticos
- apoptdtica /L2 »
Membrana plasmatica 5 \
FERE CMVe (Y
* 2 VIL 3 ~( 4 ’*I’.:
Citoplasma % —_ & = \ /”‘T‘
# * , @)
- 5

Exosomas \ (

Figura 9. Esquema de los tres subtipos de vesiculas extracelulares. A: los exosomas que se originan dentro
de los cuerpos multivesiculares (CMVe) y antes de ser liberados se denominan vesiculas intraluminales
(VIL); y las microvesiculas que se generan por brotacidon y fision de la membrana plasmatica (figura
adaptada de Van Niel et al., 2018). B: Cuerpos apoptdticos que se originan por desprendimiento de la
membrana de una célula apoptética (figura creada con BioRender.com).

VE Origen Tamanio Marcadores Componentes
Exosomas Via endocitica, 30-120  CDY9, CDE3, CDB1 componentes  ARNm, miARN y otros ARN no codificantes;
fusion del CM\Ve con nm ESCORT, TSG101, flotilling, proteinas, lipldes y receptores de membrana
la membrana Anexina v citoplasmaticos
Microvesiculas Brotacion y fision 100-1000 Co40 ARNM, miARN v otros ARM no codificantes;
directa de la membra- nm proteinas, lipidos v receptores de membrana
na celular v citoplasmaticos
Cuerpos Membrana celular, >1pm Fosfatidil serina, Calreticulina, Fragmentos de ADN nucleares y organelas
apoptoticos desprendimiento Calnexina

durante apoptosis
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Tabla 2. Tabla que resume los tres subtipos de VE, el origen de cada uno, tamafo, los marcadores
caracteristicos y la composicidn de estos (tabla adaptada de Gebara et al., 2020).

Las VE son moléculas mensajeras altamente especializadas que difieren segun el tipo de célula de
la cual se originan. Se encuentran en todos los fluidos bioldgicos y son capaces de transmitir mensajes
tanto en condiciones fisioldgicas como patolégicas. El estudio de la composicién de las VE reveld que
pueden transportar diversas cargas y que la composicion particular afectard directamente al destino y la
funcidon de estas, lo que refuerza la importancia de los mecanismos selectivos de clasificacion de cargas.
Por ejemplo, un factor de estrés ambiental o un tratamiento farmacolégico pueden alterar la produccién,
el perfil de tamano y la posicion de las VE. Ademas, las VE pueden transmitir mensajes "no deseados" que
contribuyan a la propagacién de enfermedades3\33,

Exosomas

Los exosomas son, junto con las microvesiculas, las principales vesiculas secretadas que median
la comunicacién intercelular. El tamafio relativamente mds pequeiio y la forma uniforme de los exosomas
les permiten escapar con éxito del sistema inmune, lo que no sdélo prolonga su tiempo de circulacién en
el medio, sino que también implica que tienen una ventaja frente a las microvesiculas en la comunicacién
célula-célula®®. Por esta razdn, en los Ultimos afios ha crecido el interés en investigar la viabilidad de los
exosomas como biomarcadores clinicos y el potencial terapéutico de estas vesiculas como vehiculos para
terapias dirigidas.

Los exosomas se generan de forma constitutiva a partir de endosomas tardios que se forman por
gemacion hacia el interior de la membrana plasmatica (endocitosis). Mas tarde, los endosomas maduran
convirtiéndose en cuerpos multivesiculares (CMVe), cuyas membranas se invaginan dando lugar a la
formacidn de vesiculas intraluminales (VIL) que al ser liberados se denominan exosomas. En este proceso
intervienen determinadas maquinarias de clasificacion denominadas complejos de clasificacién
endosomal requeridos para el transporte, o proteinas ESCRT (del inglés, endosomal sorting complex
required for transport). Estan descriptas cuatro proteinas ESCRT (0, I, Il y lll) que trabajan de forma
cooperativa para facilitar la formacién de CMVe, el brote de vesiculas y la clasificacion de la carga proteica.
Estos complejos segregan primero las cargas en micro dominios de la membrana limitante de los CMVe,
con la consiguiente gemacién hacia el interior y fision de pequenas vesiculas de membrana que contienen
parte del citosol. Durante este proceso, ciertas proteinas se incorporan a la membrana que se invagina,
mientras que los componentes citosolicos son envueltos y encerrados en las vesiculas intraluminales (VIL)
(Fig. 10)33%, Recientemente, se ha demostrado que existe una via alternativa de clasificacién de la carga
o contenido exosomal independiente de la maquinaria ESCRT. Esta via parece depender de micro
dominios enriquecidos en esfingomielinas que se hidrolizan convirtiéndose en ceramidas, estas Ultimas
por un lado generan una curvatura negativa de la membrana endosomal lo que termina en invaginacion
y fision para formar las VIL; y por otro, promueven la segregacién lateral de la carga dentro de la
membrana endosomal activando ciertos receptores involucrados en el proceso de clasificacién del
contenido exosomal. Ademas, se ha demostrado que las proteinas Alix y Sintenina junto con proteinas de
la familia de las tetraspaninas también regulan la via de clasificacidn y biogénesis exosomal independiente
de ESCRT. Una de estas proteinas es CD63, especialmente enriquecida en la superficie de los exosomas,
CD81 por otra parte, desempefia un papel clave en la clasificacion de receptores diana y componentes
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intracelulares hacia los exosomas. Finalmente, la mayoria de las VIL se liberan como exosomas al espacio
extracelular al fusionarse los CMVe con la membrana plasmadtica (Fig. 9), de lo contrario, los CMVe son
ubiquitinados y enviados a degradacién por la via lisosomal3%33,
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Figura 10. Biogénesis de exosomas por la via candnica (ESCRT-dependiente) o la via alternativa (ESCRT-
independiente) (figura adaptada de Van Niel et al., 2018).

La composicién molecular de los exosomas depende no sélo del tipo de célula de origen, sino
también del microambiente. El microambiente incluye las propiedades mecanicas, la topografia y la
presencia de estimulos bioquimicos activadores, que a su vez regulan la carga proteica de los exosomas
secretados. Estas proteinas pueden ser ubicuas o especificas de cada célula, y algunas se utilizan como
marcadores exosomales. Las proteinas ubicuas que suelen utilizarse como marcadores son las
tetraspaninas (CD9, CD63, CD81 y CD82), las proteinas de choque térmico (HSP70 y HSP90, del inglés “heat
shock proteins”), el gen de susceptibilidad tumoral 101 (Tsg101, del inglés “tumour susceptibility gene”)
y Alix/Sintenina. Otras proteinas ubicuas incluyen proteinas citosdlicas, flotillinas, anexinas, proteinas Rab,
moléculas implicadas en la transduccion de sefiales y enzimas metabdlicas. Las caveolinas, la clatrina y los
receptores de transferrina también estan presentes y desempefian un papel importante en la captacién
de las vesiculas por las células receptoras®®313%3, | as proteinas especificas dependeran del tipo de célula
de origen, asi como también algunos lipidos y acidos nucleicos (miARN, ADN, etc) que forman parte del
contenido de los exosomas.

Exosomas de CMM
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Recientemente se ha demostrado que las CMM liberan numerosos exosomas que participan en
la regeneracidn tisular mediante la transferencia de informacidn a las células o tejidos dafiados y ejercen
una actividad bioldgica similar a la de las CMM, por lo que son ampliamente considerados como
reemplazo de las células en el desarrollo de aplicaciones clinicas®.

Los exosomas derivados de las CMM estan compuestos por una compleja gama de moléculas,
algunas suelen estar presentes independientemente del origen de las vesiculas, mientras que otras
moléculas seran especificas de la fuente y de las condiciones a las que estén expuestas. La membrana de
los exosomas por un lado, estd enriquecida en la familia de las tetraspaninas, entre ellas marcadores
especificos exosomales como CD63, CD81, CD9, también pueden presentar marcadores caracteristicos de
las CMM, como CD29, CD73, CD90, CD44 y CD105, y proteinas de transporte e integracién como Flotilina,
Anexina, proteina G y proteinas de choque térmico como Hsp70 y Hsp90*Y. Las proteinas RAB y las
anexinas, incluidas las anexinas |, Il, V y VI, son algunas proteinas citosélicas presentes que contribuyen a
la formacidn del acoplamiento de los exosomas, la fusién de membranas y la regulacién cinética de las
membranas citoesqueléticas. Ademas, también se han identificado moléculas de adhesiéon como CD11a,
CD11b, CD11c, CD18, CD58, CD146 y CD166?°. Podemos encontrar diferentes tipos de lipidos, entre
ellos esfingomielina, y acidos nucleicos, como ARN no codificantes (ARN estructurales, repeticiones,
fragmentos de ARN de transferencia, pequefios ARN de interferencia (siARN), miARN, etc), ARN mensajero
(ARNm) y ADN. Entre los miARN, algunos de ellos reportados son miR-1, miR-15, miR-16, miR-17, miR-18,
miR-23a, miR-125a, miR-132, miR-181, miR-375 y miR-1246. Ademds, varias citoquinas como el factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a, siglas en inglés), el factor estimulante de colonias de granulocitos macréfagos
(siglas en inglés, GM-CSF) y las interleuquinas IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15, IL-1B entre muchas otras
moléculas (Fig. 11)¥2%,
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Figura 11. Esquema representativo de la composicion de los exosomas (figura creada con BioRender.com).

Las actividades terapéuticas de los exosomas derivados de las CMM se producen principalmente
a través de la transferencia horizontal de los componentes de su carga, que regulan y modulan el
comportamiento de las células receptoras mediante una serie de mecanismos. Estos mecanismos los
ejercen especificamente en virtud de las proteinas, ARNm y miARN que transportan. Las proteinas por su
parte pueden presentar diversos tipos de actividad funcional, estructural o enzimdtica, mientras que los
miARN son pequeiias secuencias no codificantes que pueden dar lugar a modificaciones epigenéticas
mediante el mecanismo de silenciamiento del ARN. Estos miARN pueden escindir o desestabilizar en las
células receptoras los ARNm diana o provocar la modulacion de la traduccién del ARNm a proteina,
probablemente reduciendo su eficacia®.

Estudios recientes han demostrado que el tratamiento con exosomas derivados de CMM mejora
al menos un pardmetro clinicamente relevante asociado a la funcionalidad de los érganos. Se han
descripto varias ventajas especificas del uso de exosomas en lugar de MC para la terapia regenerativa.
Mediante la encapsulacion, las moléculas terapéuticamente relevantes (proteinas y acidos nucleicos)
guedan protegidas de la degradacién, ademads, los exosomas tienen una respuesta tejido-especifica al
dirigir moléculas informativas a las células blanco, y la posibilidad de actuar como reservorio de
biomarcadores, que pueden diferir en funcidén de sus fuentes de aislamiento. Por ejemplo, los exosomas
procedentes de TA parecen ser mas eficaces en la degradacién de complejos B-amiloides en comparacion
con los exosomas derivados de MO en un modelo in vitro de la enfermedad de Alzheimer. En este sentido,
las CMM pueden disefiarse para producir exosomas que contengan la informacién del ARNm del gen
relevante en la carga y, por tanto, conserven la capacidad de dirigirse a los sitios de interés®3, En la Tabla
3 se muestra un resumen de algunos de los mecanismos y parametros clinicos que mejoraron frente al
tratamiento con exosomas derivados de CMM en diferentes modelos in vivo de enfermedades.

Parametros mejorados Células donantes de exosomas

Reduccidn de la apoptosis de cardiomiocitos, vias
de sefializacion AIFM3/p53 y PI3K/Akt en infarto

. . ., . MM-M
de miocardio. Aumento de la angiogénesis, ¢ ©
activacion de HIF-1 alfa.
Regeneracién de herida cutdnea. CMM-PCU
Estimula la neurogénesis y la angiogénesis luego CMM-MO
de accidente cerebro vascular.
Activacion de las vias de sefializacion AKT y
ERK1/2, reduccién de la expresion de HGF en
. CMM-WJ
cancer renal.
Disminucidn de fibrosis hepatica por inhibicién de
la TEM, la inactivacién de la
CMM-CU
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sefializacion TGF-B1/Smad.

Senalizacion P13K, inhibicion de las vias de
sefalizacion relacionadas con IL-6, supresidon de
L, . , CMM-CU
la activacién de monocitos/macréfagos.
Reduccidn de la herida hepatica.

Retraso en la aparicidn de la enfermedad de CMM-PCU
injerto contra huésped.

Recuperacidn de la funcion de las CMM de CMM-MO
médula ésea en el lupus.

Prevencion de la neurogénesis anormal y la CMM-MO
disfuncidn de la memoria en la epilepsia

Aumento de la quimiosensibilidad en el CMM-TA
carcinoma hepatocelular
Degradacién de péptidos B-amiloides en CMM-TA
Alzheimer
Aumento de la muerte tumoral en el CMM-MO

glioblastoma por reduccién de miR-9, P-gp en la
superficie celular

Aumento de la proliferacion de células epiteliales CMM-MO
tubulares renales proximales en lesidn renal
aguda
Disminucidn de CX3CL1 en insuficiencia renal por CMM-W|
isquemia/reperfusiéon
Supresidn de la expresion de NOX2, reduccion del CMM-W|
nivel de ROS en insuficiencia renal por isquemia
Inhibicién de la acumulacién y activacién de CMM-MO, CMM-TA,
macroéfagos, reduccion del estroma de citoquinas, CMM-CU v CMM-PD
reduccidn de células T CD4+, células T CD8+ en Ly i
COVID-19
Supresién de la apoptosis inducida por 6-OHDA CMM-PD

en neuronas dopaminérgicas en Parkinson

Tabla 3. Efectos y mecanismos favorables de exosomas derivados de CMM en modelos de enfermedades
in vivo (tabla adaptada de Vizoso et al., 2018 y Panda et al., 2021).
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El potencial regenerativo de los exosomas puede estar modulado por diversos mecanismos, como
la exposicion previa de la poblacién celular originaria a estimulos externos; por ejemplo, el
condicionamiento de las CMM-CU con IFN-y (Interferon gamma) hace que las CMM sean menos capaces
de proteger frente a la lesion renal isquémica aguda in vivo que sus homaélogas no condicionadas, o la
modificacion de las células de las cuales derivan las vesiculas, por ejemplo, la sobreexpresion en
mesenquimales de HIF1-q, les confiere una mayor capacidad angiogénica a los exosomas derivados de
estas células. Por otro lado, para aumentar la produccién de vesiculas y obtener la cantidad necesaria
para aplicaciones clinicas, es posible que se necesiten biorreactores tridimensionales que proporcionen
una distribucion homogénea de nutrientes y oxigeno al tiempo que se pueda controlar el nimero de
células, su viabilidad y proliferacion>?. En el futuro, los esfuerzos deben dirigirse a la estandarizacién de
los métodos de aislamiento, caracterizacidén y administracion de los exosomas, con el fin de proporcionar
nuevas terapias eficaces, seguras y potentes basadas en los exosomas derivados de CMM.

Modificacion de CMM y su secretoma

Con el fin de que la aplicacidn clinica de los productos derivados de las CMM progrese en el campo
de la medicina regenerativa, el principal reto consiste en optimizar las estrategias terapéuticas mediante
la identificacidon de la mejor forma de preparar las CMM y mejorar sus propiedades regenerativas. Se
considera cada vez mas que la potencia terapéutica puede mejorarse utilizando diversas estrategias, por
ejemplo, sometiendo a las células a diferentes condiciones de cultivo en las cuales se promueva la
expresion y liberacion de factores especificos, precondiciondndolas con citoquinas y factores de
crecimiento, exponiéndolas a condiciones abidticas, productos farmacéuticos y/o modificandolas
genéticamente33%, La aplicacidn de distintas estrategias de modificacién o estimulacién de las CMM
ayudo a identificar numerosas proteinas, factores y miARN involucrados en distintas vias y mecanismos
gue regulan las funciones regenerativas de las CMM (Fig. 12)

MM
e o
g g o
[ = i — \

[ Angiogénesis ] [ Apoptosis J [ Inflamacidn ] [Tumurigénesisl [ Proliferacién ]

Vesiculas
extracelulares

miARMN | Proteina miARM |Prntdm miARN | Proteina miARN |Proteina miARN | Proteina
Akl o | GATA4 | HIF1a miR-24 14-3.30
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miR-126a HIF 1a | HIF1o il IL-10 miRtaa3 | KRAS miR-140 | Wt
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Figura 12. Visidn general de los miARN y proteinas que demostraron ser criticos para la eficacia de las
vesiculas extracelulares (VE) en 113 estudios con animales en los que se investigaron modificaciones de
las CMM con el fin de aumentar sus propiedades regenerativas. Las vias celulares mas comidnmente
atacadas por las VE fueron la angiogénesis, la apoptosis, la inflamacidn, la tumorigénesis y la proliferacion.
Akt: proteina quinasa B; HIF1a: factor inducible por hipoxia 1a; CXCR4: receptor de quimiocinas C-X-C de
tipo 4; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; DMBT1: proteina eliminada en el tumor cerebral
maligno 1; GPX1: glutation peroxidasa 1; IL-10: interleuquina 10; CCR-2: receptor de quimiocinas C-C de
tipo 2; KGF: factor de crecimiento de queratinocitos; Ang-1: angiopoyetina 1.

El precondicionamiento es considerado una herramienta importante para mejorar los efectos de
las CMM y de su secretoma en la regeneracién y reparacién de tejidos lesionados. Las diferentes
estrategias de condicionamiento se aplican en funcién de los tipos celulares blanco en los tejidos
lesionados. La hipoxia, es uno de los principales métodos utilizados para estimular a las CMM con el
objetivo de enriquecer su MC con factores solubles implicados en la activacion y modulacion de las células
residentes en el sitio de la lesion*334°, Se ha demostrado, por ejemplo, que en condiciones de hipoxia las
CMM regulan positivamente varios factores que contribuyen a la proliferacién de hepatocitos in vitroy a
la regeneracién hepdtica in vivo, liberando factores en su MC como IL-6, TNF-a, HGF y VEGF.
Recientemente, también se observdé en un modelo in vivo de infarto de miocardio que las CMM
precondicionadas en hipoxia inhiben la apoptosis cardiaca y estimulan la proliferaciéon de cardiomiocitos.
Ademads, se demostro que los exosomas de las CMM hipdxicas estaban enriquecidos en miR-26a que, a su
vez, activa la sefializacién de Wnt para promover la supervivencia de los cardiomiocitos en un modelo de
isquemia-reperfusion cardiaca en ratas®.

Como se menciond, también se ha estudiado el papel de la estimulacién de las CMM con factores
y pequefias moléculas, por ejemplo, se ha demostrado que el MC derivado de CMM precondicionadas
con TNF-a mejora la regeneracion dsea in vitro al regular el aumento de la expresion de la proteina
morfogenética dsea 2 (BMP2) y estimular asi la proliferacion celular y la expresiéon de marcadores de
diferenciacidn ésea. El condicionamiento de las CMM con pequeias moléculas también representa una
estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. De hecho,
el tratamiento de CMM con AMP ciclico (AMPc), bFGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y Heregulina B1 estimula la secrecidon de diferentes factores neurotréficos (NTF), que tienen
efectos protectores en varios modelos animales de enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Parkinson, la esclerosis multiple y la enfermedad de Huntington394°,

Otra estrategia muy utilizada es la modificacidon ex vivo de las CMM para mejorar la funcion
terapéutica in vivo, mediante la expresion inducida de genes que favorecen su supervivencia, ligandos de
adhesién dirigidos a receptores de la membrana celular, genes especificos para la diferenciacién dirigida,
o genes que codifican para la produccién y secrecién de factores de crecimiento, citoquinas y miARN en
exosomas. Por este motivo, muchos investigadores analizan métodos para transferir genes a las CMM de
forma eficiente*!. Existen diversos métodos, entre ellos, la transfeccidén con nanocarriers es una de las
estrategias mas utilizadas para modificar células genéticamente, aunque no resulta un método eficiente
para modificar CMM manteniendo al mismo tiempo una alta viabilidad en comparacion con los vectores
virales o la electroporacion. Muchos grupos continldan buscando maneras de optimizar la eficacia de estas
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nanoparticulas, por ejemplo, funcionalizdndolas con ligandos que favorezcan su captacion. Por otra parte,
la microinyeccién y electroporacidn consisten en la disrupcion de las membranas celulares para transferir
los acidos nucleicos dentro de las células. Estos métodos suelen ser mas eficientes que la transfeccion por
nanocarriers, mas aun si el delivery del transgén se realiza directamente hacia el nicleo ya que tiene
menos probabilidades de ser degradado en el citoplasma. La desventaja de estos métodos es que no son
practicos para modificar grandes cantidades de células y conllevan una baja viabilidad celular post-
transfeccion®.

Por ultimo, tenemos los sistemas de transduccidn viral, los cuales utilizan los mecanismos
naturalmente eficientes de los virus para transportar los transgenes y mediar su internalizacion, traficoy
expresidon dentro de las células diana. En general, estos vehiculos pueden modificarse mediante la adicidn
de genes exdgenos y la eliminacion de genes virales deletéreos para hacerlos deficientes en la replicacion
y disminuir su patogenicidad. La administracién viral de genes tiene sus desventajas, principalmente las
cuestiones de bioseguridad que vienen de la mano de la manipulacién de vectores virales en el laboratorio
y por la mutagenicidad asociada a la integracién del genoma viral al genoma de la célula blanco. Incluso
con vectores virales no integrativos, los riesgos de seguridad de la transduccidn viral se deben a la posible
expresion de antigenos virales en las células transducidas que podrian activar una respuesta inmunitaria
in vivo tras el trasplante de las mismas 3¥%1, M3as alla de esto, la transduccién viral es altamente eficaz y la
viabilidad de las células transducidas es mayor comparada con las otras técnicas mencionadas, por lo que
los virus son muy utilizados para sobreexpresar o disminuir la expresidon de genes en las células blanco.
Existen diferentes vectores virales, con sus ventajas y desventajas, en este trabajo en particular usamos
vectores lentivirales (LV) ya que transducen con un alto porcentaje de eficiencia a las CMM, manteniendo
una alta viabilidad, y ademas se integran de forma estable en el genoma de las células, lo que nos garantiza
poder seleccionar las células transducidas (por la incorporacion de un gen de resistencia a antibidtico
junto con el gen de interés) y obtener un pool de células que expresen el transgén de interés de manera
estable transmitiéndolo a sus células hijas.

SPARC

SPARC, también conocida como BM-40 u osteonectina (32 kDa), es una glicoproteina asociada a
la ME altamente conservada. Esta codificada por un Unico gen localizado en el cromosoma humano 5g31-
033 que genera un polipéptido de secrecion y monomérico. Su estructura consiste en un péptido sefial
que contiene 17 aminoacidos (aa), un dominio N-terminal (I) que comprende 50 residuos aminoacidicos,
18 de los cuales estan cargados negativamente, seguido de un dominio similar a la Folistatina (IlI) con 10
cisteinas (Cys) en un patrén tipico y un dominio de unidn al calcio extracelular (Ill) con dos motivos del
tipo EF-hand de unidn al calcio. El dominio | (aa 3 a 51) esta codificado por los exones 3 y 4, es muy 4cido
y sensible a los cambios en la concentracion de calcio. El NH2-terminal se une al calcio con baja afinidad
e interactua con la hidroxiapatita regulando los procesos de mineralizacion de tejidos. El dominio Il (aa
52-132) esta codificado por los exones 5y 6. La secuencia rica en Cys codifica una estructura homadloga a
un dominio repetido en la Folistatina. La protedlisis de SPARC genera varios péptidos bioactivos con
propiedades diferentes a las de la proteina integra. En particular, el péptido 2.1 inhibe la proliferacion de
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células endoteliales, mientras que el péptido (K)GHK estimula la proliferacidon endotelial y la angiogénesis.
Por ultimo, el dominio Ill (aa 133-285) esta codificado por los exones 7-9, constituye la region de unién al
Ca*? extracelular y contiene dos motivos EF-hand, que consisten en dos hélices alfa y una regién de bucle
corto. Las proteinas colageno |, Ill, IV y V pueden unirse a este dominio, que ademas contiene el péptido
4.2 que tiene la capacidad de unirse a las células endoteliales e inhibir su proliferacién. El dominio acido
(1) es el mas divergente entre las proteinas de la familia de SPARC, mientras que los otros dos dominios (Il
y Ill) parecen estar bien conservados (Fig. 13)*.

Dominio | l Dominio Il I Dominio Il

COOH
130 m— e—

T CD— ®

Figura 13. Diagrama de la estructura proteica de SPARC. El dominio | o dominio acidico, ubicado en el
extremo N-terminal (aminoacidos ~1-50). El dominio Il, o dominio similar a Folistatina, rico en cisteinas
(aminoéacidos ~50-130). Y por ultimo el domino lll, o dominio de unién a Ca?* extracelular, ubicado en el
extremo C-terminal (aminoacidos ~130-280). Figura adaptada de Brekken et al., 2002.

A diferencia de lo que podria sugerir su nombre (osteonectina), la expresidon de SPARC no se limita
Unicamente a los tejidos éseos. SPARC es uno de los principales componentes no coldgenos localizados
en la ME. Se encontré por primera vez en la ME de los tejidos mineralizados, pero se expresa en diversas
localizaciones, como durante la embriogénesis en los plexos coroideos y durante el desarrollo fetal, y en
vertebrados adultos, su expresidén se limita a los tejidos sometidos a remodelacién, tumorigénesis,
cicatrizacion/reparacién de heridas o angiogénesis. En humanos, se ha encontrado SPARC en hueso,
cartilago y dientes, en érganos como los rifiones, génadas, glandula suprarrenal, pulmén, ojos, higado e
intestinos, asi como también en la piel®. Esta amplia distribucidn se correlaciona con las funciones de
SPARC durante la embriogénesis, asi como durante la reparacidn tisular, el recambio celular, la
diferenciacidn y la remodelacidn, que son pasos clave en la regeneracion tisular. Por esta razon, la
expresion o los niveles de SPARC aumentan, por ejemplo, luego de lesiones miocardicas, en miopatias y
en situaciones (fisioldgicas o patoldgicas) en las que los tejidos sufren cambios (reparacidn, renovacion y
remodelacidn), como durante la obesidad, la regeneracién del musculo esquelético, el cancer, la esclerosis
sistémica, la fibrosis hepatica y el ejercicio fisico. Tales situaciones representan una alteracion de la
homeostasis que conduce a un entorno de regeneracidn "negativo". Por lo tanto, se requieren procesos
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biolégicos que superen dicha alteracion homeostdtica, restauren un entorno adecuado para la
regeneracién y rescaten los tejidos afectados para permitir mejores patrones de desarrollo®.

