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RESUMEN

Las lesiones musculoesqueléticas son el tipo de lesién mds frecuente que sufren los animales
de competencia. Debido a la naturaleza crénica y degenerativa de las lesiones, en la mayorfa
de los casos no logran volver a competir. Dentro de las alternativas terapéuticas mas novedo-
sas se encuentra el uso de células madre mesenquimales. Estas células son multipotentes y de
facil obtencién a partir de diversos tejidos adultos. Aunque originalmente se consideré que
su potencial terapéutico residia en su capacidad de reemplazar las células muertas o danadas,
y de esta manera restaurar el tejido, actualmente se ha demostrado que su efecto terapéutico
ocurre como resultado de un efecto paricrino que ejercen en su entorno. El mismo consiste en
la liberacién de diversas moléculas contenidas en pequenas vesiculas extracelulares, como los
exosomas y las microvesiculas. Los avances presentes hasta el momento han demostrado el po-
tencial terapéutico de estas vesiculas en diversas patologfas en distintos modelos animales, pero
dentro de la medicina veterinaria atin no existen trabajos que reporten protocolos estandariza-
dos de purificacién y dosis de administracidn especificas. Una terapia libre de células basada en
la aplicacién de vesiculas extracelulares presentaria importantes ventajas desde el punto de vista
de la logistica de transporte y almacenamiento de las muestras, entre otros aspectos. Nuestro
laboratorio cuenta con un servicio de derivacién y banco de células mesenquimales equinas pa-
ra su aplicacién en terapias regenerativas, por lo que nos resulté relevante evaluar un potencial
abordaje que permita un mayor aprovechamiento de estas células y optimizacién del agente
terapéutico. De esta manera, el presente trabajo plantea la hipétesis de que la presencia de ve-
siculas extracelulares extraidas de células mesenquimales aumenta la capacidad proliferativa y
regenerativa de fibroblastos equinos cultivados in vitro. Los resultados aqui presentados per-
miten confirmar que fue posible purificar vesiculas extracelulares mediante un protocolo de
sucesivas centrifugaciones. Las vesiculas se caracterizaron respecto a sus tamafios, de entre 50 a
200 nm, y se detectaron segiin marcadores de superficie especificos como TSG-101 y Anexina
II. Se observé también la transferencia de vesiculas a fibroblastos en cultivo en dosis de 0,5, 2y
s ug/ml. Ademds, fue posible medir en ensayos funcionales 7 vitro los efectos de su aplicacién
en una dosis de 1 ug/ml. Se observé que la adicién de vesiculas extracelulares al medio de culti-
vo aumentaba la capacidad migratoria de las células y se evalué de manera preliminar su efecto
en la proliferacién celular. Los resultados aqui presentados indican que vesiculas extracelula-
res provenientes de células mesenquimales son capaces de ser incorporadas por fibroblastos

equinos y tendrian un efecto beneficioso en la migracién y proliferacién celular.
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ABREVIATURAS

Ad-MSC: células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo.
ACS: suero autdlogo condicionado.

APS: solucién proteica autéloga.

BCA: 4cido bicinconinico.

BM-MSC: células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea.
Bregs: cé¢lulas B regulatorias.

BSA: sero-albiumina bovina.

CB: cracking buffer.

DC: células dendriticas.

DMEM: medio de cultivo Dulbecco Minimum Essential Medium.
ESC: células madre embrionarias.

ESCRT: complejo de sorting endosomal requerido para el transporte.
ILV: vesiculas intraluminales.

IMC: indice de masa corporal.

iPSC: células madre pluripotentes inducidas.

ISCT: Sociedad Internacional de Terapia Celular.

ISEV: Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares.

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad.

MSC: células madre mesenquimales.

MVB: cuerpos multivesiculares.

NTA: andlisis de t7acking de nanoparticulas.

PBS: phosphate-buffered saline.

PEG: polietilenglicol.

PRP: plasma rico en plaquetas.

RT-qPCR: reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa y en tiempo real.

SFB: suero fetal bovino.

TEM: microscopfa electrénica de transmision.
Thi/2: T-belper 1/2.

Tregs: células T regulatorias.

VE: vesiculas extracelulares.
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I InTrRODUCCION

I.I. RELEVANCIA CLINICA: SALUD EQUINA EN ANIMALES DE

ALTA COMPETENCIA

Los caballos representan un enorme valor como animales deportivos y de compaiia. En
nuestro pafs, los deportes ecuestres, como el salto y el polo, cuentan con una gran popularidad
y su practica ha obtenido un prestigio altamente reconocido debido a la enorme cantidad de
equinos criados localmente que se destacan en diferentes campeonatos internacionales cada
afio. Esto le ha permitido a la industria hipica nacional tener un valor agregado y un impacto
econdmico significativo en el pais. Segtin datos del Ministerio de Agricultura, Argentina es el
tercer productor mundial de caballos de carrera y el primer productor de caballos de polo, lo
que refleja la calidad y el prestigio de los equinos nacionales [1].

La salud equina es una de las principales preocupaciones para la industria, ya que el cos-
to por lesiones y enfermedades en animales deportivos en todo el mundo alcanza los miles de
millones de délares cada afio. Los tipos y la ubicacién anatémica de las lesiones varfan entre
disciplinas deportivas, niveles de competicién y edad, pero en todos los casos las lesiones arti-
culares y musculoesqueléticas son de las més frecuentes [2]. Por ejemplo, en el polo, estudios
revelaron que las lesiones mas frecuentes son las de tendén (76.5 %; CI 67.3-85.8), cojera (8.6 %
CI 2.5-14.8) o dolores de menudillo (3.7 %; CI 0.0-7.8), entre otras [3]. Estas pueden ocurrir
como resultado de un trauma, como una caida o un accidente, o pueden ser causadas por un
desgaste excesivo durante el entrenamiento y competencia de los animales. Ademds, también
priman otro tipo de condiciones como la osteoartritis, tendinitis, enfermedades articulatorias

y distintos tipos de fracturas [4].

I.I. PATOLOGIA Y TRATAMIENTO

Las enfermedades y lesiones musculoesqueléticas estin generalmente asociadas con sinto-
mas dolorosos que pueden ser leves y requerir un tiempo de recuperacién relativamente corto,
o pueden ser graves y requerir un tratamiento especifico y prolongado [5]. La inflamacién, por
ejemplo, es uno de los factores identificados que influencian en el balance entre regeneracion,

fibrosis local o fibrosis diseminada, siendo esta tltima la que finaliza en patologfas prolonga-
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das debido a la mala cicatrizacion, lo cual limita la regeneracién [6]. En particular, las lesiones
en tendones y ligamentos son las de mayor relevancia clinica en la mayorfa de las disciplinas
deportivas, principalmente por su pobre capacidad de cicatrizacién y la consecuente tenden-
cia a desarrollar trastornos crénicos o de naturaleza degenerativa [2]. Esto implica que, en una
gran cantidad de casos, los animales no pueden volver a entrenar