SPARC es una proteina multifuncional, que se une de manera muy afin a cationes y minerales
como hidroxiapatita, proporciona soporte a la ME y media en las actividades de una amplia gama de
factores de crecimiento. Si bien muchos de los mecanismos no se conocen en detalle, dado que SPARC se
une a un gran numero de componentes diferentes de la ME, factores de crecimiento y otras moléculas,
se le atribuyen diferentes funciones bioldgicas. Desde un punto de vista celular, SPARC tiene un amplio
campo de accién en la organizacién de la ME, la migracion, la proliferacién, la adhesién, la diferenciaciéon
y la supervivencia. A continuacién, se explican las funciones mds importantes de SPARC segun el tipo de
interaccién?*47:48,

Interaccién con componentes de la ME

En vertebrados, SPARC es capaz de unirse a diversos componentes de la ME, como la
trombospondina 1, la vitronectina, la entactina/nidégeno, los coladgenos fibrilares (tipos I, II, Il y V) y el
colageno tipo IV, que es el colageno predominante en las membranas basales. Por lo tanto, SPARC puede
contribuir a la organizacién de la matriz en el tejido conectivo y en las membranas basales. Se ha
demostrado que la falta de expresidon de SPARC disminuye la acumulacién de colageno maduro en la ME
de muchos tejidos conectivos, por ejemplo, los ratones knockout (KO) para SPARC muestran una
disminucién del contenido total de colageno | en la piel, el hueso y el ligamento periodontal. Estudios en
diversos tejidos (cardiaco, dérmico, neoplasico, periodontal) han demostrado una correlacién entre el
aumento de los niveles de expresion de SPARCy el aumento de la deposicién de coldgeno y su ensamblaje
en la ME***%_Por otra parte, la sobreexpresién de SPARC en Xenopus interfiere en la morfogénesis
tisular mediante la modificacion de la morfologia celular, la inhibicidn de la migracién celular, la
proliferacién y la incapacidad de formar adhesiones focales*. Ademas, enfermedades como la fibrosis o
la esclerosis también estan causadas por la sobreexpresion de SPARC seguida de una tasa anormalmente
alta de deposicién de coldgeno en la ME, que podria restaurarse mediante la inhibicién de SPARC%L,

También se ha demostrado que SPARC regula la actividad de varias metaloproteinasas (MMP),
una familia de enzimas consideradas los principales mediadores de la protedlisis y el recambio de la ME.
En fibroblastos sinoviales, por ejemplo, se observd que el agregado de SPARC exdgeno al cultivo, indujo
la actividad de las MMP-1, MMP-3 y MMP-9. La mayoria de los estudios sobre los efectos de SPARC en la
actividad de las MMP se han llevado a cabo en células transformadas y en estudios tumorales. Por
ejemplo, se descubrié que SPARC aumentaba la actividad de MT1-MMP y MMP-2 en células de glioma y
aumentaba la actividad de MMP-2 en células de cancer de mama, pero SPARC no tenia ningun efecto
sobre la activacion de MMP-2 en células de melanoma. De forma similar a los efectos sobre la actividad
de las MMP, el papel funcional de SPARC en cdncer depende del tipo de tumor y del entorno tisular, ya
que se ha demostrado que promueve e inhibe diferentes tipos de actividades de las células tumorales*°,

Interaccion con factores de crecimiento

La unidn a factores de crecimiento es otra caracteristica importante de SPARC. Los factores de
crecimiento pueden influir en diversos procesos como la proliferacién, migracion y diferenciacidn celular.
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Se ha demostrado que SPARC se une a VEGF-A en las células endoteliales humanas. VEGF-A
promueve la angiogénesis uniéndose al VEGFR2 (receptor 2 de VEGF-A) y activandolo, lo que provoca la
autofosforilacién del receptor. Se predice que SPARC unido a VEGF-A disminuye la fosforilacién de VEGFR1
(receptor 1 de VEGF-A) mientras que no tiene efecto sobre la fosforilacién de VEGFR2. Se observé, en un
modelo de neovascularizacion coroidea, que el bloqueo de la interaccion VEGF-A/VEGFR1 por SPARC
potencia la sefializacién VEGF-A/VEGFR2 para inducir la angiogénesis®2.

La expresion de SPARCy del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) es minima en
la mayoria de los tejidos adultos normales, pero aumenta tras una lesion. La interaccién de SPARC con la
cadena B del PDGF impide la unién a su receptor en fibroblastos, como consecuencia de esta unidn, existe
una inhibicién en la progresion del ciclo celular endotelial, lo que sugiere que SPARC puede controlar los
procesos proliferativos en la regeneracién de tejidos. Del mismo modo, SPARC inhibe la migracién de
células endoteliales inducida por el factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF)>2.

Ademas de PDGF, VEGF y bFGF, SPARC también puede modular la actividad de TGF-B. Las
evidencias de que SPARC influye en la actividad del TGF-B se han observado en varios tipos celulares
diferentes. En células epiteliales y en células mesangiales, se demostré que SPARC aumenta la actividad
de TGF-B1 a través de un mecanismo aun no definido. En estudios con células mesangiales KO para SPARC,
se observaron niveles reducidos de ARNm y proteina de TGF-3 en comparacién con las células mesangiales
wild type (WT) y al agregarles SPARC recombinante, tanto a las células WT como a las KO, aumentaron los
niveles de ARNm y proteina de TGF-B, que también fue asociado a un aumento de la produccién de
coldgeno 1***, En otros estudios sobre un modelo de infarto de corazdn en ratones que sobreexpresaban
SPARC, se observaron mayores niveles de SMAD?2 activado, un elemento de la cascada de sefializacién de
TGF-B1%. La sefializacién de TGF-B1/SMAD2, por otra parte, induce la expresion de a-SMA en pericitos asi
como de componentes de la ME, e inhibe su migracién. Chlenskiy colaboradores hipotetizaron que SPARC
promueve la migracidn de los pericitos hacia los tubos endoteliales nacientes disminuyendo la activacién
de la sefializacion de TGF-B1. En consonancia con esto, se demostrd que la actividad de SPARC promueve
el reclutamiento de pericitos en un modelo tumoral ortotdpico. Interesantemente, también se vié que
SPARC disminuye la actividad de TGF-1 en los pericitos de forma dependiente de endoglina e integrina.
Por lo que se cree que las acciones contradictorias que presenta la SPARC en términos de la actividad de
TGF-B podrian deberse a diferencias en las vias de sefializacion de TGF-B1 especificas de cada tipo celular
y al microambiente tisular®2.

Interaccidn con integrinas

Estudios realizados con células de pulpa dental humana y diversas lineas tumorales han
demostrado que SPARC es capaz de modular la expresién y la actividad de las integrinas aVB3 y aVB5, y
en al menos dos tipos celulares, la expresion de SPARC regula también los niveles de la integrina a6 y los
eventos adhesivos mediados por ésta. En un estudio sobre la metastasis 6sea en cancer de prdstata, se
demostré que SPARC aumenta la migracidn de una linea celular de préstata humana. El efecto estimulador
sobre la migracidn celular requiere de las integrinas aVB3 y aVp5, ya que el bloqueo especifico de
cualguiera de estos receptores disminuye significativamente la migracion inducida por SPARC. Por el
contrario, en células de cancer de ovario, SPARC parece tener un efecto negativo sobre las integrinas aV,
donde se observé un bloqueo de la actividad de aVB3 y aVB5 en presencia de SPARC recombinate®>>2,
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SPARC también interactua con la integrina B1. En mamiferos, promueve la supervivencia de las
células epiteliales del cristalino mediante su unién a la integrina B1 y la induccién de la actividad de la
quinasa ligada a la integrina (ILK). Del mismo modo, se observé una funcién pro-supervivencia de SPARC
en células de melanoma, donde la disminucién de la expresiéon de SPARC condujo a la apoptosis. Por el
contrario, el aumento de la expresidén de SPARC se asocié con una mayor activaciéon de Akt (efector de la
via de ILK que promueve la supervivencia de las células). En células leucémicas, el aumento de los niveles
de SPARC intracelular también se asocid con la supervivencia y, ademas, el aumento de la resistencia de
las células tumorales a los agentes quimioterapéuticos. Sin embargo, en otros casos, SPARC pareciera
potenciar la apoptosis. En cancer de colon, de mama y de pancreas, se demostré que SPARC aumenta la
apoptosis al favorecer la activacion de la caspasa 8. Al igual que ocurre con la actividad de SPARC en la
progresion tumoral, la actividad de supervivencia mediada por la expresién de SPARC parece depender
en cierta medida del tipo de célulay es probable que esté influida por otros factores del medio extracelular
y/o los perfiles de expresidn de los receptores de la superficie celular*°%°2,

Regeneracion de heridas cutaneas

La regeneracién tisular es un proceso vital que permite a los organismos sobreponerse a
perturbaciones bioldgicas y adaptarse a los cambios y al desarrollo fisiolégico mediante la renovacién, el
crecimiento y la restauracion de diversas células y tejidos.

Una herida se define como un dafio o una alteracidn de la estructura anatdmica y la funcién
normales. Estas pueden ser superficiales o mas profundas, extendiéndose a tejidos subcutdneos, con
dafios en estructuras como tendones, musculos, vasos, nervios, 6rganos parenquimatosos e incluso
huesos. Las heridas surgen de procesos patoldgicos que se inician externa o internamente en el drgano
afectado, de etiologia accidental o intencionada, o ser el resultado de un proceso patolégico. Las heridas
pueden clasificarse segun diversos criterios. El tiempo es un factor importante en el tratamiento de las
heridas y en su reparacidn, asi pues, las heridas pueden clasificarse clinicamente como agudas y crénicas
en funcién de su tiempo de cicatrizacion®.

Como barrera externa, la piel es el érgano mas afectado por una gama de factores de estrés
externos, lo que da lugar a dafios frecuentes en las células y la barrera. Como tal, la piel ha desarrollado
un conjunto de mecanismos complejos para protegerse y restaurar la integridad del tejido cuando se
dafia®. La piel se compone de tres capas principales: epidermis, dermis e hipodermis (Fig. 14). La
epidermis es la capa mas externa. Esta tiene una funcién defensiva muy importante de proteger la piel de
los dafos y el estrés, al tiempo que limita el paso del agua y la absorcidn de sustancias quimicas. Esta
constituida predominantemente por queratinocitos que estan presentes en diferentes estados de
maduracién y que producen multiples queratinas, que son las principales proteinas estructurales que
proporcionan resistencia a la piel. La epidermis se subdivide en cinco estratos distintos: estrato cérneo,
estrato lucido, estrato granuloso, estrato espinoso y estrato basal. Los progenitores de queratinocitos se
localizan en la capa basal y se diferencian gradualmente a lo largo de las capas hasta llegar a su
diferenciacidon terminal en el estrato cdrneo, siendo sustituidos gradualmente por queratinocitos
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provenientes de las capas inferiores. Ademas, la epidermis también estd compuesta por células inmunes,
sensoriales y pigmentarias. La dermis desempefia un papel crucial en la amortiguacién del cuerpo y la
provision de estructura. Esta capa se organiza como una red en forma de malla formada por tejido
conjuntivo, vasos sanguineos, vasos linfaticos y mastocitos (células responsables de la respuesta
inflamatoria para combatir injurias, alérgenos y microorganismos). El tejido conjuntivo estd formado
principalmente por fibroblastos, que son responsables de la sintesis de las proteinas elastina y colageno.
Por ultimo, tenemos la hipodermis, la capa mas profunda de la piel que estd compuesta principalmente
por adipocitos. Tiene un plexo vascular amplio que irriga la dermis y, ademas, la hipodermis establece la
conexién de la piel con los musculos. Las heridas profundas que alcanzan la hipodermis, dafidndola,
constituyen casos complicados para la cicatrizacion de heridas®>>®,
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Figura 14. Esquema representativo de la estructura de la piel y sus componentes celulares (figura creada
con BioRender.com).

Las heridas y su cicatrizacion tienen lugar en todos los tejidos y 6rganos del cuerpo. Muchos de
estos procesos de reparacion son comunes a todos los tejidos. La regeneracidén de los tejidos dafiados
tiene por objetivo restablecer su integridad y consiste en procesos bioldgicos complejos y estrechamente
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regulados en los que intervienen varios tipos de células, factores de crecimiento y citoquinas secretadas
por ellas, asi como la ME que las rodea®’. Experimentalmente, por su accesibilidad, la piel es uno de los
mejores érganos para estudiar los mecanismos de respuesta al dafio tisular y durante su reparacion. Los
resultados de tales investigaciones en la piel han contribuido a desentrafiar principios fundamentales de
la biologia regenerativa, que tienen relevancia para la funcidn de otros tejidos epiteliales y
mesenquimales.

Cicatrizacion normal de heridas

La cicatrizacién de las heridas cutdneas en adultos consta de cuatro fases que se solapan
parcialmente: hemostasia, inflamacion, proliferacién y remodelacién. Las tres ultimas fases determinan si
la herida cicatriza con normalidad o si un proceso de cicatrizacién aberrante conduce a una produccién
excesiva de proteinas de la ME y fibrosis (Fig. 15). La hemostasia comienza con la formacion de un coagulo
sanguineo que detiene la hemorragia y protege la zona de la herida frente a la invasiéon microbiana. La red
de fibrina formada almacena factores de crecimiento y sirve de plataforma para la migracion de células
vasculares, leucocitos y fibroblastos. Los factores de crecimiento (principalmente TGFB1), las citoquinas
(por ejemplo, IL-1 e IL-6) y las quimioquinas (por ejemplo, CX3CL1) liberadas por las plaquetas y los
gueratinocitos dafados inducen una reaccion inflamatoria. Las células inflamatorias infiltrantes eliminan
microbios y producen radicales de oxigeno y proteasas para luchar contra los patégenos. También
secretan moléculas que activan la fase de proliferacidon, que comprende la neovascularizacién, la
formacion de tejido de granulacién y la reepitelizacién. La formacién de nuevos vasos sanguineos es
activada por citoquinas y factores de crecimiento vascular, como VEGF y bFGF, y es importante para la
progresion de la cicatrizacién, ya que la zona de la herida recién formada sufre hipoxia y falta de
nutrientes. Los fibroblastos dérmicos empiezan a proliferar y a producir grandes cantidades de
componentes de la ME, formando un tejido conjuntivo temporal denominado tejido de granulacidn rico
en capilares, macréfagos vy fibroblastos®’.

La reepitelizacion comienza cuando los queratinocitos basales y las células madre epidérmicas
regenerativas derivadas de la epidermis interfolicular, los foliculos pilosos y las glandulas sebaceas se
dividen y se diferencian en los bordes de la herida y migran a lo largo de la superficie del tejido de
granulacion para cubrirlo y formar la capa protectora mas externa de la herida. Los queratinocitos situados
en el borde de la herida producen metaloproteasas de la matriz (MMP), como la MMP-1, que degrada la
ME vy disminuye la adhesion de los queratinocitos, promoviendo asi su migracién. El estrés mecanico,
resultante de la deposicidn de ME, y los factores secretados, principalmente TGFB1, activan muchos tipos
celulares diferentes, como fibroblastos, pericitos, adipocitos y células progenitoras mesenquimales
residentes para formar una poblacidn heterogénea de miofibroblastos que proliferan activamente y
secretan proteinas de la ME como coldgenos | y Il y fibronectina. Los miofibroblastos se unen a la MEC
mediante integrinas y se contraen a través de las fibras de estrés ricas en actina de musculo liso alfa
(aSMA), estrechando la zona de la herida®">8.

La ultima fase de la cicatrizacidn se caracteriza por la apoptosis de los miofibroblastos y otras
células y por la remodelacién del tejido conjuntivo, lo cual da lugar a una estructura cicatricial tensa. Por
ultimo, la relacion entre el coldgeno fibrilar | y el colageno Ill vuelve al nivel de la piel normal (5:1) desde
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el de la matriz de la herida temporal (2:1), y el tamafio de las fibrillas aumenta, correspondiendo a las
caracteristicas de una dermis sana>*>’,
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Figura 15. Diagrama que ilustra los mecanismos moleculares y celulares fundamentales para la progresién
de la cicatrizacién de heridas. Las primeras fases de la cicatrizacion de heridas incluyen la hemostasia y la
activacion de queratinocitos y células inflamatorias (fase temprana). En la fase intermedia se produce la
proliferacién y migracion de queratinocitos, la proliferacién de fibroblastos, la deposicidon de matriz y la
angiogénesis. La fase tardia de cicatrizacion implica la remodelacién de la ME, lo que da lugar a la
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formacidn de cicatrices y la restauracion de la barrera. El cuadro inferior muestra las células involucradas
en el proceso y los factores que éstas liberan (figura adaptada de Eming et al., 2014).

Cicatrizacion patoldgica de heridas

La deposiciéon de ME y la formacién temporal de cicatrices forman parte del proceso normal de
cicatrizacion; sin embargo, la acumulacion de ME rigida y anormalmente organizada que sustituye al tejido
normal es un rasgo caracteristico de las cicatrices fibréticas. Existen dos tipos de trastornos fibrdticos de
la piel: cicatrices hipertréficas o queloides. Las cicatrices hipertréficas se definen como lesiones
protuberantes y eritematosas que no se extienden mas alla de los limites de la zona de la herida original.
Suelen aparecer cerca de las articulaciones u otras zonas expuestas al estiramiento, crecen rapidamente
durante las 4 a 12 semanas posteriores a la herida y tienden a madurar y aplanarse con el tiempo. Por
otro lado, los queloides sobresalen de la zona de la herida original, invadiendo la piel circundante, y
pueden aparecer incluso afios después del traumatismo, se desarrollan mas lentamente que las cicatrices
hipertréficas y casi nunca involucionan, sino que siguen creciendo como un tumor proliferativo benigno®’.

La patogénesis tanto de las cicatrices hipertréficas como de los queloides es poco conocida. Segun
los conocimientos actuales, se cree que el crecimiento excesivo de la cicatriz estd controlado por la
inflamacién en la dermis, con una acumulacién de células inflamatorias y fibroblastos en la zona de la
cicatriz, ademas, hay un proceso de neovascularizacion y formacién de fibras de colageno. En los
gueloides, la reaccién inflamatoria es fuerte, y los niveles de citoquinas proinflamatorias, como IL-1, IL-6
y TNFa, son elevados, esto favorece la inflamacidn crénica y provoca la protrusién del queloide mas alla
de la zona de la herida original. Los mastocitos y los linfocitos Ty B predominan en las cicatrices queloides,
también los macréfagos de tipo M2 activados alternativamente, que se asocian con la activacion de
fibroblastos, la formacidn de coldgeno vy las alteraciones fibrogénicas (Fig. 16)°*.
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Figura 16. llustracidn que muestra los mecanismos moleculares y celulares que estan alterados en las
heridas crénicas. Las heridas crdnicas muestran una epidermis hiperproliferativa y no migratoria,
inflamacién no resuelta, presencia de infeccion y formacién de biofilms. Aunque hay un aumento de
células inflamatorias (neutréfilos y macréfagos), no todas funcionan correctamente (indicado por células
deformes). Las proteasas no controladas interfieren con los mecanismos esenciales de reparacion,
llevando a una fibrosis y se puede ver como algunos fibroblastos se vuelven senescentes (figura adaptada
de Eming et al., 2014).

Las células mds importantes que promueven la cicatrizacion y la fibrosis son los fibroblastos
activados (miofibroblastos), que secretan grandes cantidades de componentes de la ME con propiedades
estructurales y mecanicas anormales y con una capacidad alterada para unirse a factores de crecimiento.
En los queloides, los fibroblastos son mas sensibles al TGFB1 que en la piel normal, y su densidad y tasa
de proliferacion son elevadas, mientras que la apoptosis es baja. La presencia constante de
miofibroblastos contractiles aSMA positivos es tipica de las cicatrices hipertréficas. Los fibroblastos y
miofibroblastos, estimulados por varios factores de crecimiento como el TGFB, PDGF y el factor de
crecimiento similar a la insulina (siglas en inglés, IGF), producen grandes cantidades de colageno y otros
componentes de la ME, acelerando asi la formacidon de abundante tejido fibrdtico en las cicatrices
patolégicas®*®’. Sumado a esto, hay una desregulacidn de las proteasas y sus inhibidores, las MMP se
encuentran elevadas en los fluidos de heridas crénicas, asi también como las proteasas de serina, que
degradan los componentes de la matriz, incluida la fibronectina, asi como diversos factores de crecimiento
clave, todos ellos necesarios para la remodelacion de la ME y el crecimiento celular. Ademads, hay un
menor reclutamiento de progenitores que contribuyen a la reparacion del tejido y menor tasa de
angiogénesis debido a la degradacién de factores pro-angiogénicos y a la elevada expresion de factores
antiangiogénicos lo cual conduce a un aumento de la muerte celular®.

CMM en regeneracion cutanea

Como ya se menciond, la cicatrizacién de las heridas cutaneas comprende cuatro fases
superpuestas. Las CMM participan en todas las fases de este proceso regenerativo. Diferentes estudios
han demostrado que la aplicacion de CMM para el tratamiento de la piel puede mejorar la cicatrizacién
de las heridas y reducir la formacién de cicatrices mediante diversos mecanismos involucrados en las
distintas fases regenerativas.

En primer lugar, la fase inflamatoria es importante para el proceso de regeneracidn de heridas,
ya que conduce al reclutamiento de células inmunitarias para reducir los patdgenos y eliminar la lesion.
Sin embargo, la inflamacién crénica puede posponer la cicatrizacidn de la piel. Las CMM pueden inhibir
las respuestas inflamatorias de varias maneras. Chiossone y colaboradores demostraron que las CMM
promueven la polarizacidon de los macréfagos a un fenotipo M2, un tipo de macréfago que reduce la
inflamacién y la funcidn inmunosupresora. Ademads, los macréfagos M2 inducidos por las CMM
interactldan con las células natural killer (NK) e inhiben la expresiéon de proteinas relacionadas con su
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activacion, como NKp44, CD25, CD69 e IFN-y (interferon-gamma). Los macréfagos M2 también pueden
inhibir la proliferacion de células T promoviendo la multiplicaciéon de células T regulatorias (Tregs), las
cuales ayudan a controlar la respuesta inmunitaria®. Estudios recientes han revelado que las CMM son
capaces de inducir la generacién de monocitos que producen altos niveles de interleuquinas IL-10 e IL-6 y
promueven también la generacidon de linfocitos Tregs®. Otros estudios aportaron evidencias sobre el
papel fundamental del antagonista del receptor de IL-1 (IL1RA) secretado por las CMM en la induccién de
los macréfagos M2 vy la inhibicién de la maduracion de células B en un modelo de ratdn knock-in IL1RA.
La IL-1 acelera la diferenciaciéon de las células T -helper 17 (Th17), células que secretan IL-17, un marcador
de citoquinas inflamatorias en muchos tejidos. Por lo tanto, la ILIRA disminuye la diferenciacién de las
células Th17 y provoca un aumento del efecto antiinflamatorio de las células®. Estos estudios indican que
las CMM tienen capacidad antiinflamatoria a través de la modulacién de la polarizacién de los macréfagos
y la expresién de citoquinas antiinflamatorias.

En la fase proliferativa, las CMM manipulan los macréfagos para reclutar queratinocitos y
fibroblastos. Diversos grupos de investigacién demostraron que las CMM liberan factores de sefializacion
solubles que aumentan la migracién, la proliferacion y la quimiotaxis de fibroblastos y queratinocitos
dérmicos. Los macréfagos activados por las CMM liberan EGF y TGF-a para estimular la migracion y
proliferacién de los queratinocitos. Los queratinocitos, a su vez, estimulan a los fibroblastos mediante la
expresion de fibronectina, laminina y tenascina. Y los fibroblastos, por su parte, inducen la migracion y
proliferacién de los queratinocitos a través de la secrecion de EGF, fibronectina y el factor de crecimiento
de queratinocitos (KGF)%6%,

Otro de los mecanismos relevantes durante la regeneracién de heridas es la neovascularizacion.
Se ha demostrado que las CMM pueden favorecer la angiogénesis en el lugar de la herida, induciendo la
polarizacién de los macrdéfagos, que luego expresardan y secretaran factores que promueven la
angiogénesis. Qiu y colaboradores observaron que las CMM, previamente expuestas a exosomas de suero
de ratdén neonato, mejoran significativamente la cicatrizaciéon de heridas al inducir la angiogénesis. El
grupo de Rustad, por otra parte, demostré que las CMM dentro de hidrogeles aumentaban los niveles de
expresion de VEGF y daban lugar a una cicatrizacién mas rapida de las heridas®®>. Mds aln, en estudios in
vitro con células endoteliales (HUVEC) tratadas con VE derivadas de CMM se observé que las HUVEC
captan las VE, aumentando su proliferacién, migracién y angiogénesis. Estos efectos fueron acompafados
por una mayor expresion de genes relacionados con la proliferacion (ciclina D1, ciclina D2, ciclina Aly
ciclina A2), la angiogénesis (VEGF-A, PDGF-A, EGF y FGF2) y la migracién (integrina beta 1 (ITGB-1) y CXCL-
1)82,

En resumen, las CMM migran al lugar de la lesién cutdnea, inhiben la inflamaciéon y aumentan el
potencial de proliferacion y diferenciacion de fibroblastos, células epidérmicas y células endoteliales.
Interesantemente, varios trabajos han demostrado que los MC procedentes de cultivos de CMM tienen
una capacidad regenerativa similar, o incluso superior, a la de dichas células, cuando se aplican a heridas.
En la practica patolégica cotidiana, las heridas siguen siendo un problema clinico relevante, cuyas
complicaciones precoces y tardias constituyen una causa frecuente de morbilidad y mortalidad. El uso de
las CMM, principalmente de su secretoma, ofrece un amplio espectro de posibilidades para el desarrollo
de distintos enfoques terapéuticos y en el desarrollo continuo de tecnologias para el tratamiento de
heridas agudas y a largo plazo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A lo largo de la introduccién hicimos hincapié en la relevancia del potencial regenerativo de las
CMM como posibles herramientas para el desarrollo de terapias en el campo de la medicina regenerativa.
Su capacidad de diferenciacion a diferentes tipos celulares, asi como de induccidn y activacion de células
madre residentes y sus funciones “anti-apoptdticas”, pro-angiogénicas e inmunorreguladoras son
caracteristicas especialmente atractivas y relevantes en numerosos procesos y mecanismos necesarios
para la regeneracion tisular. Mas aun, el hecho de que estas funciones son ejercidas principalmente
mediante su secretoma, compuesto por factores solubles y VE, permite proyectar el desarrollo de
tratamientos de aplicacion sencilla, econdmicos y seguros. Sumado a esto, actualmente existen diversos
métodos para cultivar CMM de forma mas eficiente que la tradicional, que permiten escalar el proceso
tanto de amplificacién de las células como de aislamiento de su secretoma, asi como también, diferentes
técnicas de condicionamiento y modificacion que podrian utilizarse para aumentar el potencial
regenerativo de las CMM. Por otro lado, el proceso de cicatrizacion de heridas cutdneas es un proceso
complejo que requiere migracién celular, desarrollo de un entorno inflamatorio, angiogénesis,
granulacion, formacion de tejido, re-epitelizacion y remodelacidon de la ME, mecanismos en los que las
CMM vy su secretoma desempeiian un papel activo y se ha demostrado que la aplicacién terapéutica de
estas células mejora los resultados de la cicatrizacidn. Interesantemente, la glicoproteina multifuncional
SPARC, expresada y secretada por las CMM, se expresa en animales adultos principalmente en tejidos
sometidos a reparacion o remodelacién debido a heridas, procesos patoldgicos o fisioldgicos naturales.
Desde el punto de vista celular, SPARC esta involucrada en diversos mecanismos como la remodelacién y
organizacién de la ME, angiogénesis, migracién, proliferacién, diferenciacién y supervivencia, uniéndose
a diferentes componentes de la ME, a factores de crecimiento y otras moléculas para ejercer su accion.
Por lo que SPARC, favoreceria la generacidn de un entorno adecuado para la regeneracion tisular a través
de sus diversas funciones.

En funcidn de estas evidencias previas, en este trabajo hipotetizamos que la sobreexpresion de
SPARC en CMM podria tener un efecto directo en la composicidn de su secretoma, asi como también en
su potencial para la regeneracion de heridas. A su vez, sabiendo que las VE, en particular los exosomas,
constituyen una herramienta atractiva para el desarrollo de terapias clinicas y que la cantidad colectada
por los medios tradicionales suele ser limitante, proponemos un escalado del sistema de cultivo mediante
el uso de microcarriers y spinner flasks para crecer las células en gran cantidad, condicionar su medio y asi
poder aislar una mayor cantidad de exosomas de la que se obtendria haciéndolo de la forma tradicional.
Por consiguiente, objetivo general de este proyecto es aislar el secretoma derivado de CMM modificadas
genéticamente y cultivadas en un sistema en suspension (3D), con el fin de caracterizarlo y evaluar su
potencial terapéutico.

En base a la hipdtesis y al objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Ponera puntoy caracterizar el sistema de cultivo de CMM en suspension y aislamiento de los
exosomas derivados de estas células.

2. Modificar la expresion de SPARC en las CMM y hacer un andlisis comparativo de las células
modificadas respecto de las wild type.
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3. Aislar el medio condicionado y exosomas de CMM modificadas y wild type y caracterizarlos.
4. Analizar el potencial regenerativo del medio condicionado y exosomas derivados de CMM
wild type y modificadas en ensayos funcionales in vitro e in vivo.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular de CMM-W!I en dos dimensiones (2D)

Las CMM-WIJ se cultivaron en medio a-MEM (Gibco) con un suplemento de 10% v/v de suero fetal bovino
(SFB, Natocor) y GlutaMAX (Gibco), en estufa a 37°C con una atmédsfera de 5% de CO,. Dependiendo del
uso que se les quisiera dar, se usaron placas de plastico (JetBiofill) de diferentes tamafios. Generalmente
se usaron placas de 60, 100 y 150 mm de didmetro (20, 60 y 145 cm? de superficie respectivamente).

Cuando las células alcanzaban a un 80% de confluencia se realizaba el pasaje o repique de éstas con el fin
de amplificarlas o plaquearlas en una determinada concentracion para un determinado experimento. Los
pasajes se realizaron de la siguiente manera, se descarté el medio de cultivo, se lavé con PBS y se
incubaron las células a 37°C con Tripsina (Gibco) hasta corroborar visualmente que las células se
comenzaron a despegar de la placa (3-4 min de incubacion). La enzima se inactivd con igual volumen de
o-MEM (Gibco) suplementado con 10% SFB (Natocor) y las células se terminan de disgregar de forma
mecanica con la pipeta. Después se transfirieron a un tubo cénico el cual se centrifugd durante 5 minutos
a 300 g. Por ultimo, se retird el sobrenadante y resuspendié el pellet en medio de propagacion. Para los
cultivos en mantenimiento se sembrd una tercera o cuarta parte de las células levantadas en una nueva
placa. El medio de cultivo fue renovado cada 48 horas.

Cultivo de CMM-WIJ en suspension (3D)

Para el cultivo en suspension se utilizaron frascos de 125 mL de capacidad los cuales cuentan con una
paleta de agitacién con barra magnética incorporada (Corning). Como las CMM crecen en adherencia, se
utilizaron microcarriers beads Cytodex 3 (Sigma), los cuales son microparticulas esféricas (175 um de
didametro) de plastico, recubiertas por una capa de colageno que sirven de superficie de adherencia para
las células. Los microcarriers fueron hidratados por 3 horas en PBS con agitacion esporadica. Transcurrido
este tiempo, se esperd a que las beads decanten, se descartd cuidadosamente el PBS con pipeta, y se
agregd PBS nuevo. Se esterilizaron mediante autoclave y luego de este proceso se descarté nuevamente
el PBS para reemplazarlo por PBS fresco. Mediante la informacion del tamafio de los microcarriers y la
cantidad de particulas por gramo, calculamos la superficie por gramo de microcarriers, siendo 1 g
equivalente a 2700 cm?. Este dato lo usamos para preparar gramos de beads en un volumen final
determinado y asi luego pipetear el volumen correspondiente a la superficie que necesitaramos para cada
experimento.

La siembra de CMM-WJ en los microcarriers se realizd de la siguiente manera: se tomo el volumen
correspondiente a 0,3 g de beads o 800 cm? (que equivalen a aproximadamente 5 % placas de 150 mm)y
se trasvasaron a los frascos de cultivo. Cuidadosamente se descartd el maximo volumen de PBS posible, y
se agregaron 30 mL de a-MEM (Gibco) suplementado con 10% v/v SFB (Natocor) y GlutaMAX (Gibco). El
frasco con las beads y medio se puso sobre la placa magnética agitadora (bioMIXdrive 4, 2MAG), y se
mantuvieron en agitacion suave (30 rpm) por al menos 40 minutos previo al plagueo de las células. Las
células se levantaron como se describié previamente, se contaron en cdmara de Neubauer y se sembraron
con una densidad de 6000 células/cm?. El volumen correspondiente a la cantidad de células necesaria se
agrego a los frascos con las beads, durante 1 hora se agitaron a 30 rpm en ciclos de 2 min prendido y 15
min apagado y por ultimo se dejaron en reposo hasta el dia siguiente.
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Al dia siguiente, para corroborar que las células estuviesen adheridas se tomaron alicuotas y se
trasvasaron a placas de 24 o 12 pocillos (JetBiofill) para observarlas al microscopio. Por ultimo, se
agregaron 40 mL de medio de propagacion y se dejaron en agitacidon suave constante (30 rpm). Los
cambios de medio se hicieron cada 48 hs, descartando dos tercios del volumen y reponiéndolos por medio
fresco. El agitador y los frascos se mantuvieron en estufa a 37°C con una atmédsfera de 5% de CO..

El procedimiento para repicar las células es similar al descripto: se descartd el medio con cuidado de no
levantar los microcarriers, se hicieron dos lavados con PBS para eliminar los residuos de SFB y se agregaron
30 mL de Tripsina (Gibco). Los frascos se pusieron en agitacion a 30 rpm por 4 minutos y transcurrido este
tiempo se procedié a disgregar mecanicamente con suavidad utilizando micropipeta con tip de 1000 pL
por 1 minuto. Se agregaron 30 mL de medio con SFB para cortar la accidn de la Tripsina y se esperé a que
las beads decanten. Se tomd el mdximo volumen posible sin beads y se trasvasé a tubos cdnicos de 50mL
para centrifugar las células a 300 g por 5 minutos. El pellet de células fue resuspendido en medio de
propagacion y las células se sembraron en beads nuevas para continuar con la amplificacion del cultivo o
fueron utilizadas para otros experimentos.

Medicidn de la concentracion de glucosa en cultivos 3D

Como una medida estimativa del crecimiento de las células en el cultivo en suspension, se hicieron
mediciones de la concentracion de glucosa en el medio. Para esto, utilizamos el kit de Glicemia enzimatica
(Wiener lab), que permite determinar la concentracién de glucosa en muestras liquidas, mediante una
reaccion colorimétrica.

Se colectaron muestras de medio a dia 1 post siembra luego de llevar el cultivo al volumen final de medio
y homogenizarlo, a dia 3 (se tomd una muestra antes y una luego del cambio de medio) y dia 5. Todas las
muestras fueron analizadas en el momento que fueron colectadas siguiendo las indicaciones del
fabricante. Brevemente, se tomaron alicuotas de 500 pL del medio de cultivo en microtubos de 1,5 mL.
Los medios fueron centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos para eliminar debris celular u otros
componentes que pudieran interferir con la medicidn y se trasvasaron los sobrenadantes a tubos limpios.
Se prepararon 3 tubos, el primero (B) con el blanco de reaccidon que consistia en 1 mL de reactivo A,
provisto por el kit. El segundo tubo (E) se preparé con 10 ulL de una solucidn estandar de glucosa 1 mg/mL
+ 1 mL del reactivo A. El tercer tubo (I) con 1 mL de reactivo A + 10 pL de la muestra incégnita. Se
homogenizaron las muestras y se incubaron 5 minutos en bafio térmico a 37°C, luego de la incubacién se
midié la absorbancia en un espectrofotémetro a 505 nm.

El calculo de la concentracién de glucosa en las muestras incdgnitas se hizo mediante la siguiente
ecuacion:

Glucosa [mg/mL] =Ixf
f=(1 mg/mL)/E

Cultivo celular de las lineas celulares HaCat y CCD-32Sk

Las lineas de queratinocitos y fibroblastos de piel normal de humano (HaCat y CCD-32Sk, respectivamente)
fueron compradas por el laboratorio del profesor Randy Schekman a la Cell Culture Facility de la
Universidad de California, Berkeley (336 Barker Hall) y donadas a nuestro laboratorio. Los fibroblastos se
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cultivaron y repicaron de manera similar a las CMM-WJ, pero el medio de propagacion utilizado fue D-
MEM (#11995065, Gibco) suplementado con 10% v/v SFB (Natocor) y GlutaMAX (Gibco).

Los queratinocitos se mantuvieron en medio D-MEM (#11995065, Gibco) suplementado con 10% v/v SFB
(Natocor), GlutaMAX (Gibco), aminoacidos no esenciales (MEM NEAA, Gibco) y piruvato de sodio 1mM
(Gibco). Al llegar al 60% de confluencia se repicaron de la siguiente manera: se descarté el medio y se hizo
un lavado con PBS, se agregaron entre 1-2 mL de TryPLE 10X (Gibco) y se incubd la placa a 37 °C por 5
minutos. Se disgregaron mecanicamente suavemente para ayudar a despegar las células de la placa y
luego se cortd la reaccién de la enzima con 2-4 mL de medio con SFB. Las células se transfirieron a un tubo
de centrifuga y centrifugaron a 300 g por 5 minutos. El pellet de células se resuspendié y sembrd para
continuar amplificando o se plaqued para experimentos determinados.

Cuantificacion del numero de células

Para todas las cuantificaciones del nimero de células se levantaron las células como se explicé
previamente para cada cultivo. Luego de la centrifugacién, se procedié a resuspender suavemente para
lograr individualizar las células, se tomd una alicuota la cual se mezcld con una solucién azul de Tripan-
PBS (1:1) y se realizé el conteo en cdmara de Neubauer, empleando un microscopio de contraste de fases.
El azul de Tripan (solucién 0,4%, Sigma) es un colorante utilizado para el recuento de células integras por
exclusion de dicho colorante. Este método esta basado en que las células vivas (viables) no incorporan el
azul de Tripdn mientras que las células muertas (no viables) si lo hacen. Por lo tanto, se contaron
Unicamente las células refringentes.

Criopreservacion y descongelamiento de las lineas celulares utilizadas

Para mantener los stocks de células a largo plazo las mismas fueron congeladas en nitrégeno liquido
usando criotubos (Corning) resistentes a las bajas temperaturas. El protocolo utilizado fue el mismo para
todas las lineas celulares. Se levantaron las células como se describid previamente para cada linea y luego
fueron resuspendidas en el medio de propagacidn correspondiente suplementado con 20% v/v de SFB y
10% v/v de Dimetil Sulféxido (DMSO, Sigma). Los criotubos se colocaron en un recipiente lleno de
isopropanol (Frost-it) que se llevé al freezer a -80°C para que el congelamiento fuera lento y evitar la
formacidn de cristales que puedan dafiar las células. 24 horas después los tubos eran guardados en el
tanque de nitrégeno liquido.

Para descongelar las células, los criotubos fueron incubados en un bafo térmico de 37°C durante unos
minutos hasta que se termina de descongelar la totalidad del liquido. El contenido se transfirié a tubos
conicos que contenian 4 ml del medio de cultivo correspondiente y se centrifugaron durante 5 minutos a
300 g. Por ultimo, se descartaron los sobrenadantes, los pellets fueron resuspendidos en medio de cultivo
y trasvasados a las placas de cultivo.

Extraccion de ADN genomico
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Para la extraccion de ADN gendmico, a partir de aproximadamente 2x10° células disociadas se realizé un
lavado con PBSy se las resuspendié en 100 pl de buffer de lisis (10 mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCI, 2 mM
MgCl,, 0.001% gelatina, 0.5% NP-40, 0.5% Tween-20) y se agregd 1 ul de proteinasa K (10 pg/ml, Thermo
Fisher). Luego de incubar la muestra a 65°C durante 1 hora en agitacién se precipitd en frio con 600 pl de
isopropanol 100% durante 30 min a — 20°C. Se centrifugd la muestra a 12.000 x g durante 15 min a 4°C,
se lavd el pellet de ADN con etanol 70% vy se lo resuspendié en 30 pl de agua Milli-Q. Se favorecid la
solubilizacion del ADN gendmico mediante la incubacién de las muestras a 65°C durante 1 h. Conservamos
las muestras de ADN gendmico a -20°C.

Deteccidon de contaminacidon con Mycoplasma sp.

En el laboratorio controlamos periddicamente los cultivos de células para la deteccién de contaminacién
con bacterias del género Mycoplasma sp. y, de ser positiva, proceder a descartarlos. Para ello, extrajimos
ADN gendmico de las distintas lineas celulares a analizar y realizamos reacciones de PCR con primers
(Tabla 1) que amplifican una secuencia de ADN de 500 pb conservada en este género de bacterias. Dado
gue ante la ausencia de contaminacién no se obtiene producto de amplificacidn, utilizamos como control
positivo muestras de ADN gendmico de Mycoplasma sp. Los productos de amplificacién fueron corridos
en un gel de agarosa 1,5% m/v y revelados utilizando un transiluminador (Foto Analyst Investigator FX,
Fotodyne).

Primer Forward (5°-3°) Primer Reverse (5°-3°)

Mycoplasma ACACCATGGGAGYTGGTAAT | CTTCWTCGACTTYCAGACCCAAGGCAT

Tabla 3. Secuencias de los primers utilizados para la deteccidn de contaminacién por Micoplasma.

Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total se llevo a cabo utilizando el reactivo Trizol (Thermo Fisher) de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. Brevemente, se le retird el medio de cultivo a las células, se lavé con PBS y las
mismas fueron colectadas en un volumen éptimo de Trizol segin el nimero de células de las cuales se
partié. Luego se realizd una extraccidon orgdnica con cloroformo (Merck), se precipité el ARN con
isopropanol (Merck), se lavé con etanol 75% y se resuspendid en agua deionizada libre de ribonucleasas.
En el caso de tener una muestra con poco numero de células, se agregd previo a la precipitacién con
isopropanol en cada tubo 0,5 pl de glucégeno (15 mg/mL) (Glyco Blue, Thermo Fisher), el cual funciona
como coprecipitante del ARN. Al final se colocé la solucién de ARN en un termobloque a 55°C durante 10
min para favorecer la resuspensién y rehidratacion. La concentracidn del ARN aislado (ng de ARN/ul de
solucion) se determind utilizando un espectrofotometro automatico NanoDrop 1000 (Thermo Fisher)
controlado por el software ND-1000. Se verificé también que la relacién 0D260/0D280 fuese de entre 1,7
y 2 para asegurar una elevada pureza del ARN total obtenido. Este ARN fue conservado a -80°C hasta el
momento de uso.
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Tratamiento con DNAsa y Retrotranscripcion

Todas las muestras de ARN fueron tratadas con la enzima DNAsal (1 U/uL, Thermo Fisher) para eliminar
posibles restos de ADN en la muestra. Se utilizaron de 0,5-1 pug de ARN total que fueron incubados en una
mezcla con la enzima DNAsal (1 U (unidad)), la solucién buffer de la enzima y agua Milli-Q libre de DNAsas
y RNAsas hasta un volumen final de 10 pL, a 37°C en termobloque por 30 minutos. Luego se cortd la
reaccion de la enzima agregando 1 plL de una solucién de EDTA 50mM en incubando a 65°C por 10 min.
Por ultimo, se incubaron las muestras por 5 minutos en hielo previo a realizar la reacciéon de
retrotranscripcion.

La sintesis del ADN copia (ADNc) se realizé a partir de la retrotranscripcion de los ARNm. Se utilizaron 0,5-
1 pg de ARN total (previamente tratado con DNAsal), 200 ng/ul de oligonucledtidos al azar (random
primers, Invitrogen) 6 0,5 pg/ul de oligonucledtidos poli-T (OligodT, Invitrogen), dNTPs 10 mM (Invitrogen)
y 200 U de la enzima transcriptasa reversa MMLV (Promega). Se realizd una mezcla con los random
primers (u OligodT), dNTPs, el buffer de reaccidn de la enzima (MMLV Buffer 5X, Promega), la transcriptasa
reversa y agua Milli-Q hasta un volumen final de 9 pl por muestra. Se agregd esta mezcla a las distintas
muestras de ARN y se llevd a cabo la reaccidon utilizando el siguiente programa en termocicladora: 5
minutos a 25°C, 60 minutos a 37°C para que ocurra la retrotranscripcion y 15 minutos a 70°C con el fin de
inactivar a la enzima. Finalmente, las muestras de ADNc se diluyeron al menos 5 veces en agua Milli-Q y
fueron almacenadas a -20°C hasta su utilizacion en PCR en tiempo real.

Diseiio de primers para analizar los ARNm

Los pares de oligonucledtidos especificos (primers) utilizados en este trabajo para analizar la expresion de
los genes estudiados fueron disefiados en el portal BLAST de NCBI con la aplicacién primer-BLAST. Para
evitar la amplificacién espuria de posible ADN geonémico contaminante en las muestras, los primers
fueron disefiados de manera tal que cada miembro del par sentido y anti-sentido hibride en un exdén
diferente del gen en estudio, en los casos en los que esto fue posible. Los primers fueron sintetizados por
el servicio de la empresa Invitrogen o Macrogen. Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados se
indican en la Tabla 4.

Nombre del Primer Forward Primer Reverse
gen
RPL7 AATGGCGAGGATGGCAAG TGACGAAGGCGAAGAAGC
GAPDH ACAGCCTCAAGATCATCAG GAGTCCTTCCACGATACC
Fibronectina AAGACCAGCAGAGGCATAAGG CACTCATCTCCAACGGCATAATG
LAMB 1 GGGGTCGTGTCAGCCTTG AGTGCTCTTGCACGGTGCC
LAMC 1 GGCCCAGGATGTCAAAGATG TGTTCTCTACATGGGCACG
LAMA 5 AGCGGCTGAACACGACAGG AGTGAGCGGTGCCACGTTC
LAMA 1 CGGGCTTTTCCAGAACAGTG AGTAAATCAGGCCGCTGGAG
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LAMC 2 TGATACCAGAGCCAAGAACGC CCAGCCCCTCTTCATCTACA
LAMB 2 GAACCCCAAAGCAAGGAGGA GCCAGCACGCTTAGCAGTAG
LAMB 3 CAGAGGAGCTGTTTGGGGAG CCCATTGATGTGGTCACGGA
LAMA4 CCTTTTGATGCCGTACTCTGC CGCTGACATCCAGTAGTGCT
LAMA 2 TGAGTATGAAAGCAAAGGCCAGA TCAATTGGCACAGGGGAGAG
FN1 AAGACCAGCAGAGGCATAAGG CACTCATCTCCAACGGCATAATG
COL1A1 GGACTACCTGGAACAAAAGGG GCCAAGTATCTCACCTGGATCA

Tabla 4. Secuencia de los primers utilizados en la PCR cuantitativa en sentido 5°-3".

PCR a punto final

La reaccién de PCR se realizé en un volumen final de 25 pl. Se colocaron los siguientes componentes por
tubo de PCR: 2,5 ul de Buffer de PCR (Tris-HCI 200mM[pH 8.4], KCI 500mM), 1 pl de MgCl, 50 mM, 0,5 pl
de una mezcla de los 4 deoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) 10mM (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) (Thermo
Fisher), 2,5 ul de oligonucleétido sentido (primer forward) 5 uM, 2,5 ul de oligonucledtido antisentido
(primer reverse) 5 uM, 0,2 ul de la ADN polimerasa DreamTaq DNA Polimerasa 5 U/ul (Thermo Fisher) y 2
pl de ADNc, y completando el volumen a 25 pl con agua libre de DNasas.

PCR en tiempo real

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 15 pl. Se colocaron los siguientes reactivos por tubo
de PCR: 7,5 ul de SYBR-Green master mix (contiene dNTPs con dUTP y ROX) (Roche); 1,5 ul de primer
sentido (5 uM); 1,5 ul de primer anti-sentido (5 uM); 3 ul de agua Milli-Qy 1,5 pl de una dilucién 1/5 del
ADNc de ARNm o de microARNs maduro. Se utilizé el termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems).
Cada muestra fue determinada por duplicado. En todos los casos el programa utilizado fue el siguiente:
1. Activacion de la enzima UDG (uracil-DNA glycosylase) para degradacién de posibles amplicones
contaminantes (que contienen uracilo): 2 minutos a 50°C

2. Desnaturalizacién inicial y activacién de la polimerasa: 10 minutos a 95°C

3. Desnaturalizacién: 15 segundos a 94°C

4. Apareamiento y extensidn: un minuto a 60°C

Se realizaron 40 ciclos de los pasos 3-4. La lectura de la fluorescencia fue realizada al finalizar el paso 4 de
cada ciclo.

Para cada uno de los ADNc analizados se realizaron curvas de temperatura de apareamiento para verificar
la presencia de un Unico producto de amplificacion.

Cada condicién fue analizada por duplicado y cada experimento se realizé al menos con tres réplicas
biolégicas. Los datos crudos fueron analizados usando el programa LinRegPCR. El mismo permite el calculo
de una cantidad inicial de ADNc tedrico, No, a partir del célculo de la eficiencia de amplificacion para cada
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par de primers utilizado. En cada experimento se evalud la expresiéon de dos genes normalizadores o
housekeeping, GADPH y RPL13A. Se utilizé la media geométrica de su Ny para normalizar la expresién de
los genes en estudio.

Clonado para la generacidn de los plasmidos pLJIM1-CMV-SPARC-Puro y pLKO.1-
shSPARC-Puro

Clonado del plasmido pUM1-CMV-SPARC-Puro para la sobreexpresion de SPARC

Para generar este plasmido, partimos del plasmido AAV2/2-CMV-SPARC (Fig. 17) que fue generado
previamente por nuestro laboratorio con el objetivo de lograr la sobreexpresiéon de SPARC utilizando como
vector particulas de adenovirus asociado.
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Figura 17. Mapa del pldsmido AAV2/2-CMV-SPARC (creado con SnapGene Viewer).

Brevemente, se extrajo ARN de CMM-WJ wild type, se retrotranscribio utilizando OligodTs para generar
el ADNc y por ultimo se amplificd el mensajero de SPARC mediante PCR de punto final utilizando los
siguientes primers, que fueron disefiados para amplificar cualquiera de las 3 isoformas de ARNm de SPARC
reportadas:

Sparc Clon Forward: 5'-AAACCGGTCACTGAGGGTTCCCAGCAC-3’
Sparc Clon Reverse: 5'-TTCTCGAGGGCAAAGCTACAAATGGCAAGA-3’
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El producto amplificado y el plasmido AAV2/2-CMV-eGFP (#49055, Addgene) fueron digeridos vy
posteriormente ligados para generar el plasmido AAV2/2-CMV-SPARC. Por ultimo, se corroboré mediante
secuenciacién que el fragmento clonado no tenia ninguna mutacidn. Para obtener el plasmido pLIM1-
CMV-SPARC-Puro, utilizamos como plasmido base el pLIM1-CMV-GFP (#19319, Addgene) (Fig. 18), que
cuenta con las secuencias necesarias para ser empaquetado en particulas lentivirales.
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Figura 18. Mapa del plasmido pLIM1-CMV-GFP (SnapGene Viewer)

En primer lugar, se digirié con las enzimas Nhel-HF (NEB) y EcoRI-HF (NEB) para generar los extremos
cohesivos en el sitio de clonado, se corrieron los productos de digestién en un gel y la banda
correspondiente al plasmido digerido se purificd desde el gel utilizando un kit comercial (Genelet Gel
Extraction Kit, Thermo Fisher). Por otro lado, el fragmento de interés que seria amplificado usando como
molde el plasmido AAV2/2-CMV-SPARC posee un sitio de reconocimiento para la enzima EcoRlI en el
medio del fragmento (Fig. 17), con lo cual recurrimos al método de clonado molecular Gibson, el cual
permite ligar hasta 6 fragmentos de ADN distintos que previamente son amplificados con primers
disefiados para que los extremos se liguen en el orden deseado. Siguiendo las indicaciones del kit Gibson
Assembly (NEB), se disefiaron los siguientes primers para la amplificacion del fragmento:

Sparc assembly Forward: 5 -TGAACCGTCAGATCCGCTAGCCACTGAGGGTTCCCAGCAC-3’
Sparc assembly Reverse: 5 -TGCCATTTGTCTCGAGGTCGAGAATTCGGCAAAGCTACAAATGGCAAGAG-3’

Se amplificé el fragmento por PCR utilizando como molde el AAV2/2-CMV-SPARC, luego se corrid en un
gel para corroborar su tamano y se purificd. La reaccién de ensamblado entre el plasmido pLUM1-CMV-
(digerido) y el fragmento se llevd a cabo siguiendo el protocolo del kit. Se mezclaron plasmido y fragmento
en una relacion 1:5 y luego se agrego el Gibson mix buffer 2X. El volumen total de reaccién fue 12 uL y se
incubd en termocicladora por 30 minutos a 50°C. Una vez finalizado el ensamble, se utilizé el total del
volumen para transformar bacterias competentes.
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Clonado del plasmido pLKO1-shSPARC-Puro para el knockdown de SPARC

En primer lugar, disefiamos la secuencia de shRNA (un tipo de ARN de interferencia) especifica para que
se una al ARN mensajero de SPARC Yy lo envie a degradacion. Para esto utilizamos la plataforma online GPP
Web Portal, que se especializa en el disefio de secuencias especificas para edicién génica y perturbacion
de la expresion de genes. La plataforma arroja secuencias, las cuales tienen un score asociado que indica
cuan especificas son para interferir al mensajero blanco y ademas se disefian para clonar en los diferentes
plasmidos disponibles comercialmente.

Se selecciond un shRNA especifico para SPARC, el cual tiene un score de 15 (score > 7 es ideal) y compatible
para ser clonado en el plasmido pLKO.1-Puro (#8453, Addgene) (Fig. 19). Las secuencias disefiadas por la
plataforma se muestran a continuacion:

ShSPARC Forward: 5'-CCGGGAATACATTAACGGTGCTAAACTCGAGTTTAGCACCGTTAATGTATTCTTTITG-3"
ShSPARC Reverse: 5'-AATTCAAAAAGAATACATTAACGGTGCTAAACTCGAGTTTAGCACCGTTAATGTATTC-3"
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Figura 19. Mapa del plasmido pLKO.1-Puro (SnapGene Viewer)

Para hibridar las secuencias se mezclaron 1 pL de cada oligonucleétido (100 uM) con 5 pL de un buffer de
reaccion (NEBuffer2, NEB) y se llevd a un volumen final de 35 uL con agua Milli-Q. La mezcla se incubé en
termocicladora 3 minutos a 95°C y luego se disminuyd su temperatura a 0,1°C/segundo hasta llegar a los
16°C.

Por otro lado, se digirié el plasmido pLKO.1-Puro durante 1 hora a 37°C con las enzimas Agel-HF (NEB) y
EcoRI-HF (NEB) y se corri6 el producto de digestién en un gel para luego purificar el plasmido digerido.

Por ultimo, se realizé la reaccidn de ligacion mezclando 20 ng del pldsmido digerido + 2 plL de los oligos
hibridados + 10 uL del buffer de ligacion (Quick Ligase Reaction Buffer (2X), NEB) + 1 uL de enzima ligasa
(Quick Ligase, NEB) en un volumen final de 20 uL, a 16°C por 4 horas en termocicladora.

Se usaron 5 pL del producto de ligacion para transformar 50 L de bacterias competentes St/b3.
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Transformacion de bacterias

Para transformar bacterias con los plasmidos que utilizamos luego para generar las particulas virales, se
alicuotaron 50 uL de bacterias competentes de la cepa St/b3 (QB3 Macrolab - University of California,
Berkeley) por cada plasmido utilizado para transformar. Se incluyeron ademas un control positivo
(plasmido con misma resistencia al antibidtico que los plasmidos de interés) y un control negativo
(bacterias sin transformar).

Se agregaron 1-3 plL de plasmido en el tubo con bacterias (el volumen del plasmido no puede superar al
10% del volumen de bacterias), se agitaron suavemente los tubos e incubaron 30 min en hielo.

Se hizo un shock térmico poniendo las bacterias en un bafo a 42°C por 90 segundos y luego de esto se
llevaron a hielo por 5 minutos. Agregamos 1 mL de medio LB a cada tubo y se incubaron las bacterias en
bafio térmico a 37°C durante 30-60 min (este paso puede no hacerse, es un paso de recuperacion).

Para finalizar, se centrifugaron las bacterias 5 min a 1300rpm, se descarté el sobrenadante y se
resuspendieron suavemente los pellets con el medio sobrante en el fondo de cada tubo. Se sembraron las
bacterias resuspendidas en placas de LB — 10% Agar preparadas con el antibiético correspondiente.

Las placas sembradas se dejaron incubando a 37°C overnight. Al dia siguiente se observaron las colonias
transformantes.

Purificacion y chequeo de plasmidos clonados

Las colonias positivas transformantes fueron chequeadas de la siguiente manera. Se tomaron muestras
de las colonias elegidas usando una punta de tip de micropipeta. La muestra se deposité en tubos con 3
mL de medio LB + antibidtico (en general ampicilina 1 ug/mL) y se dejé en agitacidén a 180 rpm y 37°C por
16-18hs. Transcurrido este tiempo, se tomaron por un lado 800 uL de cultivo a los cuales se les agregd
200 pL de una solucién de Glicerol 20% v/v para guardar un stock de estas bacterias transformadas a -
80°C. Por otro lado, se tomaron 2 mL de los cultivos, se peletearon las bacterias mediante centrifugaciéon
a 2000 rpm y se procedio a purificar los plasmidos utilizando el Genelet Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fisher). Los plasmidos purificados fueron chequeados mediante secuenciacién (UC Berkeley DNA
Sequencing Facility, University of California, Berkeley) y posterior alineamiento utilizando el software
Geneious.

Una vez chequeados los pldsmidos, se utilizaron los stocks de glicerol de estos para amplificar las bacterias
en cultivos de 50 mL de LB + antibidtico y purificar una mayor cantidad de plasmido. Las purificaciones se
hicieron utilizando un kit de midipreps (ZymoPURE Il Plasmid Midiprep Kit, Zymo Research).

Produccion de particulas lentivirales

Para generar particulas lentivirales se utilizan lo que se denominan células empaquetadoras, las cuales
fueron modificadas genéticamente para que expresen genes especificos que permiten la replicacion viral.
Para este procedimiento utilizamos la linea celular HEK 293T. Se sembraron 3x10° células HEK 293T/well
en placas multiwell de 6 pocillos, en 1,5 mL de DMEM 10% v/v SFB (dia O del protocolo). A las 24 horas se
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observaron las células al microscopio para corroborar una confluencia del 60% aproximadamente y se
procedid a cambiarles el medio por medio DMEM sin suero para luego ser transfectadas.

Para preparar el medio de transfeccion se colocaron 100 pl de OptiMEM (Gibco) en un microtubo de 1,5
mL. Se utilizé la lipofectamina X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (#06365787001, Roche). La
relacién lipofectamina:ADN usada fue de 3:1, es decir, 3 pL de lipofectamina por microgramo de ADN. La
lipofectamina se mezclé muy bien con vértex y luego se agregaron 9 L en el tubo con OPTIMEM, la mezcla
se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron otros 100 uL de OPTIMEM a otro tubo, al cual
se le agregaron 3 ug de ADN total segun las siguientes cantidades de cada plasmido necesario para la
generacion de los virus:

1.5 pg del plasmido con gen de interés (1500 ng, pLUIM1-CMV-SPARC-puro 6 pLKO.1-shSPARC-puro)
1.34 pg de psPAX2 (134 ng) (#12260, Addgene)
0.16 pug de pMD2.G (160 ng) (#12259, Addgene)

Se mezcld suavemente y se incubd 5 min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se unio el
contenido de ambos tubos, se mezclé suavemente y se incubd la mezcla entre 15-20 minutos a
temperatura ambiente (15-25°C). Por ultimo, se tomd el contenido del tubo y se agregd gota a gota a la
placa de HEK293T. La placa se llevé con cuidado a la incubadora a 37°C.

Al dia siguiente, se agregd un 10% de SFB al medio de las células transfectadas (dia 2 del protocolo). En el
dia 3 del protocolo, se agregd con mucho cuidado de no levantar las células, 1 mL de DMEM con 10% SFB.
Al cuarto dia de protocolo, se cosecharon los virus, para esto se tomaron los medios o sobrenadantes de
los wells con las células y se filtraron utilizando filtros de jeringa de 0,45 uM de tamafio de poro. Los
filtrados, que contienen las particulas virales, se guardaron a -80°C hasta su uso.

Transduccion de células con lentivirus

Se sembraron 10.000-12.000 células mesenquimales/cm?2 por cada condicién, considerando los controles
de células sin transducir para probar los antibidticos. A las 24 horas de la siembra (dia 1) se cambid el
medio de las células por medio a-MEM sin SFB.

Se agregaron 100 pL de la solucidn con las particulas virales gota a gota sobre las células y se dejaron
incubando en estufa a 37°C.

A las 24 horas de la transduccion (dia 2), se cambid el medio de cultivo por medio nuevo a-MEM
suplementado con 10% v/v de SFB y GlutaMAX, y se le agregd Puromicina 2ug/mL (Thermo Fisher) para
seleccionar las células transducidas. Continuamos con la seleccidon con antibidtico, renovando el medio de
cultivo cada 48hs, hasta que observamos que en el control de células sin transducir ya no habia células
vivas (esto ocurria a las 48-72hs).

Luego de la seleccidn con antibidtico (dia 4-5), se continué amplificando las células en su medio hasta
llegar al dia 7 de manera de asegurarnos de que no quedaran particulas virales remanentes, y a partir de
ahi las células fueron o criopreservadas o se utilizaron para los distintos ensayos.

Condicionamiento de medio de CMM-WJ
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Se sembraron 10.000 células/cm?, de CMM-W) wild type, +SPARC y KD-SPARC en placas de 60 mm. Al dia
siguiente se les cambid el medio por 4 mL de medio fresco a-MEM + 10% SFB + GlutaMAX para
condicionar. 48 horas después, se colectd el medio en tubos cdnicos y se centrifugd a 4000 rpm por 15
minutos a 4°C. El sobrenadante se transfirié a tubos nuevos y los medios fueron guardados a -20°C hasta
Su uso.

Aislamiento de exosomas mediante Cromatografia de Exclusion Molecular (SEC)

Los exosomas se aislaron a partir de medio condicionado de CMM-W)J wild type, +SPARC y KD-SPARC y
utilizando columnas que se basan en el método de cromatografia de separacidon de moléculas por tamafio.

Se sembraron 6000 células/cm? en 750 cm? de beads tal como se explicé anteriormente. Al dia siguiente
se agregd medio y se dejaron crecer las células por 24 horas mds. Luego se procedié a descartar el medio
y se lavaron las beads con PBS dos veces para eliminar restos de suero, ya que éste contiene vesiculas
extracelulares entre sus componentes. Luego de los lavados se descartd lo maximo posible de PBS y se
agregaron 70 mL de a-MEM + ITS (Insulina-Transferrina-Selenio, #41400045, Thermo Fisher) + GlutaMAX
+ MEM NEAA para condicionar las células durante 48 horas.

Transcurrido este tiempo, el medio fue colectado en tubos cénicos de 50 mly sometido a centrifugaciones
diferenciales. La primera a 2000 g durante 15 minutos y luego a 10.000 g durante 30 minutos a 4°C para
eliminar células, debris y contaminantes que pudieran interferir en el posterior aislamiento. El siguiente
paso fue concentrar el medio utilizando los tubos concentradores con membranas de celulosa Amicon
Ultra-15 100 KDa (Merck) capaces de retener particulas de hasta 100 kDa y reducir el volumen de muestra
hasta 30 veces el volumen original. El medio se centrifugd en estos tubos por 30 minutos a 4000 rpm vy
4°C. Finalmente se obtuvieron entre 1-2 mL de medio concentrado.

Siguiendo el protocolo del fabricante, el medio concentrado fue colocado dentro de las columnas gEV2
(Izon Science) y se fue eluyendo su contenido con PBS. Se colectaron fracciones de 1,5 mL de las cuales
cinco de las fracciones eluidas eran positivas para exosomas (esto fue previamente puesto a punto por
nuestro laboratorio). Las fracciones positivas fueron concentradas usando los tubos concentradores
Amicon y finalmente obtuvimos los exosomas concentrados en 100 uL de PBS. Se utilizaron 10 pL del
concentrado para corroborar por citometria de flujo la positividad de las muestras y luego fueron
guardadas a -80°C hasta su uso.

Analisis y deteccion de exosomas por citometria de flujo

Para corroborar la presencia de exosomas en las fracciones eluidas por SEC se realizé una citometria de
flujo usando beads magnéticas acopladas a anticuerpos anti-CD63 (Human AntiCD63 Isolation-Detection
Beads, Thermo Fisher) junto con una marcacién con anticuerpos especificos para CD9y CD81, marcadores
de superficie de exosomas.

En primer lugar, se incubaron 5 pl de beads con 10 pl de la fraccidon de exosomas a testear en un volumen
final de 100 ul con PBS, durante toda la noche a 4°C en rotacién constante. Luego se hicieron dos lavados
con PBS-BSA 0,1% y se resuspendieron en 50 pl de PBS-BSA 0,1% + 1 uL de los anticuerpos especificos
conjugados CD9 y CD81. Se incubaron 40 min a temperatura ambiente, se hizo un lavado y se agregaron
200 pl de PBS-BSA 0,1% para luego ser analizarlos con el citdmetro (BD-Accuri C6, BD Biosciences). Como
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control de autofluorescencia y para marcar la poblacién de beads, se incubaron 5 ul de éstas con los
mismos anticuerpos, pero sin exosomas.

Los anticuerpos utilizados se detallan en la siguiente tabla:

Anticuerpo

! verp Fluoréforo conjugado Marca N° Catalogo Dilucion
conjugado
a-CD9 APC Molecular Probes A15698 1/50
a-CD81 PE Molecular Probes A15781 1/50

Tabla 5. Anticuerpos conjugados utilizados.

Aislamiento de exosomas mediante ultracentrifugacion en gradiente de densidad

Para aislar exosomas con esta técnica, se partié de 6 placas de 150 mm con CMM-WJ de cada una de las
condiciones, las cuales fueron condicionadas por 48 horas en medio DMEM + ITS + GlutaMAX. El medio
condicionado fue recuperado (150 mL por condicién) y centrifugado a 1000 g por 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante se transfirié a tubos limpios y se centrifugd a 10.000 g por 30 minutos a 4°C. El sobrenadante
fue trasvasado a tubos de ultracentrifuga, aproximadamente 33 mL de medio por tubo (Ultra Clear™-35
mL, Beckman) y se afiadieron suavemente con jeringa introduciendo la aguja hasta el fondo del tubo, 2
mL de una solucién 60% sacarosa (en buffer HEPES 10 mM). Luego se centrifugaron a 29.500 rpm por 1:30
horas a 4°C (rotor SW32Ti, Optima XPN Ultracentrifuge, Beckman). Luego de la centrifugaciéon quedaron
3 fases, el medio por encima, la del medio donde se encuentran las vesiculas extracelulares y la fase de
abajo a la que se llama “almohaddn” de sacarosa. Se descartd el medio suavemente y se recuperd la fase
media incluyendo 1 mL de la interfase recuperando una pequeiia cantidad del almohaddn de sacarosa,
luego se afiadieron 8 mL de buffer HEPES 10 Mm a la muestra recuperada, se homogenizé bien y se
corrobord que la concentracion de sacarosa de la muestra sea menor al 20%. Se agregaron 2 mL de la
solucién de sacarosa 60% al fondo de los tubos (Ultra Clear™-13 mL, Beckman) y se centrifugaron a 31,500
rom (rotor SW41Ti) y 4 °C por al menos 16 horas. Luego de esta centrifugacién, se puede observar una
banda de color blanco muy sutil. Se procedié a recuperar esta banda (1 mL de medio por encima y por
debajo de la banda fueron recuperados también, el volumen recuperado total fue 3 mL) y se mezclé con
3 mL de sacarosa 60%. Suavemente y con jeringa se agregaron 1 mL de una solucién 40% de sacarosa (en
HEPES 10 mM) por encima, seguido de 1 mL de una solucion 10% sacarosa (en HEPES 10mM), quedando
3 fases bien definidas. Las muestras se centrifugaron al menos 20 horas a 36.500 rpm a 4 °C (rotor
SWA41Ti). Esta centrifugacion permite separar la poblacion de exosomas de otras vesiculas extracelulares
de mayor tamafio. Se recuperd una banda blanca muy fina en la interfase entre las soluciones de sacarosa
10% y 40%, aproximadamente 800 puL que se trasvasaron a un nuevo tubo de ultracentrifuga (Ultra
Clear™-13 mL, Beckman) y se afiadieron 10 mL de PBS 1X (filtrado con filtro de 0,02 pm) para precipitar
los exosomas a 36.500 rpm, 4 °C, durante 2 horas. Por ultimo, se descarté el PBS con punta de tip de 10
uL acoplado a vacio muy suave, y se resuspendid el pellet de exosomas en 30 pL de PBS filtrado. Las
muestras fueron conservadas a -80°C hasta su uso.
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Visualizacion de exosomas por microscopia de transmision electréonica (TEM)

Las muestras de exosomas aislados mediante SEC y luego fueron procesadas por los técnicos del servicio
de microscopia electrdnica del Instituto de Biologia Celular y Neurociencias de la Universidad de Buenos
Aires (IBCN-CONICET). ElI microscopio con el que se observaron y sacaron fotos de las vesiculas es el
modelo Zeiss-EM109T. Las imdgenes se procesaron con el software ImageJ.

Ensayo in vitro de cerrado de herida o Wound Healing Assay

Se sembraron 180.000 células HaCat en pocillos de 24 (16-18 hs previo al ensayo). Al dia siguiente, se
realizé la herida sobre la monocapa de células pasando un tip de micropipeta de 10 plL a lo largo del
pocillo. Los pocillos fueron lavados dos veces con PBS, y luego se les agregd 1 mL de medio condicionado
(MC) derivado de CMM-WJ wild type (MC-WT), CMM-WJ +SPARC (MC-+SPARC) 6 CMM-WJ KD-SPARC
(MC-KD-SPARC), se utilizd como control el medio de cultivo en el que condicionamos las CMM-WJ (DMEM
+ 10% SFB + GlutaMAX). Las placas fueron incubadas en condiciones normales (37°, 5% de CO,) en la
incubadora del microscopio automatico BioTek Lionheart FX (Agilent). Las condiciones experimentales
fueron seteadas en el software utilizado con el microscopio, Gen5 (versién 3.11), el cual podia
configurarse para que el microscopio tomara fotos secuenciales de cada pocillo. Se utilizé el objetivo 4X
con campo claro y con contraste de fase. Se tomaron fotos de las heridas en 3 campos distintos de cada
pocillo, cada 30 min durante 14 horas. El programa, a su vez, permitia determinar diferentes parametros
a partir de las imagenes capturadas. Utilizando los datos del area de la monocapa celular a cada lado de
la herida, se determinaron las curvas de porcentaje del drea de la herida en funcién del tiempo y se
analizaron las diferencias entre las condiciones estudiadas.

Ensayo in vivo de cerrado de herida

El siguiente ensayo se realizé en colaboracién con la Dra. Marcela Garcia de la catedra de Citologia,
Histologia y Embriologia de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de La Plata (UNLP) y cuenta
con la aprobacién del comité de ética de la UNLP (Protocolo: P01-03-2018).

Para el ensayo se utilizaron ratones inmunocompetentes de la cepa C3HS, al menos 3 individuos (de los
cuales debia haber tanto hembras como machos) por cada condicidn y se realizaron tres experimentos
independientes. Los animales fueron anestesiados y se les efectud una primera herida dérmica sobre el
lomo utilizando un punch dermatoldgico de 4 mm de didmetro. Una semana después de la primera herida,
se les realizé una segunda lesién por intencidn y se les aplicé la primera dosis de medio condicionado
derivado de CMM-W)J wild type, +SPARC o KD-SPARC. Las dosis de medio condicionado se aplicaron
diariamente durante 10 dias de manera intradérmica, un volumen de 200 pL equivalente a 100 pg de
proteina. Se tomaron fotografias de los animales el dia de la segunda lesiony 7, 10 y 21 dias después ésta
también se tomaron fotografias y se sacrificaron animales de cada condicidén para tomar muestras de la
zona de la herida y realizar preparados y tinciones histoldgicas.

Se empled el software Image) (FlJI) para analizar el area de las heridas en las fotografias capturadas y
calcular la tasa de cerrado de herida. Por udltimo, se realizaron tinciones con hematoxilina/eosina y
tricromico en los cortes histolégicos con el fin de analizar la estructura y composicidn de los tejidos a
medida que avanzaba la cicatrizacidn y regeneracion. Esto ultimo fue llevado a cabo por técnicas
especialistas en analisis histoldgicos pertenecientes al grupo colaborador a cargo de la Dra. Garcia.
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Ensayo de incorporacion o up-take de exosomas por células receptoras
Tincién de exosomas

Se tomaron 100 pL de las fracciones concentradas de los exosomas aislados por SEC y se llevaron a un
volumen de 500 pL con la solucién vehiculo del kit PKH67 Green Fluorescent Cell Membrane Labeling Kit
(Sigma). Se afiadieron 3 pL del marcador fluorescente PKH67 y se incubaron por 5 minutos a temperatura
ambiente. Como control se realizé lo mismo, pero agregando la solucién de marcacién a 100 pL de PBS.
Se corté la reaccion de tincidn con 3,5 mL de una solucién de PBS + 10% ASB y se procedié a hacer lavados
utilizando las columnas concentradoras Amicon Ultra-15 100 KDa (Merck). Luego de 4 lavados agregando
10 mL de PBS 1X (filtrado con filtro de 0,02 um), centrifugando 30 minutos a 4000 rpm y 4°C, se recuperé
el concentrado y se guardd a 4°C hasta su uso.

Ensayo de up-take con células HaCat

Se sembraron 15.000 células HaCat en placas p-Slide 8 Well (Ibidi®), una vez adheridas las células, se
descarté el medio, se hicieron dos lavados con PBS y se afiadieron 200 uL de DMEM + ITS + GlutaMAX +
MEM NEAA + Piruvato de sodio y 50 pL de la muestra de exosomas marcados. Los controles consistieron
en 1 well con exosomas sin marcary otro well en el que se afiadié la solucidn con el marcador fluorescente,
pero sin vesiculas. Las células se incubaron durante 15 horas en estufa 37°C con una atmodsfera de 5% de
CO.. Al dia siguiente, se descartd el medio, se hicieron dos lavados con PBS 1X, se agregd a cada well 200
uL de medio fresco + 1 pL de WGA-594 (1 pg/mL, Wheat germ aglutinin, Thermo Fisher) + 2 uL de Hoescht
(Invitrogen) para marcar las membranas y nucleos de las células receptoras. Se incubaron en estufa a 37°C
por 20 minutos, se lavaron 2 veces con PBS 1X y se les agregd medio fresco para luego ser observadas con
el microscopio de fluorescencia (EVOS XL Core). Se capturaron imagenes con el objetivos 40x, las imagenes
fueron procesadas con el software Imagel.

Analisis de marcadores proteicos de membrana por citometria de flujo

Las CMM-WIJ fueron levantadas y disgregadas en células individuales al tratarlas con TryPLE 1X (Gibco),
diluidas en medio y centrifugadas a 300 x g por 5 min. Luego, las células se lavaron dos veces con
PBS/Albumina 0,1 %, se resuspendieron en 50 pyL de PBS/Albumina 0,1 % con anticuerpos primarios
conjugados (Tabla 4) a temperatura ambiente por 30 min. A continuacidn, las células lavadas dos veces y
resuspendidas en 250 L de PBS/Albumina 0,1% para ser analizadas en un citometro de flujo BD Accuri
C6. Se utilizaron células sin marcar como controles para seleccionar la poblacidn correspondiente a las
células y poder determinar las poblaciones positivas para cada marcador.

Los datos fueron analizados con el software FlowJo.

Anticuerpo Fluoréforo

i . P i Especie-Tipo Marca N° Catalogo Dilucion
primario conjugado
CD90 FITC Ratdn BD Pharmigen 555595 1/50
CD73 PE Raton BD Pharmigen 550257 1/50
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CD105 APC Raton BD Pharmigen 562408 1/50
CD49a PE Raton BD Pharmigen 559596 1/50
CD49c PE Raton BD Pharmigen 556025 1/50
CD49d PE Ratdn BD Pharmigen 560972 1/50
CD49%e PE Ratdn BD Pharmigen 555617 1/50
CD4of PE Rata BD Pharmigen 561894 1/50
CD14 FITC Raton BD Pharmigen 555397 1/50
CD34 FITC Ratdn BD Pharmigen 555821 1/50
CD45 FITC Ratdn BD Pharmigen 555482 1/50
HLA-DR FITC Raton BD Pharmigen 555560 1/50
CD29 PE Ratdn BD Pharmigen 561795 1/50
CD51-61 PE Ratdn BD Pharmigen 550037 1/50

Tabla 6. Anticuerpos primarios conjugados con fluoréforos utilizados.

Inmunomarcacion y microscopia de fluorescencia

Inmunomarcacion de células crecidas en 2D

Para la inmunomarcacién, las CMM-WJ fueron cultivadas en placas de cultivo de 24 pocillos (JetBiofill).
Luego de la remocién del medio de cultivo, las células fueron lavadas con PBS y fijadas con una solucién
4% m/v de paraformaldehido (PFA) (Sigma) en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego,
se realizaron 3 lavados durante 5 minutos cada uno, con albimina sérica bovina (ASB) 0,1% v/v (Gibco)
en PBS. La permeabilizacion y el bloqueo se realizé con una solucion compuesta por 0,1% v/v Triton X-100
(Sigma); 0,1% v/v ASB; 10% v/v Suero de Cabra Normal (SCN) (Gibco) en PBS, durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Luego de remover la soluciéon de permeabilizacion y bloqueo se realizd la
marcacién incubando las células con una dilucién 1:100 del anticuerpo primario especifico Anti-SPARC
(#33-5500, mouse monoclonal, Thermo Fisher) en una solucion de dilucién de anticuerpos compuesta por:
0,1% v/v ASB, 10% v/v SCN en PBS durante una noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados de 5
minutos cada uno con PBS, 0,1% v/v ASB. Posteriormente se realizé una incubacién de 45 minutos de los
preparados con el anticuerpo secundario conjugado a fluordforo, Alexa Fluor 594 (#A11032, goat anti-
mouse, Invitrogen), en una dilucién 1:400 (misma solucién de dilucion empleada para el anticuerpo
primario). Para la tincion de los nucleos se utilizé el 4-6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI) (Sigma) en una
concentracion final de 200 ng/ml, el cual fue agregado simultdneamente con el anticuerpo secundario. Se
realizaron nuevamente 3 lavados durante 5 minutos cada uno, con 0,1% v/v ASB en PBS y finalmente se
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agrego un volumen apropiado de PBS. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio de fluorescencia
EVOS XL Core y procesadas con Imagel.

Inmunomarcacion de células crecidas en 3D

Para la inmunomarcacion de las células cultivadas en 3D, se tomé una alicuota de cada condicion de los
spinners flasks y se colocd en microtubos de 1,5 mL. El procedimiento se realizé de la misma forma que
para 2D, con la diferencia de que en cada paso de lavado, fijacidn, permeabilizacidn e incubacién con
marcadores fluorescentes se debid esperar a que las beads con las células adheridas precipiten para poder
descartar el sobrenadante con mucho cuidado. Para este ensayo, luego de permeabilizar se incubaron las
células con Faloidina (Thermo Fisher) por 30 minutos y por ultimo con DAPI (Sigma) por 10 minutos. Luego
de los lavados pertinentes, las beads se transfirieron a pocillos de una placa multiwell, para poder ser
observados con el microscopio de fluorescencia (EVOS XL Core). Las imagenes fueron procesadas con
Imagel.

Analisis de proteinas por Western Blot

Extractos de proteinas de lisados celulares

Los extractos de proteinas totales fueron obtenidos de las células usando el buffer de extraccién RIPA
(Sigma) suplementado con inhibidores de proteasas (Protease inhibitor cocktail set I, Calbiochem). Las
muestras se incubaron 10 minutos en hielo y luego se centrifugaron 5 minutos a 10.000 rpm, se
recuperaron los sobrenadantes. Para la cuantificacion de proteinas se utilizd el método del acido
bicinconinico (BCA, del inglés Bicinchoninic Acid Protein Assay) (Pierce) empleando ASB como patrén. Las
muestras se prepararon con 30 ug de proteinas a las cuales se les agregdé solucién de siembra y se las
calentd 5 minutos a 100°C para completar el proceso de desnaturalizacién. Posteriormente las proteinas
se separaron electroforéticamente por SDS-PAGE en un gel de 10% de acrilamida durante 2:30 horas a
100 Volts. Las muestras se electrotransfirieron a una membrana de PVDF (General Electric) durante 45min
a 10 Volts. Finalizada la electrotransferencia se bloqued la membrana durante 1 hora a temperatura
ambiente en solucidn PBS-Tween que contiene 5% m/v de leche. La membrana se incubd durante toda la
noche a 4°C con los anticuerpos primarios especificos, preparados en PBS-Tween mas el agregado de 3%
de leche. Luego se realizaron 2 lavados de 5 minutos y 1 lavado de 20 minutos en PBS-Tween.
Seguidamente se incubaron las membranas durante 1 hora con los anticuerpos secundarios
correspondientes (acoplado a la enzima peroxidasa) (Tabla 5), diluidos 1/5000. Por ultimo, se realizaron
3 lavados de 10 minutos con PBS-Tween. El revelado de las proteinas se realizd mediante
quimioluminiscencia utilizando el reactivo comercial Super Signal West Femto (Thermo Scientific),
reaccion que fue captada por un detector de quimioluminiscencia (ImageQuant LAS 4000mini).

Las soluciones utilizadas en la electroforesis fueron: Solucién de siembra: Tris 40 mM pH = 6,8, glicerol
6%, azul de bromofenol 0,006%, SDS 1% y B-Mercaptoetanol 0,1%; Solucion de Corrida: Tris 25 mM pH =
8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1%; Solucidén de Transferencia: Tris 25 mM pH = 8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1%,
Metanol 20%, PBS-Tween: Tween20 (Sigma-Aldrich) 0,1% V/V en PBS. Los geles utilizados fueron de
poliacrilamida al 10% (gel de resolucién): -Para gel 10%: 2 ml de acrilamida 30%-bisacrilamida 0,8% (BIO-
RAD), 1,5 ml de TrisHCI 1,5 M pH = 8,8, 60 pul SDS 10%; 60 ul de persulfato de amonio 10%, 2,4 ml de H20
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destilada y 6 pl de tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich). -Gel de poliacrilamida concentrador:
0,4 ml de acrilamida 30%-bisacrilamida, 0,8%, 0,375 ml de Tris-Cl 1 M pH = 6,8, 30 ul SDS 10%, 30 ul APS
10%, 2,16 ml de H20 destilada y 4 pl de TEMED.

Extracto de proteinas de muestras de exosomas

Las muestras de exosomas usadas para analizar por western blot se obtuvieron mediante
ultracentrifugacion con gradiente de densidad. Previo a aislar las vesiculas, se contaron las células de cada
condicién para tener una medida de a partir de cudntas células derivan los exosomas aislados y también
se tomd una muestra de extracto proteico a partir de los lisados celulares.

Las muestras de exosomas se mezclaron con una solucién 10% de SDS (en PBS) para lograr una
concentracion final de SDS de un 2% y se hirvieron por 5 minutos. Los siguientes pasos se realizaron tal
como se describieron previamente.

Anticuerpo

) ) P Especie-Tipo Marca N° Catalogo Dilucién
primario
a-SPARC Monoclonal-Mouse Invitrogen 33-5500 1/1000
a-GAPDH Monoclonal-Mouse Santa Cruz Sc-32233 1/1000
a-CD63 Polyclonal-Rabbit Santa Cruz Sc-15363 1/500
a-CD81 Monoclonal-Mouse Santa Cruz Sc-166029 1/1000
o-VICULINA Monoclonal-Rabbit Abcam 129002 1/1000

Tabla 7. Anticuerpos primarios utilizados.

Ensayo de ciclo celular con ioduro de propidio (IP)

Para el analisis del perfil del ciclo celular, se analizé el contenido de ADN mediante el ensayo de ioduro de
propidio. Las células fueron cultivadas hasta alcanzar una confluencia del 70%. Luego, se disgregaron de
manera enzimatica utilizando la enzima Tripsina (o TryPLE 10X en el caso de las células HaCat) tal como
se explicd anteriormente. El pellet celular fue resuspendido en 1,5 mL de PBS 1Xy las células fueron fijadas
con 3,5 mL de etanol 100% (quedando una concentracion final de etanos 70%). Este paso de fijacion se
realizd de manera lenta, incorporando el etanol gota a gota y con las células en constante agitacién con
vortex suave, para evitar asi la formacion de dobletes y tripletes de células. Luego se dejaron las muestras
en la solucion de fijacion durante 40 min a 4°C (también es posible dejar las células en esta solucion a -
20°C, durante varias semanas). Una vez transcurrido el tiempo de fijacion, se centrifugaron las células y
los pellets se resuspendieron en 1 mL de Staining buffer (PBS 1X + 3% SFB). Este paso se repitio 3 veces.
En el ultimo lavado, se resuspendié las muestras en 500 ul de Staining buffer, se agregaron 20 pl de la
enzima ARNasa A 20mg/ml (Thermo Fisher) y se incubaron 30 min a 37°C, para degradar el ARN. Por
ultimo, se agregaron 10 pl de ioduro de propidio (IP) (1 mg/ml) (Sigma), se incubd 5 min y se analizo el
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contenido de ADN mediante citometria de flujo en un equipo BD AccuriC6 (Becton Dickinson). El andlisis
posterior para determinar los % de células en las distintas fases del ciclo celular se realizé en el programa
FlowJo, mediante el ajuste al modelo de Watson.

Analisis estadistico

Las significancias de las diferencias observadas fueron analizadas mediante andlisis estadistico (prueba t
de Student con correccién de Welch), utilizando el programa GraphPad PRISM versién 8. Las diferencias
fueron consideradas estadisticamente significativas cuando los valores de p fueron menores a 0,05 entre
los tratamientos indicados (p < 0.05).
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RESULTADOS

Capitulo 1

1.3 Puesta a punto del cultivo 3D de CMM

Como mencionamos previamente en la introduccidn, las funciones pro-regenerativas de las CMM
constituyen una herramienta con gran potencial de desarrollo en el campo de la medicina regenerativa.
Sin embargo, su aplicacién en la clinica requiere de la estandarizacién de protocolos que permitan obtener
un gran numero de células a la vez que estas conserven sus cualidades terapéuticas. Los sistemas de
cultivo en suspensién (3D) basados en microcarriers son considerados actualmente como la plataforma
mas eficiente en términos de escalabilidad y automatizacién para cultivar y expandir CMM. Por lo tanto,
como primer objetivo de este trabajo nos propusimos poner a punto el cultivo 3D de CMM con
microcarriers como superficie de anclaje y spinner flasks.

En la préctica, una de las caracteristicas que define a las CMM, es su adherencia al plastico en
condiciones de cultivo estdndar. Dado que estas células necesitan de una superficie de anclaje para
proliferar, expandirlas para obtener grandes cantidades mediante el sistema tradicional de cultivo 2D
implica tener que manipular a la vez numerosas placas, lo que aumenta el riesgo de contaminaciones,
ocupa mucho espacio en las incubadoras y consume mucho tiempo de trabajo en cultivo. Los microcarriers
0 beads, son microparticulas esféricas de diversos materiales que funcionan como matriz de soporte
donde las células se adhieren y crecen manteniéndose en suspension en recipientes como spinner flasks
y biorreactores. Este sistema brinda una relacion superficie/volumen elevada, que permite mantener una
mayor cantidad de células en un Unico recipiente de cultivo con un volumen menor de medio. En base a
los resultados de trabajos previos, en los cuales se evalud la expansién de CMM en términos de eficiencia,
escalabilidad y mantenimiento de las propiedades intrinsecas de las células utilizando diferentes
microcarriers como soporte, decidimos utilizar las beads Cytodex 3 (microparticulas de Dextrano con
recubrimiento de coladgeno). Goh y colaboradores observaron mayor expansion a la vez que menor tasa
de agregacion entre beads en el cultivo de CMM en spinner flasks utilizando los microcarriers Cytodex 3
en comparacién con otros microcarriers analizados®.

Como se explicd anteriormente, las CMM pueden aislarse de diversas fuentes, en este trabajo
utilizamos CMM derivadas de la gelatina de Wharton de corddn umbilical (CMM-WJ). Tradicionalmente,
el cultivo de las CMM-WJ en nuestro laboratorio, se realizaba de manera convencional sembrando las
células en placas de Petri para amplificarlas. Una vez que las células alcanzaban un 80% de confluencia, se
repicaban y continuaban expandiéndose hasta llegar a cantidad de células deseada. Para trasladarlo al
cultivo en suspension usando los microcarriers y spinner flasks, en primer lugar, determinamos las mejores
condiciones para sembrar las células. Normalmente para el cultivo en 2D se siembran alrededor de 5000
células por cm?, al alcanzar un 80%-90% de confluencia se dividen y continua la expansion. En base a esto,
para el cultivo en 3D decidimos sembrar un 20% mas de células por cm? teniendo en cuenta que la
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superficie de los microcarriers no es plana y podria dificultar la adhesion de las células, asi como también
provocar mas muerte celular de lo normal. Una vez sembradas las células, se agitaron intermitentemente
por 5 segundos cada 15-20 minutos, durante las primeras 2 horas post siembra, para que se adhieran lo
mas homogéneamente posible y luego se dejaron en reposo. Al dia siguiente se observd que las células
se adhirieron a los microcarriers de manera bastante homogénea, pudiendo ver al menos 2 o 3 células por
bead (Fig. 17).

Figura 17. CMM-WIJ adheridas a los microcarriers. Imagenes representativas tomadas con microscopio
Optico de CMM-WJ 24 horas post-siembra en los spinner flasks. Las flechas negras indican algunas células
adheridas a las beads. Se observa que la mayoria de las beads tienen adheridas al menos una célula. Barra
de escala: 200 um.

Las células se mantuvieron en los spinner flasks con agitacion suave y continua para observar su
evolucién. En la figura 18 se muestran imagenes de las CMM-WJ a dias 1, 3 y 5 post-siembra cultivadas en
suspension. A simple vista, se puede observar que las células proliferan a medida que van ocupando la
superficie de las beads, ademds, no se observd un porcentaje de muerte muy distinto al habitual en
cultivos 2D y por ultimo, no observamos formacién de aglomerados entre beads. A dia 5, se puede ver
que las células se encuentran muy confluentes (~90%). En este punto las células fueron tripsinizadas para
continuar su expansion, similar a lo que realizamos de rutina en el cultivo 2D.
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Figura 18. Crecimiento de CMM-W!I en cultivo 3D. Imagenes representativas tomadas con microscopio
Optico adias 1,3y 5 post-siembra. Se observa como las células van proliferando yal dia 5 ocupan casi por
completo la superficie de las beads. Barra de escala: 200 um.

Paralelamente, medimos la concentracidn de glucosa en el medio de cultivo a distintos tiempos.
La concentracion de glucosa y lactato son pardmetros normalmente utilizados en este tipo de sistemas,
ya que disminuyen y aumentan, respectivamente, con el crecimiento celular, permitiendo estimar
indirectamente el crecimiento de las células. En linea con lo observado en la figura 18, se puede ver como
la concentracién de glucosa va disminuyendo a medida que transcurren los dias hasta llegar casia 0 a dia
5, indicando el crecimiento de la poblacién de CMM-WIJ (Fig.19).
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Figura 19. Crecimiento celular medido por consumo de glucosa. El grafico muestra la concentracion de
glucosa en el medio de cultivo de las CMM-WJ en suspension desde el dia posterior a la siembra hasta el
dia 5. A dia 3, se midieron las concentraciones de glucosa previo y posterior al cambio de medio.

Con estos resultados, podemos concluir que las condiciones utilizadas para el cultivo de las CMM-
WJ en suspensidn nos permitieron mantener y amplificar las células varios dias sin inconvenientes, con lo
cual decidimos continuar con esta configuracidn para los siguientes andlisis.

1.4 Caracterizacion del cultivo 3D de CMM-W)J

Como se explicé anteriormente, el cultivo 3D es considerado una plataforma eficiente para escalar
y automatizar la expansién de las CMM, sin embargo, es sumamente importante lograr condiciones de
cultivo controladas y dptimas de manera de no sdlo obtener altos rendimientos en cantidad de células,
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sino que también las CMM conserven su identidad y caracteristicas terapéuticas. Por lo tanto, una vez
estipuladas las condiciones para cultivar las CMM-WJ en los microcarriers y spinner flasks, nos propusimos
evaluar distintos parametros para corroborar su identidad, en comparacién con las células cultivadas en
2D.

En primer lugar, para corroborar que el protocolo en 3D fuera efectivamente mas eficiente que el
2D, quisimos comparar partiendo de una misma cantidad inicial de células en ambas condiciones, la
cantidad final de células obtenida luego de 5 dias de cultivo (momento en el cual, como se observa en la
figura 18, las células llegan a confluencia en el spinner y hay que repicarlas). Para esto, sembramos 4,8 x
10° de CMM-WI en un spinner flask con la cantidad de beads necesarias para poder sembrar 6000
células/cm?, y en paralelo sembramos la misma cantidad en un total de 5 placas de 150 mmy 1 placa de
100 mm para la condicidon de cultivo en 2D, que seria la superficie equivalente. Las células se cultivaron
como de costumbre, con los cambios de medio cada 48 horas y abriéndolas de ser necesario. Al quinto
dia las células se tripsinizaron y contaron en camara de Neubauer. En la figura 20 se puede observar que
hay una diferencia en la cantidad de CMM-WJ cuantificadas a partir de los cultivos 2D y 3D. El nimero
total de células fue 1,56 veces mayor en la condicién 3D con un promedio total de células de 3,97 x 10’
contra 2,54 x 107 células en la condicion 2D, siendo significativamente mayor la cantidad de células
obtenidas a partir del cultivo en suspensién. Es importante mencionar que tuvimos que tripsinizar y abrir
una vez las células cultivadas en 2D porque llegaron a la confluencia limite, con lo cual, el dia que fueron
cuantificadas teniamos un total de 15 placas de 150 mm contra un Unico spinner en la condicién 3D. Con
este resultado, podemos decir que el cultivo en suspensidn es mas eficiente que el cultivo 2D en términos
de cantidad de células obtenidas, espacio ocupado y tiempo de manipulacién.
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Figura 20. Cuantificacion de CMM-WI luego de 5 dias de crecimiento en cultivos 2D y 3D. Se muestran
los resultados de 3 réplicas bioldgicas independientes. El promedio de células cuantificadas el dia 5 para
la condicidn 2D fue 2,54 x 107 células y para la condicién 3D fue 3,97 x 107 células. Se realizé una prueba
estadistica t de Student de dos colas con correccién de Welch para comparar la cantidad de células a dia
5 en 2Dy 3D, el resultado dio significativo (p<0,001).
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Continuando con la caracterizacidn, evaluamos la expresién de determinados marcadores
establecidos por el comité de Células Madre Mesenquimales y de tejido Mesenquimal de la Sociedad
Internacional de Terapia Celular, como parte del criterio minimo que debe cumplir una célula para ser
considerada CMM. Segun este criterio, mas del 95% de la poblacién debe ser positiva para la expresiéon
de CD90, CD73 y CD105, medido por citometria de flujo; por otro lado, deben carecer de expresion
proteinas como CD45, CD34, CD14 o CD11b y HLA clase Il (menos del 2% de la poblacién). Para realizar
esto, cultivamos las células en 2D y 3D, las tripsinizamos e incubamos con una serie de anticuerpos
conjugados con fluoréforos para luego analizarlos por citometria de flujo. Como puede observarse en la
figura 21, las células cultivadas en 3D presentan porcentajes de positividad similares a los de las células
cultivadas de manera tradicional para los marcadores tipicos de CMM, CD90, CD73 y CD105 (> 95%
positivas).
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Figura 21. Marcadores positivos de CMM. Expresion de los marcadores de membrana CD90, CD73 y
CD105 analizados por citometria de flujo en CMM-W/J cultivadas en 2D (paneles superiores), y 3D (paneles
inferiores). Curvas grises: CMM-W)J sin marcar; curvas azules: CMM-WJ marcadas con los anticuerpos
especificos. Los porcentajes de células positivas para cada marcador fueron analizados con el software
FlowJo v10.0. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes para cada condicidn, no se encontraron
diferencias significativas entre estas.

A su vez, observamos que carecen de la expresién de las proteinas de membrana CD45, CD34,
HLA-DR y CD14, tal como esta descripto en la bibliografia (Fig. 22). Este analisis nos permitié corroborar
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que las CMM-WIJ cultivadas en suspension conservan la expresion de los principales marcadores
caracteristicos de células mesenquimales sin diferencias con las células cultivadas tradicionalmente.
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Figura 22. Marcadores negativos de CMM. Expresion de los marcadores de membrana CD45, CD34, HLA-
DR y CD14 analizados por citometria de flujo en CMM-WJ cultivadas en 2D (paneles superiores) y 3D
(paneles inferiores). Curvas grises: CMM-WJ sin marcar; curvas verdes: CMM-WJ marcadas con los
anticuerpos especificos. Los porcentajes de células positivas para cada marcador fueron analizados con el
software FlowJo v10.0. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes para cada condicién, no se
encontraron diferencias significativas entre estas.

Dadas las diferencias observadas en el crecimiento de las células en el sistema 3D con respecto al
2D y teniendo en cuenta que la superficie de anclaje es un factor importante que influye en la
proliferacién, migracidon y supervivencia de las CMM, evaluamos la expresidon de algunos genes que
codifican para proteinas que intervienen en la regulacion de estos mecanismos. Mediante RTq-PCR (PCR
en tiempo real), analizamos los niveles de ARNm de fibronectina, coldgeno 1a, lamininas a 1, 2,4y 5,
lamininas B 1-3, y lamininas y 1y 2. Todas estas proteinas forman parte de la ME, o de la membrana basal
de las células que interactua con la ME regulando procesos de suma importancia como la adhesion, el
crecimiento y proliferacion, la migracion y la diferenciacién celular. Se obtuvieron valores relativos a la
expresion de los genes en la condicidn de cultivo 2D. Los resultados revelaron un aumento en los niveles
de expresidon de ARNm de coldgeno 1a, asi como de las lamininas a5, 1, B3 y y1 en las células cultivadas
en 3D (Fig. 23). Esto sugiere que el entorno de cultivo tridimensional tiene un impacto significativo en la
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expresion de estos genes y podria estar relacionado a las diferencias en la tasa de crecimiento que
observamos en ambos cultivos.
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Figura 23. Andlisis de integrinas de membrana y proteinas de la ME. Cuantificacion de la expresién de
los ARNm de fibronectina (FN1), colageno 1a (COL1A1), lamininas al (LAMA1), a2 (LAMA2), a4 (LAMA4),
a5 (LAMAS), B1 (LAMB1), B2 (LAMB2), B3 (LAMB3), y1 (LAMC1) y y2 (LAMC2) por RTg-PCR. La expresién
de los genes fue normalizada con los genes GAPDH y RPL7 como housekeepings. Se muestran los niveles
de expresién de cada gen relativos a la expresién de los mismos en la condicidn 2D. Se muestran el
promedio y error estandar para 3 réplicas bioldgicas independientes, (*) p<0.05, (**) p<0.01.

Finalmente, examinamos la expresidon de ciertas integrinas de membrana presentes en las células
mesenquimales, las cuales desempefian funciones como proteinas de adhesién en la superficie celular.
Estas integrinas interactuan con diversas proteinas de la ME, incluyendo lamininas, y estan implicadas en
las vias de sefializacion que regulan procesos fundamentales como la proliferacién y migracién celular.
Mediante el analisis por citometria de flujo determinamos la expresién de CD49a, CD49c, CD49d, CD49e,
CD51/61 y CD29 en las CMM-WIJ cultivadas en 2D y 3D. No observamos cambios en el porcentaje de
células positivas para las diferentes integrinas comparando 2D contra 3D, excepto para la integrina CD49a,
para la cual vimos una disminucion significativa de su expresion en las células cultivadas en suspensién
(Fig. 24).
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Figura 24. Expresion de integrinas de membrana. Expresion de las integrinas de membrana CD49a,
CD49c, CD49d, CD49e, CD51/61 y CD29 analizadas por citometria de flujo en CMM-W!) cultivadas en 2D
(paneles superiores) y 3D (paneles inferiores). Curvas grises: CMM-WJ sin marcar; curvas celestes: CMM-
WIJ marcadas con los anticuerpos especificos. Los porcentajes de células positivas para cada marcador
fueron analizados con el software FlowJo v10.0. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes para
cada condicién, p<0,05 (*).

Resumiendo, logramos establecer un protocolo de cultivo en suspensién de CMM en nuestro
laboratorio, el cual resulté ser mas eficiente ahorrando tiempo y espacio de trabajo y permitiéndonos
amplificar y obtener una cantidad de células significativamente mayor que con el cultivo tradicional
previamente utilizado.

Capitulo 2

2.1 Modificacidon de la expresion de SPARC en CMM-W)

Como ya mencionamos, SPARC es una glicoproteina multifuncional que se expresa en vertebrados
principalmente en tejidos que se encuentran en remodelacién ya sea por condiciones fisioldgicas o
patoldgicas. Esta proteina es capaz de interactuar con numerosos factores de crecimiento y componentes
de la ME, debido a esto, se le atribuyen diversas funciones bioldgicas relacionadas a la proliferacion y
migracidn celular, la regulacién de proteinas remodeladoras de la matriz, la adhesidn celular y la
angiogénesis. Por otro lado, en la introduccién también explicamos que la regeneracion de heridas
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cutaneas es un proceso sumamente complejo que involucra diferentes etapas en las cuales intervienen
los mecanismos antes mencionados. Se ha demostrado que las CMM cumplen un rol activo durante este
proceso, principalmente mediante los factores solubles y las VE que secretan. SPARC en una de las tantas
proteinas que forman parte del secretoma de las CMM, por lo que nos propusimos analizar si un cambio
en la expresidon de esta proteina podria influir en la composicion del secretoma de las CMM, modificando
su potencial regenerativo.

Para modificar la expresion de SPARC en las CMM-WJ decidimos utilizar la técnica de transduccion
lentiviral, ya que presenta numerosas ventajas frente a otras técnicas de modificacidn genética. En primer
lugar, los lentivirus transducen de manera muy eficiente a las CMM, conservando un alto porcentaje de
viabilidad celular. Por otro lado, el genoma lentiviral se integra al genoma celular, lo que permite
seleccionar el pool de células transducido mediante la incorporacién de un gen de resistencia a
antibidtico. Por ultimo, si bien se deben tener precauciones y trabajar en condiciones estrictas de
bioseguridad, tanto la produccién de particulas lentivirales como la transduccidn de las células blanco,
son procedimientos simples de realizar lo que facilita la modificacién de gran cantidad de células a la vez.
Esto representa una ventaja para nuestro proyecto dado que las CMM se vuelven senescentes luego de
cierta cantidad de pasajes en cultivo, por lo que es crucial poder obtener una gran cantidad de células
modificadas que puedan amplificarse rapidamente mientras puedan aprovecharse las propiedades
terapéuticas de las mismas.

Para lograr la sobreexpresion de SPARC en las CMM-WJ, se llevd a cabo el clonado de la secuencia
de ARNm de SPARC en el vector lentiviral pLUM1-CMV-Puro. Por otro lado, para realizar el knockdown de
SPARC, se clond la secuencia de un ARN de interferencia especifico (shRNA, del inglés: short hairpin RNA)
en el vector pLKO.1-Puro. Una vez completado el clonado de los plasmidos y la produccion de las particulas
virales utilizando células empaquetadoras, se procedié a la transduccién de las CMM-WJ. La viabilidad
celular post-transduccidn fue alta, ya que no se observé gran cantidad de células muertas con respecto al
control sin transducir. Ademas, no observamos cambios morfoldgicos evidentes que indicaran que las
células estuviesen experimentando estrés (Fig. 25).

Control +SPARC Lv KD-SPARC Lv

Figura 25. Transduccion de CMM-WIJ. Imagenes tomadas con microscopio éptico de CMM-WJ sin
transducir (Control), transducidas con particulas lentivirales para sobreexpresar SPARC (+SPARC Lv) y
transducidas con particulas lentivirales para disminuir la expresién de SPARC (KD-SPARC Lv). Imagenes
capturadas 24 horas post transduccién. Barra de escala: 200 pum.
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Las células transducidas se mantuvieron en un medio de cultivo con puromicina, con el fin de
seleccionar aquellas células que incorporaron e integraron el transgén en su genoma. Tal como se
esperaba, luego del proceso de seleccidn con antibidtico, se observd un porcentaje de muerte celular
correspondiente a las células que no lograron incorporar la resistencia al antibiético. A pesar de esto,
observamos un porcentaje alto de células resistentes. Las células seleccionadas mostraron algunos signos
de estrés, observados como leves cambios morfolégicos (células mds elongadas y con algunas
prolongaciones) y disminucion de la proliferacion (Fig. 26A). Sin embargo, se mantuvieron en cultivo y al
cabo de unos dias observamos algunas células, de menor tamafio, que empezaron a proliferar y a colonizar
las placas (Fig. 26B, sefialadas con flechas rojas).

+SPARC Lv KD-SPARC Lv
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Figura 26. Seleccion del pool de CMM-W!I transducidas. A: CMM-W/J luego de ser tratadas con puromicina
por 48 horas (tiempo al cual todas las células del control de seleccién murieron). Barra de escala: 50 pm.
B: Imdagenes de las CMM-WI seleccionadas en A, mantenidas en cultivo 5 dias post-seleccion. Las flechas
rojas sefialan las células pequefias que empezaron a proliferar luego de unos dias. Barra de escala: 200
pum.

Las células se mantuvieron y amplificaron durante al menos 10 dias posteriores a su seleccion,
antes de empezar a usarlas para experimentos, de forma tal de asegurarnos que no quedaran particulas
virales remanentes en el medio. Al cabo de este periodo, las células transduccién mostraron una
morfologia y proliferacién comparables a las CMM-W)J wild type (CMM-WJ WT) (Fig. 27).

CMM-WJ WT +SPARC Lv KD-SPARC Lv

Figura 27. CMM-W)I transducidas y seleccionadas. Imagenes capturadas 8 dias después de la seleccién
de las CMM-WIJ transducidas con +SPARC Lv y KD-SPARC Lv. Las CMM-WJ WT son un control (sin
transducir) del mismo batch de células que se usd para transducir. Barra de escala: 200 pum.

Una vez que amplificamos las células transducidas, el siguiente paso consistié en verificar si
logramos modificar la expresion de SPARC. Para ello, se obtuvieron muestras de lisado total de las CMM-
WJ WT y transducidas. Estas muestras se procesaron, se separaron en un gel de poliacrilamida, se
transfirieron a una membrana vy, finalmente, se incubaron con un anticuerpo especifico anti-SPARC. Al
revelar la membrana, se observo la banda correspondiente a SPARC la cual fue mas intensa en la muestra
derivada de las células transducidas con el vector +SPARC Lv, menos intensa en la muestra derivada de las
células transducidas con el vector KD-SPARC Lv, en comparacién con la muestra de CMM-WJ WT. Las
diferencias observadas fueron cuantificadas mediante el analisis densitométrico de las bandas, dando
como resultado diferencias significativas en la expresion de SPARC en las células transducidas en
comparacion con las células WT (Fig. 28).
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Figura 28. Expresion de SPARC en CMM-WJ WT y transducidas. A: Andlisis del nivel de expresion de
SPARC en lisados totales de CMM-W)J wild type (WT) y transducidas con el vector para sobreexpresar
SPARC (+S Lv) y para disminuir la expresién de SPARC (KD-S Lv), cuantificado por Western Blot. A la derecha
se muestra el grafico de la cuantificacién realizada mediante un analisis densitométrico de las bandas. Se
uso el nivel de expresion de Vinculina como control de carga proteica para normalizar. Se realizdé una
prueba estadistica t de Student de dos colas con correccién de Welch comparando cada condicién contra
la condiciéon WT, para 3 réplicas biolégicas independientes [(**) p<0.01, (***) p<0.001].

Por otro lado, dado que SPARC es una proteina de secrecién también analizamos la cantidad de
proteina presente en los medios condicionados de estas células. En linea con lo observado en los lisados
celulares, la banda correspondiente a SPARC fue mas intensa en la muestra de medio derivada de las
células transducidas con el vector +SPARC Lv, mientras que fue de menor intensidad en la muestra de
medio derivada de las células transducidas con el vector KD-SPARC Lv, en comparacion con la muestra de
células wild type, esto también fue confirmado mediante el analisis densitométrico (Fig. 29).
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Figura 29. Cuantificacion de SPARC en el medio condicionado de CMM-WJ WT y transducidas.
Cuantificacién por Western Blot de los niveles proteicos de SPARC en los medios condicionados derivados
de CMM-WIJ wild type (WT) y transducidas con el vector para sobreexpresar SPARC (+S Lv) y para disminuir
la expresion de SPARC (KD-S Lv). A la derecha se muestra el grafico de la cuantificacidn realizada mediante
un andlisis densitométrico de las bandas. Se usé el nivel de expresién de Vinculina de los lisados celulares
de donde provienen los MC como control de carga para normalizar. Se realizd una prueba estadistica t de
Student de dos colas con correccidon de Welch comparando cada condicién contra la condicién WT, para
3 réplicas bioldgicas independientes [(**) p<0.01].

Basandonos en estos resultados podemos concluir que se modificé la expresion de SPARC en las
CMM-WJ, generando grupos celulares estables que sobreexpresan SPARC (+SPARC) y otros en los que la
expresion de SPARC se encuentra disminuida (KD-SPARC).

2.2 Caracterizacion de las CMM-WJ +SPARC y KD-SPARC

Una vez cumplido el objetivo de modificar la expresion de SPARC en las CMM-W)J, el siguiente
paso consistio en caracterizar las células modificadas comparandolas con las células WT.

Para empezar, analizamos la localizacién celular de SPARC en las CMM-WJ WT, +SPARC y KD-
SPARC. Mediante inmufluorescencia indirecta y microscopia observamos que SPARC se localiza en el
citoplasma de las células y esta localizacion no varia en las condiciones +SPARC y KD-SPARC donde la
expresion de la proteina estd alterada. Adicionalmente, la intensidad de fluorescencia asociada a la marca
especifica de SPARC, se observa mas intensa en las células +SPARCy de menor intensidad en las KD-SPARC,
en contraste con las células WT. Esto refuerza los resultados anteriores, en donde constatamos las
diferencias de expresién SPARC entre condiciones (Fig. 30).
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+SPARC

KD-SPARC

Figura 30. Localizacion de SPARC en CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC. Deteccidén por
inmunofluorescencia indirecta de la presencia de SPARC en CMM-WI wild type (WT), que sobreexpresan
SPARC (+SPARC) y knockdown para la expresion de la proteina (KD-SPARC). Barra de escala: 200 um.

Siguiendo los criterios minimos de caracterizacidén, evaluamos los marcadores de superficie
comunmente utilizados para identificar a las CMM. Se cultivaron las células de las 3 condiciones (WT,
+SPARCy KD-SPARC), tripsinizaron e incubaron con los anticuerpos conjugados correspondientes para ser
analizados por citometria de flujo. Los resultados mostraron que mds del 95% de las poblaciones celulares
son positivas para los marcadores tipicos de células mesenquimales, sin diferencias entre WT, +SPARC o
KD-SPARC (Fig. 31).

81



CDs0 CD73 CD105

; WT
z
;
a
i
E +SPARC
g 09.5%
z

a

H]I 1|:|2 h[:] 2 [1] 1I}?|]?

3
: KD-SPARC
8

2 T

1 2
LU L . 1]

m' A=+ 15?[!

Figura 31. Marcadores positivos de CMM. Expresién de los marcadores de membrana CD90, CD73 y
CD105 analizados por citometria de flujo en CMM-WJ wild type (WT), que sobreexpresan SPARC (+SPARC)
y knockdown para SPARC (KD-SPARC). Curvas grises: CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC sin marcar; curvas
azules: CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC marcadas con los anticuerpos especificos. Se realizaron 3
réplicas bioldgicas independientes para cada condicidn. Los porcentajes de células positivas para cada
marcador fueron analizados con el software FlowJo v10.0.

Por otro lado, también observamos que ni las células wild type ni las modificadas expresan CD45,
CD34, HLA-DR y CD14 (Fig.32). Con estos resultados podemos decir que los cambios en la expresion de
SPARC no estarian modificando la identidad de las CMM-W|.

82



CD45 D34 HLA-DR cD14

3
£ wT
g 1,95%
o o = | g
||'ll| ||'|= 1:‘1 1 ||'I= 'l:ﬁl'll. 1 oW oW oW oo Ins |']1 II'|I ':I‘. 11!} 1."'1 'I'!b “_ﬁ“"
g
£
E
g +SPARC
1,68%
£ —
&
o4 = 3 i
1|:|. 1|:|E 13.1 10 i H:qi.l? 1I'II |I'|:. n ' Iﬂ? ﬂﬁl'l:'
£
H
m
g KD-SPARC
0.25%
§
H
ol o] o

BT

1 T
L 1:11 LLEI ] IIJ'l (LU - *

o 'II.|‘ 1 10 L L=

Figura 32. Marcadores negativos de CMM. Expresion de los marcadores de membrana CD45, CD34, HLA-
DR y CD14 analizados por citometria de flujo en CMM-WJ wild type (WT), que sobreexpresan SPARC
(+SPARC) y knockdown para SPARC (KD-SPARC). Curvas grises: CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC sin
marcar; curvas verdes: CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC marcadas con los anticuerpos especificos. Se
realizaron 3 réplicas biolégicas independientes para cada condicidn. Los porcentajes de células positivas
para cada marcador fueron analizados con el software FlowJo v10.0.

Como vimos en la introduccidon de este trabajo, SPARC estd relacionada con la proliferacion
celular. Dependiendo del tipo celular o del contexto, estd reportado que esta proteina puede inhibir o
estimular la proliferacién. Con el objetivo de profundizar la caracterizacidn de las CMM-WJ +SPARC y KD-
SPARC, analizamos el ciclo celular de las mismas cuantificando del contenido de ADN mediante la
marcaciéon con ioduro de propidio (IP) y analisis por citometria de flujo. Los resultados de este andlisis
mostraron para las 3 condiciones el perfil de ciclo celular tipico en células mesenquimales, con un mayor
porcentaje de células en la fase G1, y un menor porcentaje en las fases Sy G2 (Fig. 33, panel superior). Al
cuantificar los porcentajes de células en cada fase, observamos que las CMM-WJ KD-SPARC tienen una
mayor proporcion de células en la fase G1 del ciclo, comparado con las células WT, lo que podria indicar
menor proliferacion de las células knockdown. Por otro lado, no observamos diferencias significativas en
el ciclo celular de las células que sobreexpresan SPARC con respecto a las wild type (Fig. 33, panel inferior).
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Figura 33. Ciclo celular de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC. CMM-WIJ wild type (WT), que
sobreexpresan SPARC (+SPARC) y knockdown para SPARC (KD-SPARC) cultivadas hasta llegar a un 70% de
confluencia. El perfil del ciclo celular fue analizado luego de fijar las células con etanol al 70% en frio. El
contenido de ADN fue medido por la incorporacién de ioduro de propidio (IP) y su fluorescencia se
cuantificé por citometria de flujo. En el panel superior se muestran los graficos representativos del perfil
de ciclo celular para cada condicion. En el panel inferior se muestra el grafico correspondiente a la
cuantificacion del porcentaje de células de cada condicidn en las fases G1, S y G2. Los porcentajes de
células en cada fase del ciclo celular se calcularon con la plataforma Un-variada del programa FlowJo
v10.0. N=3, p<0,05 (*).

Por ultimo, evaluamos el nivel de expresién de algunas integrinas de membrana presentes en las
CMM, ya que como describimos previamente, SPARC es capaz de interactuar con distintas integrinas y
regular tanto su expresién como su actividad. Analizamos mediante citometria de flujo el porcentaje de
células positivas para la expresion de las integrinas CD49a, CD49c, CD49d, CD49e, CD51/61 y CD29, en
células WT, +SPARC y KD-SPARC y no observamos diferencias significativas en la expresion de las mismas
entre condiciones, lo que sugiere que ni la sobreexpresion ni el knockdown de SPARC en las CMM-W)
influyen en la expresion de las integrinas de membrana estudiadas (Fig. 34).
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Figura 34. Expresidn de integrinas de membrana en CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC. Expresién de las
integrinas de membrana CD49a, CD49c, CD49d, CD49¢e, CD51/61 y CD29 analizadas por citometria de flujo
en CMM-W)J wild type (WT), que sobreexpresan SPARC (+SPARC) y knockdown para la expresién de SPARC
(KD-SPARC). Curvas grises: células sin marcar; curvas celestes: células marcadas con los anticuerpos
especificos. Los porcentajes de células positivas para cada proteina fueron analizados con el software
FlowJo v10.0, N=3.

2.3 Aislamiento de exosomas derivados de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC

Uno de los objetivos de este trabajo fue aislar exosomas a partir de las células modificadas. Por
consiguiente, nos propusimos aislar las vesiculas derivadas de las CMM-WJ WT, +SPARC Y KD-SPARC. Para
empezar, cultivamos las células de manera tradicional en 2D y al llegar a la cantidad deseada, cambiamos
su medio por un medio libre de suero, ya que éste también contiene vesiculas extracelulares. Luego de
48 horas de condicionamiento, recuperamos el medio y procedimos a aislar los exosomas mediante la
técnica de ultracentrifugacion y flotacion con gradiente de densidades. Esta metodologia se basa en una
serie de centrifugaciones diferenciales, seguida de ultracentrifugaciones en un medio con diferentes
concentraciones de sacarosa, lo cual permite recuperar una fraccion muy pura correspondiente a la
poblacion de exosomas.

Una vez obtenida la muestra de exosomas, evaluamos la presencia de marcadores tipicos de este
tipo de microvesiculas. Analizamos por Western Blot la expresién de CD63 y CD81, dos tetraspaninas
presentes en las membranas exosomales. Los resultados mostraron expresion de ambas tanto en las
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fracciones celulares, como en las fracciones de los exosomas, estando CD81 enriquecido en las Ultimas. El
analisis densitométrico de las bandas reveladas, mostrd una tendencia a una menor expresién tanto de
CD81 como de CD63 en los exosomas derivados de las células modificadas en contraste con las WT,
llamativamente, la expresion de CD63 en las muestras de lisados celulares es mayor en las células +SPARC
y KD-SPARC. Por ultimo, dado que SPARC es una proteina de secrecidén, también evaluamos su expresion,
de manera de comprobar la pureza de la poblacidn de microvesiculas aisladas. Como era de esperar, no
vimos la banda correspondiente a SPARC en las muestras de lisados exosomales (Fig. 35).

WT KD-5 +5
C Emo C Ewo € Ewo

SPARC CDB1 Coe3
VINCULINA | - — -— ‘ .E Ll A L0 5 L0
r ] n
z 2 i £ £
0L.E
SPARC |- - E E 1.54 E
e g g
4 = 0.6+
= 2 10 g
a o u
D1 LI e EERTE ,: ""i 0.4+
- § 05+ ]
] [ D‘!-.
g E i
o H =
o = a0 s L N “ o
= - ' L Exo L: Eu:_r E. Exo C Exn C Ewg C Fxa C Ewo C Ewo € Ewo
WT KD-5 +5 WT KD-5 +5 WT KO-5 5

Figura 35. Marcadores caracteristicos de exosomas. Analisis de la expresiéon de CD63 y CD81 (marcadores
de exosomas) y SPARC en muestras de lisado total (C) de CMM-WJ WT (WT), +SPARC (+S) y KD-SPARC (KD-
S), y muestras de los exosomas derivados de estas (Exo). A la izquierda se muestran las bandas proteicas
reveladas, donde se utilizd Vinculina como control de carga de la fraccion celular; y a la derecha se
muestran las cuantificaciones de dichas bandas por andlisis densitometrico (N = 2).

2.4 Aislamiento de exosomas derivados de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC cultivadas en 3D

Parte del desarrollo de este trabajo consistid en poner a punto una metodologia tanto del cultivo
de las CMM como del aislamiento de su medio condicionado y exosomas que fuera compatible en un
futuro con un proceso facilmente escalable y trasladable a la clinica. Siguiendo esta premisa, a
continuacioén, cultivamos las células genéticamente modificadas utilizando el sistema de cultivo 3D puesto
a punto. El protocolo se realizé siguiendo los mismos pasos previamente descriptos para sembrar CMM-
WJ WT, +SPARC y KD-SPARC en microcarriersy spinner flasks (Fig. 36). Las células se cultivaron en agitacion
constante hasta que llegaron a una confluencia de un 50%, en ese momento se les cambié el medio por
un medio libre de suero y se condicionaron por 48 horas. Al finalizar este tiempo, se recuperaron los
medios y se procedid a aislar los exosomas mediante una serie de centrifugaciones diferenciales,
concentracién vy, por ultimo, cromatografia por exclusién de tamafio.
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Figura 36. Cultivo 3D de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC. Imdagenes de células de las tres condiciones
adheridas a las beads. Se tomaron alicuotas de los cultivos en suspension, se fijaron, permeabilizaron y
marcaron con faloidina (marca fibras de actina) y DAPI (ntucleo), de manera de facilitar la visualizacion de
las células en la configuracién 3D. Barra de escala: 200 pum.

Una vez aisladas las fracciones correspondientes a los exosomas, realizamos un chequeo para
corroborar la presencia de las vesiculas mediante la incubacidon con beads magnéticas acopladas a un
anticuerpo anti CD63 y post-incubacidn con anticuerpos anti CD81 y CD9 acoplados a fluoréforos. El
analisis por citometria de flujo reveld la presencia CD81 y CD9 en las muestras pre incubadas con CD63,
por lo que podemos decir que las fracciones aisladas contienen exosomas (Fig. 37 A). Sumado a este
resultado, observamos las fracciones aisladas mediante microscopia electrénica de transmisidn, y en
todas las condiciones pudimos distinguir vesiculas dentro del rango de tamaifo descripto para los
exosomas, entre 30y 120 nm (Fig. 37 B).
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Figura 37. Exosomas aislados de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC cultivadas en 3D. A: Marcadores
exosomales CD9 y CD81 analizados por citometria de flujo en las fracciones aisladas unidas a beads anti-
CD63. Las fracciones se aislaron a partir de células WT, +SPARC y KD-SPARC cultivadas y condicionadas en
3D. B: Imdagenes tomadas con microscopio electrénico de transmisidn de las microvesiculas aisladas. Las
vesiculas (algunas indicadas con flechas negras) tienen un tamafio de entre 30 y 90 nm de didmetro (barra
de escala: 100 nm). Se realizaron 3 réplicas independientes.

Por ultimo, evaluamos la funcionalidad de las vesiculas aisladas mediante un ensayo de
incorporacién de las mismas en células receptoras o blanco. Sembramos queratinocitos de la linea HaCat,
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e incorporamos al medio exosomas que previamente fueron marcados con una molécula fluorescente
gue se incorpora a la membrana fosfolipidica de las vesiculas. Incubamos los queratinocitos por 14 horas
con los exosomas marcados, realizamos varios lavados, luego fijamos las células, permeabilizamos e
hicimos una co-marcacién con WGA (Wheat Germ Agglutinin), de manera de distinguir los limites
celulares, y con DAPI. Al observar las células al microscopio de fluorescencia, notamos la marca positiva
correspondiente a las microvesiculas dentro de los queratinocitos. La misma se puede observar como
micropuntos en general concentrados en alguna parte de la célula. Dado el tamafio de la marca y por lo
descripto en bibliografia, lo que se observa muy probablemente son los endosomas que se forman por la
invaginacién de la membrana de las células al incorporar a los exosomas hacia el interior del citoplasma
(Fig. 38).
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Figura 38. Incorporacion de exosomas a células HaCat. Exosomas de células WT, +SPARC y KD-SPARC,
aislados y marcados con PKH67, incubados durante 14 horas con queratinocitos. Barra de escala: 50 um,
N =2,

En resumen, podemos decir que fue posible cultivar y aislar los exosomas a partir del cultivo en
suspension. Es importante recalcar que, si bien debemos continuar analizando la funcionalidad de las
vesiculas aisladas a partir de este protocolo, la incorporacidon de las mismas por los queratinocitos
receptores es un buen indicio de que son funcionales.
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Capitulo 3

3.1. Ensayos funcionales in vitro con medio condicionado de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC

En el capitulo previo demostramos que modificamos la expresion de la proteina SPARC en las
CMM-WIJ. Llevamos a cabo diversos analisis para caracterizar las células modificadas y vimos, a grandes
rasgos, que no presentan diferencias importantes en comparacion con las células wild type, manteniendo
sus caracteristicas morfoldgicas, tasa de proliferacién e identidad de células mesenquimales. Ademas,
cultivamos y amplificamos estas células en 3D y pusimos a punto el condicionamiento de medio por parte
de las mismas y aislamiento de sus exosomas, obteniendo vesiculas del tamafio y expresion de
marcadores esperados y que ademads pueden ser incorporadas por células receptoras. Por lo tanto, el
objetivo siguiente de este trabajo fue evaluar el potencial de regeneracién de estas células, en particular,
la capacidad regenerativa del secretoma derivado de las mismas. Como ya describimos en la introduccién,
el secretoma de las CMM estd compuesto tanto por factores solubles como por VE que son secretados al
medio extracelulary son los principales efectores de las funciones mediadas por las CMM. Previo a cultivar
y aislar vesiculas a gran escala, decidimos empezar aislando el medio condicionado (MC) de las CMM-W)
WT, +SPARC y KD-SPARC para evaluar sus posibles efectos bioldgicos en ensayos funcionales.

En primer lugar, estudiamos el efecto del MC derivado de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC en
un modelo de cicatrizacidn de heridas in vitro. Durante el proceso de cicatrizacidn, las células proliferany
migran hacia el area herida. La fase de migracién es el evento limitante en este proceso. Por lo tanto, los
ensayos que estudian la cicatrizacidon de heridas se basan en ensayos de migracion, en los que se realiza
una lesidon en una capa celular confluente bajo condiciones definidas y se analiza la migracién de las células
hacia el area “lesionada”. Los modelos mds simples y utilizados se realizan con fibroblastos y
gueratinocitos sembrados en cultivos 2D. En el presente trabajo, utilizamos una linea de queratinocitos
inmortalizados de piel humana (HaCat).

Para condicionar el medio, sembramos la misma cantidad de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC
en placas de cultivo tradicional (2D) con su medio de cultivo habitual, al dia siguiente cambiamos el medio
por medio fresco y cultivamos las células por 48 horas. EI MC de las células fue recuperado, centrifugado
para eliminar debris y restos de células muertas y se guardo a -20°C hasta ser utilizado. Por otra parte, se
sembraron los queratinocitos con una densidad de 90.000 células/cm?y al dia siguiente se realizd la herida
sobre la monocapa de células confluentes, se lavaron los restos celulares con PBS y se agregd el MC.
Ademas de analizar el efecto de los MC de las CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC, también evaluamos el
cerrado de la herida utilizando el medio base en el cual condicionamos a las células, DMEM + 10% SFB.
Las células HaCat se cultivaron en condiciones estandar en la incubadora del microscopio automatico
BioTek Lionheart FX (37°C, 5% CO,) durante 14 horas, el cual fue configurado para tomar fotos de la herida
cada 30 minutos y medir el drea de la monocapa celular en cada punto de tiempo.

Al finalizar el ensayo, observamos que las células migraron cerrando la herida en todas las
condiciones (Fig. 39A). Para cuantificar la magnitud del cierre utilizamos los parametros medidos por el
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software del microscopio y calculamos el porcentaje del drea de la herida cubierta por los queratinocitos
en funcién del tiempo (Fig. 39B). Analizando mas en detalle las curvas de velocidad de migracién de los
gueratinocitos en cada condicién, se puede observar que hay una leve disminucidn en las pendientes de
las curvas de DMEM + 10% SFB y MC KD-SPARC, es decir, un retraso o disminucién en la migracion a la vez
gue el porcentaje de cicatrizacion a tiempo final parece ser menor. Esto no sucede en las condiciones con
MC WT y MC +SPARC, donde se observa un desplazamiento mas lineal y constante a lo largo del tiempo

evaluado (Fig. 39B).
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Figura 39. Porcentaje del area de la herida cubierto en funcion del tiempo. Se calculd el porcentaje del
area de la cicatriz cubierto por los queratinocitos (HaCat) en funcion del tiempo transcurrido (horas). Se
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midieron y promediaron 3 zonas distintas de la herida para cada condicidn, de 4 réplicas bioldgicas
independientes. Se muestran los valores promedio de las 4 réplicas con sus errores estandar.

Viendo las curvas de velocidad promedio de todas las condiciones a la vez, podemos notar
diferencias en el porcentaje final del drea de la herida cubierta (Fig. 40A). Los resultados de la
cuantificacién del drea total promedio cubierta para cada condicién a tiempo final, muestran que los
gueratinocitos migran cubriendo un porcentaje significativamente mayor de la herida cuando son
cultivados con los medios derivados de las CMM-WJ, independientemente de la expresién de SPARC, en
contraste con el medio no condicionado. Al comparar entre los medios derivados de las mesenquimales,
no encontramos diferencias significativas en la condicién con medio de CMM-WJ +SPARC (MC +SPARC)
comparadas con las otras, aunque si una tendencia a que el cerrado sea mayor. Sin embargo, observamos
diferencias en el porcentaje total del drea de la herida cubierta entre las condiciones con medio
condicionado de células wild type (MC WT) y knockdown (MC KD-SPARC), siendo significativamente menor
el ultimo (Fig. 40B).
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Figura40. Ensayo de cicatrizacion de herida de células HaCat. A: Imagenes de las heridas a tiempo 0y 14
horas después, capturadas en campo claro con el microscopio BioTek Lionheart FX. Barra de escala: 500
pm. B: Curvas de velocidad de cerrado de la herida de HaCat cultivadas en DMEM + 10% SFB, MC WT, MC
+SPARC o MC KD-SPARC. Se muestran los valores promedio de 4 réplicas bioldgicas independientes,
expresados en porcentaje del drea de la herida cubierta en funcidn del tiempo. C: Porcentaje total del
area de la herida cubierta a tiempo final (14 hs). Se muestra para cada condicién, el valor del porcentaje
en cada réplica, la media y el error estandar. Los resultados de las multiples comparaciones usando las
pruebas “t” estadisticas se expresan con letras (a,b,c); letras iguales: no hay diferencias significativas,
letras distintas: diferencias significativas (p<0,05).
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Utilizando las curvas de porcentaje del area cubierta promedio en funcién del tiempo de cada
condicidn, calculamos la pendiente de cada curva, es decir la velocidad promedio de migracion, mediante
un andlisis de regresion lineal. En linea con los resultados anteriores, encontramos diferencias
significativas en la velocidad de migracidon de los queratinocitos en DMEM en comparacién con sus
velocidades de migracidn en presencia de los medios derivados de las mesenquimales. No encontramos
diferencias significativas entre la condicién con MC WT donde la velocidad de migracién de las células
HaCat fue de 2,24% cada 30 minutos y la de las células con MC +SPARC fue de 2,30% del area de la herida
cada 30 minutos. Por el contrario, en la condicion MC KD-SPARC la velocidad de cerrado fue
significativamente menor comparada con la condicion MC WT, con un area de la herida cubierta de 1,78
% cada 30 minutos (Fig. 41).
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Figura 41. Velocidad de migracion de las células HaCat. Se calcularon las pendientes de cada curva de
velocidad mediante el analisis de regresion lineal de las mismas. En el grafico de la izquierda se muestran
el valor de la pendiente de la curva de cada réplica, el promedio y el error estandar, para cada condicion.
A la derecha se muestran las pendientes promediadas (% cubierto/tiempo) y el coeficiente de regresién
(R?) de cada ajuste. Los resultados de las multiples comparaciones usando las pruebas “t” estadisticas se
expresan con letras (a,b,c); letras iguales: no hay diferencias significativas, letras distintas: diferencias
significativas (p<0,05).

En base a los resultados presentados, podemos decir que hay un efecto “pro migratorio” sobre
los queratinocitos cuando estan en presencia de los medios que fueron condicionados con las células
mesenquimales, este efecto, a su vez, varia con la expresién de SPARC. Sin embargo, el proceso de
cicatrizacion de heridas no solo requiere que las células en este contexto se desplacen hacia la zona de la
lesidn, sino que también proliferen. Por este motivo, analizamos el efecto de los MC en el ciclo celular de
los queratinocitos. Sembramos las células HaCat en la densidad éptima en la cual proliferan normalmente
y las cultivamos con su medio estandar, DMEM + 10% SFB, o con los MC de mesenquimales WT, +SPARC
y KD-SPARC. Cuantificamos su contenido de ADN por marcacion de ioduro de propidio y andlisis de la
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fluorescencia con citometro de flujo. Los perfiles del ciclo resultantes son muy similares en todas las
condiciones estudiadas. Al analizar y comparar el porcentaje de células HaCat en cada fase del ciclo,
observamos una tendencia a que haya un mayor porcentaje de células en la fase G1 cuando son cultivadas
con los MC, en contraste con el DMEM. Esta diferencia, resultd ser significativamente menor en la
condiciédn con MC KD-SPARC. También encontramos diferencias entre los porcentajes de célulasen Sy G2
comparando DMEM +10% SFB y MC KD-SPARC (Fig. 42).
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Figura 42. Ciclo celular de HaCat tratadas con MC. Perfiles del ciclo celular de queratinocitos HaCat
cutivados con DMEM + 10% SFB, MC WT, MC +SPARC y MC KD-SPARC. El contenido de ADN fue medido
por la incorporacion de ioduro de propidio (IP) y su fluorescencia se cuantificd por citometria de flujo. En
el panel superior se muestran los graficos representativos del perfil de ciclo celular para cada condicién.
En el panel inferior se muestra el grafico correspondiente a la cuantificacién del porcentaje de células de
cada condicidn en las fases G1, Sy G2. Los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular se calcularon
con la plataforma Un-variada del programa FlowJo v10.0. Se realizaron multiples comparaciones usando
pruebas “t” estadisticas para 3 réplicas bioldgicas, p<0,05 (*), p<0,001 (***).

Los fibroblastos, al igual que los queratinocitos, desempefian un papel fundamental en la
regeneracién de heridas. Es necesario que estas células migren a la zona afectada, proliferen y produzcan
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grandes cantidades de componentes de la ME formando un tejido conjuntivo temporal y mds tarde el
tejido conectivo que formara parte de la dermis. Por lo tanto, también evaluamos el ciclo celular de
fibroblastos dérmicos humanos (CCD-32Sk) tratados con los MC de células WT, +SPARC y KD-SPARC. Como
se describid previamente, sembramos los fibroblastos a una densidad en la cual contindan proliferando
con normalidad y los cultivamos en DMEM con suero o con MC WT, MC +SPARC y MC KD-SPARC.
Cuantificamos el ADN marcado con IP y comparamos los porcentajes de células en cada fase del ciclo. A
simple vista, pudimos observar diferencias en los perfiles del ciclo celular entre los distintos tratamientos.
La cuantificaciéon de los porcentajes refleja las diferencias observadas. En la fase G1 se ve una clara
tendencia a un menor porcentaje de células en los tratamientos con MC en comparaciéon con los
fibroblastos cultivados en DMEM, siendo significativamente menor con los medios MC +SPARC y MC KD-
SPARC. Esta misma diferencia resulta del contraste entre MC WT y MC KD-SPARC. En la fase S del ciclo, se
vio un porcentaje mayor de células tratadas con MC KD-SPARC en comparacién con las células cultivadas
en DMEM y MC WT. Por ultimo, en la fase G2, la proporcion de fibroblastos tiende a ser mayor cuando
son cultivados con MC KD-SPARC (Fig. 43).
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Figura 43. Ciclo celular de CCD-32Sk tratadas con MC. Perfiles del ciclo celular de fibroblastos CCD-32Sk
cutivados con DMEM + 10% SFB, MC WT, MC +SPARC y MC KD-SPARC. El contenido de ADN fue medido
por la incorporacion de ioduro de propidio (IP) y su fluorescencia se cuantificé por citometria de flujo. En
el panel superior se muestran los graficos representativos del perfil de ciclo celular para cada condicién.
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En el panel inferior se muestra el gréfico correspondiente a la cuantificacion del porcentaje de células de
cada condicién en las fases G1, Sy G2. Los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular se calcularon
con la plataforma Un-variada del programa FlowJo v10.0. Se realizaron multiples comparaciones usando
pruebas “t” estadisticas para 3 réplicas bioldgicas, p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***).

En conjunto, estos resultados indican que el medio derivado de las CMM-W)J también estaria
teniendo un efecto sobre la tasa de proliferacidon en queratinocitos y fibroblastos, el cual parece ser mas
evidente cuando el medio proviene de las mesenquimales knockdown para SPARC. Llamativamente, la
condicidn con MC +SPARC dio valores entre las condiciones MC WT y MC KD-SPARC, contrario a lo que
esperariamos. Por otro lado, cabe destacar que el efecto visto sobre los queratinocitos y fibroblastos es
inverso, lo que sugiere que el efecto del secretoma de las CMM-W| es tipo celular especifico.

3.2. Ensayo de cicatrizacion de herida in vivo con medio condicionado de CMM-WJ WT, +SPARC
y KD-SPARC

Con el propdsito de examinar mas a fondo el impacto de la expresiéon de SPARC en la capacidad
regenerativa de las células mesenquimales, nos planteamos evaluar el efecto del secretoma de las células
mesenquimales WT, +SPARC y KD-SPARC en experimentos de cicatrizacién de heridas por segunda
intencién en un modelo in vivo. Utilizamos ratones inmunocompetentes de la cepa C3HS, a los cuales se
les generd una herida dérmica mediante un punzén dermatoldgico. Después de 7 dias, se les realizdé una
segunda herida en la misma zona, conocida como lesidn por segunda intencidn, y de forma inmediata se
comenzd a administrar inyecciones de medio condicionado derivado de las células WT, +SPARC y KD-
SPARC. Se registrd y analizd el proceso de cicatrizacion de las heridas en los ratones hasta el dia 21
posterior a la primera inyeccién.

En la figura 44 se muestran imdagenes representativas de los animales tratados con los diferentes
MC en los dias 7 y 10, donde se observaron las mayores diferencias macroscépicas entre los grupos, asi
como en el dia 21, momento en el que se finalizd el ensayo. A los siete dias después de la primera dosis
de medio, los ratones tratados con MC +SPARC presentaban en general lesiones de menor tamaiio, con
una epitelizacién mas avanzada. Incluso se observéd la formacién de costras sobre la herida y un mayor
crecimiento de pelo en la zona circundante a la lesidn, en contraste con las otras condiciones. Tanto el
grupo tratado con MC WT como el grupo tratado con MC KD-SPARC mostraron una cicatrizacion mas
lenta, con heridas mas grandes y algunos individuos con poco crecimiento de pelo. En el dia 10, en la
mayoria de los ratones tratados con MC +SPARC, la zona de la lesion fue casi indistinguible a simple vista,
y en muchos casos estaba completamente cicatrizada. Por el contrario, en el grupo tratado con MC KD-
SPARC, aunque las heridas mostraban un progreso en la cicatrizacidn, aun eran visibles a simple vista. En
el grupo tratado con MC WT se observd una cicatrizacion mas avanzada que en el grupo tratado con MC
KD-SPARC, pero al mismo tiempo mas lenta en comparacién con el grupo MC +SPARC, ya que las heridas
no estaban completamente cerradas. Por ultimo, en el dia 21, se observé que la mayoria de los ratones
presentaron las heridas completamente cerradas (Fig. 44).
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Figura 44. Ensayo de cicatrizacidon de herida dérmica en ratones. Imdagenes representativas de ratones
con lesiones dérmicas, tratados con inyecciones de MC derivado de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC.
Dia 7: individuos sin corte de pelo. Dia 10y 21: recorte de pelo para visualizar las lesiones. Se realizaron 3
experimentos independientes con al menos 3 individuos por condicion.

Siguiendo con el analisis, procedimos a calcular la tasa de cicatrizacidon para cada condicidn,
midiendo el drea de las heridas en los dias 7, 10, 14 y 21. La cuantificacién de los porcentajes de cierre de
las heridas confirmé las diferencias macroscépicas observadas. En el dia 7, se observé que la tasa de
cicatrizacion en los ratones tratados con MC +SPARC era significativamente mayor en comparacién con
las condiciones de MC WT y MC KD-SPARC. Aunque no se encontraron diferencias significativas entre MC
WT y MC KD-SPARC, se observd una tendencia hacia una menor tasa de cicatrizacién en este ultimo grupo.
A dia 10, se ve que la tasa de cicatrizacidn para la condicion MC +SPARC ronda el 100% vy sigue siendo
significativamente mayor que la de los ratones tratados con el medio derivado de células KD-SPARC. A
partir de este punto, hay un rapido progreso de la cicatrizacidn para las condiciones MC WT y MC KD-
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SPARCy a dia 14 se puede observar como la cicatrizacion es casi completa para la mayoria de los individuos
sin diferencias entre tratamientos, al igual que a dia 21 (Fig. 45).
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Figura 45. Tasa de cicatrizacidn. Andlisis de la tasa de cicatrizacion de heridas de ratones tratados con MC
WT, MC +SPARC y MC KD-SPARC. Se realiz6 el calculo de la diferencia entre el drea inicial de la herida y el
area de la herida en cada punto de tiempo. Se muestran los valores promedio de los individuos analizados
expresados en porcentajes y el error estandar. Se realizaron 3 réplicas biolégicas con al menos 3 ratones
por condicién. Se hicieron multiples comparaciones con pruebas de t student entre condiciones. Se
encontraron diferencias significativas a dia 7 entre los tratamientos MC WT y MC +SPARC con un p<0,01
(**); y entre MC +SPARC y MC KD-SPARC con p<0,001 (***). A dia 10 encontramos diferencias
significativas entre MC +SPARC Y MC KD-SPARC, p<0,01 (**). En el grafico se muestran los asteriscos que
indican las mayores diferencias encontradas en ese punto de tiempo.

En vista de las diferencias macroscopicas observadas, nos propusimos analizar las caracteristicas
histoldgicas del proceso de cicatrizacidn de las heridas en las condiciones mencionadas previamente. Para
ello, se tomaron muestras de piel de la zona que contiene la lesién a los 7 y 21 dias, se colocaron en formol
al 10% para ser procesadas mediante la técnica histoldgica de rutina y tefiidas con Hematoxilina-Eosina.
Cabe destacar que tanto la toma, preparacion y el andlisis histolégico de las muestras fue realizado por
profesionales especialistas de la catedra de Citologia, Histologia y Embriologia de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad de La Plata (UNLP).

Los cortes histoldgicos obtenidos de las heridas tratadas con inyecciones intradérmicas de MC WT
durante 7 dias, muestran el proceso de cicatrizacién normal. Podemos observar la regeneracion del tejido
epitelial, con un numero de capas celulares mayor al observado en las zonas de piel normal, y la presencia
de queratina en la region apical. Por debajo encontramos la dermis con un tejido conectivo (TC) muy
celular, donde podemos distinguir a los fibroblastos con sus nucleos ahusados caracteristicos entre otras
células alli presentes, capilares sanguineos y abundantes fibras colagenas (Fig. 46 A, a). A los 21 dias post-
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lesién, si bien la zona de la herida ha disminuido considerablemente, se observa una pequefia regién
donde el epitelio sigue siendo grueso, pero ha disminuido el nimero de capas, y el TC por debajo es
abundante, con fibras colagenas que se han reorganizado, formando haces de fibras mas gruesas y
dispuestas en todas las direcciones, lo cual se corresponde con el TC denso irregular que posee la dermis.
Aun no encontramos regeneracion de foliculos pilosos (Fig. 47 A, a).
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Figura 46. Imagenes de hematoxilina y eosina a dia 7 de cicatrizacion. Imagenes representativas de
preparados histolégicos de muestras de ratones inyectados con MC WT, MC +SPARC o MC KD-SPARC
tomadas a dia 7 luego de la primera inyeccién. Paneles A, B y C: muestras de la zona de la herida tefiidas
con hematoxilina y eosina, barra de escala: 500 um. Paneles a, b y c: aumentos de las zonas indicadas con
cuadrantes en los paneles A, By C, respectivamente, barra de escala: 100 um. Paneles D, E y F: imagenes
de zonas de piel normal tefiidas con hematoxilina y eosina donde se indican algunos componentes, E:
epitelio (epidermis), TC: tejido conectivo, FP: foliculo piloso (barra de escala: 100 um).

Luego analizamos el grupo de ratones que fueron tratados con MC +SPARC. Las muestras tomadas
a los 7 dias post-lesion no presentan grandes diferencias con respecto al grupo MC WT, solamente parece
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observarse una mayor celularidad en la dermis mas superficial, bien cercanas al epitelio, y en algunos
casos el tejido epitelial parece tener menor nimero de capas celulares (Fig. 46 B, b). A los 21 dias, en
general se observa una regeneracién completa de la piel, incluso con la formacién de foliculos pilosos.
Solamente en un caso se pudo ver la zona de la lesién, donde el tejido epitelial se ve normal, aunque por
debajo aln se observa TC cicatrizal (Fig. 47 B, b), pero la mayoria de los preparados se ven sin rastros de
lesion, como tejido normal (Fig. 47 E, e).
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Figura 47. Imagenes de hematoxilina y eosina a dia 21 de cicatrizacion. Imagenes representativas de
tinciones con hematoxilina y eosina de muestras histoldgicas de ratones inyectados con MC WT, MC
+SPARC o MC KD-SPARC tomadas a dia 21 luego de la primera inyeccion. Paneles A, By C: muestras de la
zona donde se encontraba la lesién, barra de escala: 500 um. Paneles a, b y c: aumentos de las zonas
indicadas con cuadrantes en los paneles A, By C, respectivamente, barra de escala: 100 um. Paneles D, E
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y F: imagenes de zonas de piel normal (barra de escala: 500 um) con sus respectivos aumentos, paneles
d, ey f (barra de escala: 100 um).

Por ultimo, aquellos ratones que fueron tratados con MC KD-SPARC presentaron diferencias
histoldgicas significativas con respecto a los dos grupos anteriores. A los 7 dias post-lesion, resulta
llamativo observar una marcada infiltracién celular en todos los casos, con abundante cantidad de
linfocitos que pueden distinguirse por su nucleo redondeado, bien pequefio y picndtico. También
encontramos gran cantidad de capilares sanguineos y vasos de pequefio calibre (Fig. 46 C, c). Un solo
individuo mostro un retraso mayor en el proceso de cicatrizacién de la herida ya que solo se observa tejido
cicatrizal en contacto con el exterior sin el tejido epitelial que lo reviste, y un proceso inflamatorio
exacerbado (Fig. 48). A los 21 dias, ha desaparecido el proceso inflamatorio, ya no se ven las células
infiltrantes, el tejido epitelial se asemeja a la zona de piel normal, y la capa de TC por debajo parece ser
de mayor espesor que en el resto de los grupos (Fig. 47 C, c).

Figura 48. Proceso de cicatrizacion retrasado en individuo tratado con MC KD-SPARC. A: Imagen de la
zona lesionada en uno de los individuos tratados con MC KD-SPARC donde la cicatrizacién se observaba
mas retrasada que el resto. La mayor parte de la dermis con el tejido conectivo (TC) no esta recubierta de
un epitelio (E) y se observa abundante infiltracion de células inmunes (barra de escala: 500 um). a: imagen
de mayor aumento (delimitada en la imagen A), se pueden ver los nucleos picndticos correspondientes a
linfocitos inflitrados (se indican algunos con flechas negras) y varios capilares (se indican algunos con
flechas amarillas). Barra de escala: 100 um.

Un tejido propiamente regenerado estd conformado por TC formado principalmente por fibras
colagenas densas dispuestas de manera irregular, lo que le confiere resistencia mecanica a la piel. Por el
contrario, una cicatriz fibrdtica estd compuesta por abundante fibras de colageno que son finas, estan
poco empaquetadas y se disponen de forma paralela a la epidermis. Si bien el analisis histoldgico permite
ver diferencias entre las condiciones a nivel microscépico, nos propusimos ahondar en las caracteristicas
del TC en formacién, ya que el tipo de fibras coldgenas que se forman, su disposicién y su nivel de
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empaquetado aportan informacion acerca del grado de avance y la calidad del proceso de cierre de la
herida. Para ello, decidimos realizar otra técnica histoldgica, el tricrdmico de Masson, donde las fibras
colagenas se tifien diferencialmente con el colorante verde luz. En la figura 49 podemos observar las tres
condiciones (MC WT, MC +SPARC y MC KD-SPARC) a los 7 dias post-lesidn. En las condiciones donde se
utilizé el MC WT o el MC +SPARC, se observan fibras intermedias, algo delgadas, con una disposicién
medianamente irregular entre medio de las células del TC, dando como resultado un TC levemente laxo.
Por el contrario, las heridas que fueron tratadas con el MC KD-SPARC poseen abundante tejido fibrdtico,
con fibras que se disponen algo alineadas entre si, paralelas a la membrana basal del tejido epitelial, y
forman haces mas delgados de fibras en comparacién con el TC de la dermis normal donde las fibras
forman gruesos paquetes. Con ello, podriamos concluir que tenemos heridas que fueron reparadas con
una mayor cantidad de tejido fibrético o que estadn mds retrasadas en el proceso de cicatrizacién (MC KD-
SPARC) y heridas que poseen menor cantidad de tejido fibrético o que han evolucionado mas en el cierre
de la herida (MC +SPARC).

MCWT MC +SPARC MC KD-SPARC

-

Zona
de lesion

Zona
normal

Figura 49. Imagenes histolégicas de tejido conectivo a dia 7 de cicatrizacion. Imagenes representativas
de tinciones con tricrdmico de Masson de muestras histoldgicas de ratones inyectados con MC WT, MC
+SPARC o MC KD-SPARC tomadas a dia 7 luego post-lesion. Se muestran zonas correspondientes a la
herida y zonas de piel normal. Barra de escala: 100 um.

Por ultimo, cabe destacar que al analizar el tricrdmico del individuo del grupo MC KD-SPARC que
mostré un marcado retraso en la cicatrizacidn, posee un TC muy laxo, con abundante celularidad que
indica un importante proceso inflamatorio asociado. Solo se observa una pequeia zona central en donde
se estd comenzando a formar el tejido fibrético para cerrar la herida (Fig. 50).
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Figura 50. Tejido conectivo de individuo con cicatrizacidn retrasada. A: Imagen a menos aumento de la
zona lesionada (ZL) en uno de los individuos tratados con MC KD-SPARC donde la cicatrizacion se estaba
mas retrasada. Se observa abundante tejido fibrético con fibras. Se muestra una zona normal (ZN) de piel
gue limita con la herida (barra de escala: 500 um). B: zona de lesién en mayor aumento, se pueden ver
los nucleos picndticos, redondeados correspondientes a linfocitos inflitrados, gran cantidad de fibras
coldgenas laxas (marca verde azulada) y numerosos capilares, algunos indicados con flechas rojas (barra
de escala: 100 um).

En resumen, los resultados sugieren que los medios condicionados de CMM-WJ aceleran el
proceso de cierre de herida, ya que la cicatrizacion normal para este modelo de lesion suele rondar lo +/-
21 dias®. Tanto en la condicién MC WT como en la de MC +SPARC, se vi6 a nivel microscépico un proceso
de cicatrizacidon normal, observando un cierre macroscépico de la herida a dias +/- 12 para la condicién
MC WT vy alrededor del dia 10 post-lesion para los ratones tratados con MC +SPARC. Pero lo mas
importante aun, es que la disminucion de SPARC en las células mesenquimales y en consecuencia, en su
MC, genera una retraso en la cicatrizacidn de los animales con un cierre de la herida alrededor del dia 14
(post-lesion) y evidenciado por un tejido conectivo mas inmaduro y una respuesta inflamatoria local que
podria estar retrasando el proceso de cicatrizacion.

En conclusidn, podemos afirmar que el secretoma de las CMM-WJ desempefia un papel crucial
en la regeneracion de heridas cutdneas, y este efecto esta directamente relacionado con la presencia de
SPARC. Nuestros resultados obtenidos in vitro sugieren que el medio condicionado de las células madre
mesenquimales contiene factores que regulan la migracion y proliferacién de queratinocitos vy
fibroblastos, células clave en el proceso de cicatrizacidn. Estos hallazgos adquieren mayor relevancia al
confirmar que estas diferencias también se observan en un modelo in vivo de regeneracion, donde vimos
gue los niveles de SPARC en el medio secretado por las CMM se correlacionan con un avance mas rapido
0 un retraso en la cicatrizacion.
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Discusion

En las ultimas décadas el interés en las terapias regenerativas basadas en CMM ha crecido
exponencialmente. La capacidad de autorrenovacién, diferenciacion a distintos linajes celulares y las
propiedades inmunomodulatorias de estas células, las convierten en candidatas con un gran potencial
para ser utilizadas como herramientas en diversas areas en el campo de la medicina regenerativa. Cada
vez son mas los grupos dedicados a investigar las caracteristicas y propiedades pro-regenerativas de las
CMM. En la actualidad, hay mas de 1400 ensayos clinicos registrados en diferentes fases de evaluacion,
en donde las CMM son utilizadas solas 0 en combinacidn con otros farmacos en numerosas enfermedades
y condiciones que, hasta la fecha, no disponen de tratamientos que resulten adecuados.

Recientemente, ha cobrado importancia la nocién de que las CMM ejercen sus efectos
principalmente mediante la accién de mecanismos paracrinos. El secretoma derivado de estas células esta
compuesto por un amplio repertorio de factores solubles y componentes contenidos dentro de las VE
qgue, se ha demostrado, estan implicados en procesos celulares como la proliferacién, diferenciacion,
migracidn, angiogénesis, inmunomodulacién y supervivencia. Estudios realizados en diferentes modelos
de enfermedades han mostrado que el uso del MCy VE derivado de mesenquimales es tan efectivo como
el trasplante de las propias células. Esto representa una notable ventaja, ya que abre la posibilidad al
desarrollo de terapias libres de células utilizando el secretoma derivado de las CMM como una alternativa
viable.

Aunque las CMM ofrecen numerosas ventajas, también presentan limitaciones relacionadas al
mantenimiento de su actividad bioldgica y su potencial terapéutico, los cuales tienden a disminuir con los
pasajes celulares. A raiz de esto, muchos grupos de investigacion buscan diferentes maneras de modificar
estas células con el fin de acentuar sus caracteristicas beneficiosas y aumentar su vida util. Ademas, es
fundamental poder obtener una cantidad y calidad adecuada de células o de su medio derivado, que
cumpla con los requisitos para su aplicacion clinica. Por lo tanto, el principal desafio en el uso de las CMM
radica en el desarrollo e implementacidn de protocolos estandarizados que permitan potenciar de manera
Optima las propiedades regenerativas de estas células, asi como amplificarlas de forma rapida y eficiente.

En funcion de lo mencionado previamente, en el presente trabajo nos propusimos poner a punto
el cultivo en suspension de las CMM en nuestro laboratorio, de manera tal de poder amplificarlas de
manera mas eficiente, modificarlas genéticamente con el objetivo de aumentar sus propiedades
terapéuticas y por ultimo, aislar el medio derivado de las CMM genéticamente modificadas y estudiar sus
efectos regenerativos.

Para empezar, siguiendo protocolos previamente descriptos en la bibliografia pasamos de cultivar
las CMM de manera tradicional (2D), como se realizaba de rutina en nuestro laboratorio, a cultivarlas en
suspension (3D) utilizando microcarriers como superficie de anclaje para las células y spinner flasks como
recipientes contenedores. Entre las diversas opciones para el cultivo a gran escala de CMM, los sistemas
basados en microcarriers presentan numerosas ventajas en términos de escalabilidad, seguimiento del
proceso y simplicidad operativa®®®. En linea con esto, podemos decir que la implementacién de esta
técnica para el cultivo de CMM-WIJ resultd sencilla y sin complicaciones en su manipulacion. Las células
adheridas a los microcarriers proliferan hasta llegar a confluencia, lo que coincide con un decrecimiento
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en la concentracién de glucosa del medio de cultivo, por lo que podemos decir que la medicidn de este
parametro permite estimar indirectamente el crecimiento de las células facilitando el seguimiento del
proceso. En cuanto a la escalabilidad, con el sistema 3D obtuvimos 1,56 veces mas células que en 2D, en
un unico spinner flask, contra 15 placas de 150 mm. Si se evalla en cuanto al espacio ocupado en las
incubadoras, teniendo en cuenta que sélo usamos la mitad de la capacidad del spinner, podriamos llegar
a tener mas del doble de células en un mismo recipiente mientras que para 2D necesitariamos mds de 30
placas de 150 mm que ocuparian la mitad de una incubadora. Sumado a que un spinner utiliza 120 mL de
medio de cultivo en su capacidad maximay 30 placas consumen 600 mL de medio. Con lo cual, concluimos
que el sistema 3D empleado es mas eficiente en términos de costo/tiempo ya que, no solo se obtiene una
cantidad de células considerablemente mayor que en el cultivo tradicional, sino que también se reduce el
tiempo de trabajo en el flujo laminar, el espacio ocupado en las incubadoras y los insumos requeridos.

Si bien estd reportado que el cultivo en suspension no modifica la identidad ni las principales
caracteristicas de las CMM®% %8 corroboramos de todas formas la identidad de las CMM-W!I cultivadas en
3D, analizando la presencia y ausencia de los principales marcadores utilizados como criterio de
clasificacidn. Los resultados de este analisis confirmaron la presencia de los marcadores CD90, CD73 y
CD105 y la ausencia de CD45, CD34, CD14 y HLA-DR, en linea con lo reportado para este tipo celular®, sin
diferencias de expresidon comparado con las células cultivadas tradicionalmente, tal como se esperaba.

Profundizando mas en el anadlisis, evaluamos la expresién de algunos genes que codifican para
proteinas que se encuentran en la [ldmina basal de las células y cumplen un rol clave en su adhesién. Dadas
las diferencias observadas en el crecimiento de las células y que el cultivo en suspension es muy distinto
al cultivo tradicional en cuanto a la superficie de adherencia, sumado a las condiciones fisicas a las que
estdn sometidas al estar en agitacion constante, nos resulté interesante estudiar si esto se traduce en un
cambio en la expresién de los genes mencionados. El andlisis de expresidon en general mostré una
tendencia a un aumento en la expresidon de estos genes en las células cultivadas en 3D en relacién con las
células crecidas en placas. Siendo esta diferencia significativa para la expresion de colageno al vy las
lamininas a5, B1, B3 y y1. Tanto las lamininas como el colageno son de los principales componentes de la
ME, que proporcionan soporte estructural a células y tejidos. Intervienen en la adhesién celular al
interactuar con los receptores de integrina de la superficie celular’®72, La unidn de las lamininas a las
integrinas promueve la adhesién y la migracién celular, que son procesos importantes para las CMM
durante, por ejemplo, la regeneracidn tisular. De hecho, se ha demostrado que las lamininas mejoran la
adhesién y proliferacion de las CMM in vitro™. Por lo que el aumento de expresidn registrado podria estar
relacionado a las condiciones en las cuales estamos amplificando las células.

Continuando con el andlisis, medimos la expresién de algunas integrinas de membrana. Que
también desempefan un papel crucial en las CMM al mediar en la adhesién, migracién y sefializacion
celular. Son receptores transmembrana que interactian con la ME y transmiten sefiales desde la matriz
al interior celular’®. De las proteinas analizadas, sdlo encontramos diferencias de expresién para CD49A,
también conocida como integrina al. Los resultados revelaron una disminucidén en expresion de esta
integrina en las CMM-WI/ cultivadas en suspensién. La integrina al forma un heterodimero con la
subunidad B1 para constituir uno de los principales receptores de lamininas y coldgeno’. Por lo que la
disminucion de la expresion de la integrina al observada podria estar relacionada con las diferencias de
expresion de las lamininas y el coldgeno al mencionadas previamente. Trabajos previos han demostrado
qgue en los sistemas de cultivo 3D, las integrinas responden a las propiedades mecdnicas de la ME
regulando diferentes procesos, entre ellos la proliferacién y migracién celular, y el comportamiento de las
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células en general’®”’. En consonancia con lo reportado por otros grupos, estos resultados indican que el
cultivo 3D tiene un efecto en la expresién de moléculas estudiadas y que estos cambios podrian estar
influyendo en las diferencias que observamos en cuanto al crecimiento acelerado de las CMM-WJ
cultivadas en suspension.

En resumen, logramos establecer un protocolo de cultivo mas eficiente que el tradicional en
términos de costos y tiempo. Este protocolo puede ser utilizado de manera rutinaria en el laboratorio
para amplificar las CMM a una escala adecuada para futuras aplicaciones clinicas.

Entre las numerosas enfermedades y afecciones que, hasta el momento, no cuentan con
tratamientos efectivos para las personas que las padecen, se encuentran las lesiones o heridas dérmicas
de gravedad. Este tipo de lesiones pueden producirse por procesos fisiopatoldgicos como, por ejemplo,
en personas con diabetes, cancer, infecciones y de edad avanzada; o por traumas (accidentes,
guemadauras, etc) y procedimientos quirurgicos. Desde el punto de vista demografico, el nimero de
pacientes que sufren heridas crénicas y trastornos de la cicatrizacidon estd alcanzando proporciones
epidémicas, tanto en términos de salud humana como econdmicos’®’®, Por lo tanto, desarrollar
tratamientos que aceleren la cicatrizacién de heridas es de suma importancia. Distintos trabajos han
demostrado que las propiedades regenerativas e inmunomoduladoras de las CMM, podrian ser
aprovechadas para el desarrollo de tales tratamientos. En este sentido, las CMM constituyen una
herramienta de enorme potencial, ya participan en la regulacién de diversos mecanismos que forman
parte de todas de las fases del proceso de regeneracion tisular.

Siguiendo con el objetivo del trabajo, nos propusimos modificar a las CMM-WJ con el fin de
aumentar sus propiedades pro-regenerativas, en particular, en el contexto de cicatrizacion de heridas
dérmicas. Para ello, el primer paso consistid en elegir un gen candidato. Como ya explicamos en la
introduccion, SPARC es una glicoproteina asociada a la ME altamente conservada que exhibe diversas
funciones bioldgicas, incluyendo su implicacion en la adhesién, migracién y proliferacién celular, el
ensamblaje de la ME, la sefializaciéon de factores de crecimiento como bFGF, VEGF, PDGF y TGF-B, la
modulacién de proteasas, diferenciacion y supervivencia celular®-21, Su naturaleza multifuncional pone
en relieve su importancia en diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos. Por otro lado, muchos de los
mecanismos mencionados son de suma importancia para que el proceso de regeneracion de heridas
progrese de manera normal. Sumado a esto, SPARC es una proteina de secrecidon y forma parte del
secretoma de las CMM, que es el principal mediador de los efectos de estas células sobre las células
receptoras. Por este motivo, nos parecid interesante estudiar codmo la modificacidn de la expresién de
SPARC en las CMM-W/J influye en los mecanismos regulados por las mismas a través de su secretoma, en
el contexto de cicatrizacion.

Las CMM pueden ser modificadas genéticamente mediante diferentes estrategias. Las mas
comunes incluyen la transfeccion con vesiculas lipidicas, la microinyeccion, electroporacién y por ultimo
la transduccién con distintos vectores virales®. Teniendo en cuenta que las propiedades terapéuticas de
las CMM disminuyen notablemente con los pasajes in vitro, para este proyecto, optamos por utilizar la
técnica que nos permitiera modificarlas genéticamente de manera mas eficiente, conservando una alta
viabilidad celular para poder continuar amplificdndolas rapidamente y utilizarlas y, que la vez, fuese
compatible con la escalabilidad del cultivo. Por estas razones, elegimos la técnica de transduccion viral.
En particular, transducciéon mediante vectores lentivirales, ya que éstos, a diferencia de otros tipos de
vectores virales, integran el transgén al genoma de la célula blanco, generando una poblacién estable,
gue ademas puede ser seleccionada si se acopla al gen de interés una gen de resistencia a antibidtico.
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La estrategia elegida, consistié en generar dos condiciones diferentes, una en la que las CMM-W)
sobreexpresaran SPARC (CMM-WJ +SPARC), y otra en la que la expresion estuviese disminuida (CMM-W)J
KD-SPARC), con respecto a las CMM-WJ wild type. Luego de la transduccién y post-seleccion de las células,
analizamos la presencia de SPARC en las muestras de los lisados celulares confirmando que efectivamente
logramos nuestro objetivo, obteniendo las poblaciones CMM-WJ +SPARC y CMM-WJ KD-SPARC. Estos
resultados fueron confirmados por la observacidon de SPARC mediante inmunofluorescencia indirecta y
microscopia, donde ademas vimos que su localizacién no varia entre condiciones. Por otro lado, partiendo
de la base de nuestra eleccién de usar las CMM como herramientas regenerativas por sus caracteristicas
intrinsecas, es sumamente importante que las células modificadas conserven la identidad de CMM. Por
lo tanto, caracterizamos las poblaciones celulares generadas midiendo la expresién de los marcadores
tipicos de membrana usados como criterio de clasificacidn. Nuestros resultados confirman que las células
modificadas no tienen su identidad de célula mesenquimal comprometida.

Puesto que SPARC estd involucrada en la regulacidn de la proliferaciéon celular, evaluamos el ciclo
celular de las CMM-WJ modificadas, un regulador clave para el proceso de proliferacidn. Los resultados
mostraron un leve aumento de la proporcion de células KD-SPARC en la fase G1 del ciclo. Si bien el
mecanismo exacto por el cual SPARC regula la proliferacidn celular ain no se conoce, se sabe que regula
la expresidn y la actividad de diversas integrinas. Entre ellas, las integrinas aVB5 y a6, que median los
mecanismos de adhesién de las células a la ME, y determinan, junto con otros mecanismos, el progreso
de las células de la fase G2 a la fase mit6tica®. Otros trabajos, sustentan esto demostrando que el
agregado de SPARC exdgeno a distintos tipos celulares, induce el redondeamiento de las células necesario
para que ocurra la mitosis®. Estos hallazgos van en linea con lo observado en el ciclo celular de las células
KD-SPARC. Contrario a lo que esperamos, no vimos diferencias en el ciclo celular de las células +SPARC.
Cabe destacar que macroscépicamente, no notamos grandes diferencias en el crecimiento de estas
células al manipularlas en cultivo.

Extendiendo un poco mas el andlisis, evaluamos la expresidn de varias integrinas de membrana,
algunas de las cuales estd reportado que estan reguladas por SPARC, y tampoco encontramos diferencias
en su expresién. Con estos resultados podemos decir que SPARC podria estar influyendo en el ciclo celular
de las CMM-W]J, dado que su disminucion se ve reflejada en un aumento de células en la fase G1, pero se
necesitan hacer mas estudios para poder asegurar que esto sea asi.

En resumen, generamos CMM-W)J genéticamente modificadas para la expresidén de la proteina
SPARC, que no difieren en cuanto a identidad, caracteristicas morfoldgicas ni de proliferacién con las
células wild type. Es importante mencionar también, que el protocolo de transduccién viral usado para
modificar las CMM-WJ, cumplid con las expectativas y resultd eficiente en cuanto al porcentaje de células
modificadas que luego pudieron amplificarse rapidamente para posteriores ensayos y generacidn de
stocks. Mds aun, realizamos el ensayo en repetidas ocasiones con diferentes batch de células obteniendo
los mismos resultados con respecto a la expresidon de SPARCYy las caracteristicas de las células modificadas,
es decir que es un protocolo facilmente reproducible (datos no mostrados).

Parte del objetivo de este trabajo fue analizar la capacidad regenerativa de las CMM modificadas
mediada por su secretoma. El secretoma de las CMM, compuesto tanto por factores solubles como por
factores contenidos dentro de las VE, como los exosomas, es el principal efector de las propiedades
regenerativas que tienen estas células. Pensando en el futuro desarrollo de terapias de aplicacion clinica,
el uso del secretoma como herramienta terapéutica presenta muchas ventajas. Para empezar, resuelve
varias consideraciones de seguridad asociadas a las terapias con células vivas. Puede evaluarse en cuanto
a seguridad, dosificacién y potencia de forma andloga a los agentes farmacéuticos, al igual que también
puede ser almacenado de manera simple y por largos periodos de tiempo. Reduce los costos de
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mantencién de células en cultivo, ya que rdpidamente se puede obtener medio derivado de estas sin
necesidad de amplificarlas por largos periodos de tiempo. El contenido biolégico del secretoma obtenido
podria modificarse para obtener los efectos celulares deseados. Y, por ultimo, su aplicacién clinica seria
més simple de implementar®®28, Es por esto, que nos propusimos aislar el secretoma de las CMM-W]
modificadas para estudiar sus caracteristicas y potencial de regeneracién de heridas.

Estudiamos el efecto del MC derivado de las células WT, +SPARC y KD-SPARC en un modelo in
vitro de cicatrizacién de heridas. La fase de migracion es el evento limitante en este proceso. Por lo que,
la mayoria de los ensayos que estudian la cicatrizacién de heridas se basan en ensayos de migracién, en
los que se evalla el desplazamiento de las células hacia el area herida. Basandonos en lo descripto en
bibliografia, optamos por uno de los modelos mas simples utilizados, y evaluamos la migracién de
gueratinocitos de piel humana frente a la exposicion a los MC derivados de las CMM-WJ WT, y
modificadas. En linea con lo reportado en estudios previos donde se demostré que el MC de las CMM
acelera el cierre de herida en cultivos con fibroblastos y queratinocitos®°. Nuestros resultados muestran
un claro efecto pro-migratorio sobre los queratinocitos, mediado por el secretoma de las CMM-WJ. Esto
se evidencia con un mayor desplazamiento y cobertura del drea de la herida en comparacién con los
gueratinocitos que fueron cultivados con un medio no condicionado. Interesantemente, la capacidad
migratoria de los queratinocitos varia segun al MC al que son expuestos, lo que sugiere que el secretoma
de las CMM-WI tiene composiciones distintas segiin provenga de las células WT, +SPARC o KD-SPARC. En
contraste con el MC de las células WT, notamos una tendencia a que los queratinocitos migren mas
cuando el medio utilizado deriva de las células que sobreexpresan SPARC. Por el contrario, el MC derivado
de las células KD-SPARC induce una disminucién de la velocidad de migracién de lo queratinocitos,
retrasando el cierre de la herida.

Sumado a la migracion de fibroblastos y queratinocitos (entre otros tipos celulares) que ocurre
durante la cicatrizacion de heridas, es necesario que los mismos también proliferen. Dicho esto,
estudiamos el efecto de los MC en el ciclo celular de queratinocitos y fibroblastos de piel humana. En
ambos tipos celulares vimos un efecto de los MC sobre su ciclo celular e interesantemente este efecto es
inverso en un tipo celular que en el otro. En cuanto a los queratinocitos, hay una tendencia a que la tasa
de proliferacion disminuya por efecto del medio derivado de mesenquimales, en contraste con el medio
no condicionado, ya que hay un aumento en la proporcion de células en la fase G1 acompafiado de una
disminucién en las fases S y G2. Este efecto es ain mayor cuando las células son tratadas con MC KD-
SPARC. Fuller et al. demostré que el MC de CMM tiene un muy leve efecto sobre la tasa de proliferacién
de queratinocitos, mientras que el principal efecto ejercido del mismo es sobre la migracién, tal como
observamos en nuestros resultados®. Por otro lado, el efecto sobre el ciclo celular de los fibroblastos es
inverso al de los queratinocitos. Se observa que cuando las células son tratadas con los MC (en
comparacion con las células cultivadas en DMEM) hay un aumento de la tasa proliferativa evidenciado
por una proporcidn creciente de células en las fases S y G2 al mismo tiempo que disminuye la proporcién
de células en la fase G1, cuando las células son tratadas con los MC en comparacion con las células
cultivadas en DMEM. Al igual que para los queratinocitos, la mayor diferencia se observa cuando el medio
usado es el derivado de las células KD-SPARC. Estos resultados refuerzan datos previamente publicados
donde se describe un efecto pro-proliferativo del MC de CMM sobre fibroblastos dérmicos®2.
Llamativamente, observamos que, para ambos tipos celulares el MC +SPARC tiene un efecto “intermedio”
entre los efectos observados con MC WT y MC KD-SPARC. Como se menciond con anterioridad, SPARC
interactua con diversas integrinas y componentes de la ME, los cuales son claves en la regulacion de la
adhesion celular y la progresion del ciclo celular®*%2, Especulamos que el efecto observado podria deberse
a que hay un fino equilibrio entre las interacciones de integrinas y otras proteinas, entre ellas SPARC, que
determinan la progresién de las células de una fase a otra del ciclo, el cual se ve perturbado cuando los
niveles de SPARC en el medio no son los normales. Sin embargo, habria que examinar con mayor
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profundidad cuales otro factores podrian estar influyendo en este proceso. Y, por ultimo, es importante
volver a resaltar que el efecto de los MC, principalmente de los derivados de las CMM-WJ modificadas
tienen efectos que son célula receptora dependiente. Esto se sustenta con numerosos trabajos en los
cuales se ha demostrado que los efectos y funciones ejercidas por SPARC son célula y contexto
dependiente®,

Asimismo, aislamos los exosomas derivados de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC. Estas
microvesiculas son un componente importante del secretoma de las células y diversas investigaciones
demostraron que transfieren su cargo en las células receptoras ejerciendo diferentes efectos, en
particular, los exosomas derivados de CMM tienen efectos pro regenerativos que fueron estudiados en
muchos modelos patoldgicos®™®*. Luego de aislar estas vesiculas, realizamos un ensayo de funcionalidad
evaluando la incorporacién de los exosomas marcados incubandolos con células receptoras y
confirmamos que las vesiculas aisladas de las tres condiciones son funcionales y pueden ser incorporadas
por las células blanco. Esta informacién nos permite agregar que el efecto observado en los ensayos in
vitro realizados también podria estar relacionado al contenido de los exosomas presentes en los MC que
son incorporados por los fibroblastos y los queratinocitos. Por cuestiones de tiempo, no llegamos a probar
si los efectos biolégicos observados se deben a los factores solubles del MC de las CMM, a los factores
contenidos dentro de los exosomas o a una sinergia entre ambos componentes. En un futuro,
pretendemos continuar con el estudio del potencial regenerativo de los exosomas.

En base a estos resultados, donde observamos un efecto del secretoma de las CMM SPARC-
dependiente sobre mecanismos claves para la regeneracién de heridas, como lo son la migracién y
proliferacién celular, nos propusimos avanzar un paso mas en el estudio de su potencial regenerativo
mediante un ensayo de cicatrizacién de heridas utilizando un modelo in vivo. En investigaciones previas,
se ha reportado que las células mesenquimales tienen un rol significativo en la cicatrizacién de heridas y
regeneracién de tejidos y que este rol estd mediado principalmente por su secretoma®. En funcién de
esto, evaluamos el efecto del tratamiento de heridas de ratones con inyecciones intradérmicas de MC
derivado de CMM-WJ WT, +SPARC y KD-SPARC. Durante el transcurso del experimento, observamos
diferencias macroscépicas notables en el tamafo de la herida y la velocidad de cierre entre los distintos
grupos. Las principales diferencias se observaron a los 7 dias de iniciar el tratamiento, donde la tasa de
cicatrizacion fue significativamente mayor en los ratones tratados con MC +SPARC y se veia claramente
retrasada en los ratones tratados con MC KD-SPARC. Esto fue en consonancia con lo registrado a dias
posteriores, donde observamos a simple vista un cierre total de la herida de los individuos tratados con
MC +SPARC a dia 10 de iniciado el ensayo, seguido de los grupos MC WT y MC KD-SPARC, cuyas heridas
cerraron alrededor de los 14 dias. En estudios previos, Amitabha et al., demostrd que ratones knockout
(KO) para SPARC presentaban un retraso en la cicatrizacidon de heridas, sumado a esto, realizé ensayos de
cierre de herida in vitro con fibroblastos derivados de estos ratones KO donde observd un retraso en la
migracidon con respecto a fibroblastos de ratones wild type. Interesantemente, al agregar SPARC
purificado, el retraso en la migracidon fue revertido®. En cierta forma, esto apoya nuestros resultados, si
bien en nuestro sistema los ratones tratados expresan SPARC, es evidente que los medios provenientes
de las CMM donde la expresion de SPARC estd modificada interfiere directamente sobre mecanismos
involucrados en la cicatrizacion.

El andlisis microscépico de las muestras histoldgicas de los ratones tratados con los MC, mostré
ciertas caracteristicas que refuerzan los resultados vistos hasta ahora. Tanto en el grupo tratado con MC
WT como con MC +SPARC, se observaron procesos de cicatrizacion normales, aunque pudimos notar un
grado de avance levemente mayor en el grupo MC +SPARC. En linea con lo reportado, esto podria
explicarse en principio por la diferencia en el nivel SPARC presente en ambos medios. Como ya vimos,
SPARC regula la migracion y proliferacidn celular, asi como también interactia con diversos componentes
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de la ME y regula la actividad de metaloproteasas, de esta manera podria estar favoreciendo y acelerando
la re-epitelizacion®’.

Con respecto el grupo MC KD-SPARC, el retraso en la cicatrizacidon observado a nivel macroscdépico
también fue confirmado microscépicamente. Las lesiones de estos individuos en general muestran un
tejido conectivo muy laxo e inmaduro con numerosos capilares sanguineos y una infiltracién llamativa de
células inmunes, lo que evidencia un proceso inflamatorio que también estaria contribuyendo al retraso
en la cicatrizacion. En linea con esta observacién, estd reportado en varios trabajos que SPARC regula la
inflamacién en diferentes contextos. Said y colaboradores demostraron que en cédncer de ovario por
ejemplo, la sobreexpresién de SPARC regula negativamente la respuesta inflamatoria; por otro lado, Riley
y Bradshaw describieron que los ratones KO para SPARC padecen procesos inflamatorios exacerbados®.

El tejido conectivo estd formado principalmente por fibras coldgenas, las cuales son sintetizadas
por los fibroblastos’. Para ello, estas células deben proliferar y migrar a la zona lesionada donde
produciran el tejido fibrdético para cerrar la herida. Como vimos antes, la ausencia de SPARC en el MC de
las mesenquimales, induce un aumento en la proliferacion de fibroblastos de piel humana. Esto podria
explicar por qué en los ratones tratados con el medio KD-SPARC se ven numerosos fibroblastos y tienen
una gran cantidad de tejido conectivo.

Al finalizar el ensayo a dia 21, la regeneracidn del tejido fue completa para el grupo tratado con
MC +SPARC. El grupo tratado con MC WT, mostré un alto grado de regeneracion, aunque todavia se
podian distinguir zonas del tejido con epitelio mas grueso que el epitelio normal de los ratones. Y, por
ultimo, en los ratones tratados con MC KD-SPARC se vio un epitelio normal, pero con una extensa capa de
tejido conectivo por debajo, lo que podria indicar una cicatrizacion fibrdtica.

Los resultados presentados en este trabajo confirman la hipdtesis planteada en un principio.
Demostramos que el MC de CMM que sobreexpresan SPARC tiene un efecto pro regenerativo en heridas
dérmicas. Asimismo, la disminucidon de SPARC en el MC de las CMM, induce un retraso en la cicatrizacion.
Resta estudiar si el efecto mediado por el secretoma se debe solamente a las diferencias del nivel de
SPARC presente en el medio de las mesenquimales, o a una sumatoria de factores diferencialmente
expresados y secretados por las células a raiz de la modificacion de SPARC en las mismas. Son muchos los
mecanismos en los cuales esta reportado que SPARC tiene un rol regulatorio, muchos de estos estan
directamente relacionados con el proceso de cicatrizacion de heridas. Se ha reportado que, dependiendo
del contexto, SPARC puede estimular o inhibir diferentes procesos como la adhesién, migracion,
proliferacién, diferenciacion, angiogénesis, inflamacién y supervivencia de las células®®*"*%. Muchos
estudios en modelos de regeneracion, incluido el presente trabajo, demostraron que SPARC tiene un rol
clave como factor regenerativo. Si bien los mecanismos por los cuales ejerce sus funciones no estan
descriptos en su mayoria, existe mucha evidencia de su participacion en diversos procesos asociados a la
regeneracién de heridas. Sumado a esto, logramos poner a punto un sistema de cultivo y aislamiento del
secretoma de las CMM que es eficiente y facilmente escalable.

En conclusion, consideramos que nuestros hallazgos son de suma importancia y establecen a
SPARC como un nuevo blanco terapéutico de estudio que tiene un enorme potencial para ser explotado
en el campo de la medicina regenerativa. Ademas, pusimos a punto un protocolo compatible con un
futuro desarrollo biotecnoldgico a gran escala de posibles tratamientos basados en el secretoma de las
CMM que mejoren la cicatrizacidn de heridas.
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Conclusiones

e El cultivo de CMM en 3D es mas eficiente que el cultivo tradicional.

e Elsistema de cultivo 3D permite aislar MC y exosomas derivados de un gran numero de células.

e Los exosomas aislados de las CMM cultivadas en 3D son funcionales.

e EL MC de CMM tiene un efecto pro-migratorio en queratinocitos de piel humana SPARC-
dependiente.

e El MC de CMM tiene un efecto pro-proliferativo en fibroblastos de piel humana SPARC-
dependiente.

e Elandlisis sobre la cicatrizacién de heridas en ratones mostré que el MC de CMM KD-SPARC induce
un retraso de la misma.

e El tratamiento de las heridas de ratones con MC +SPARC produjo una aceleracién en el proceso

de cicatricacion.

e ElI MC derivado de CMM que sobreexpresan SPARC tiene un efecto pro-regenerativo.
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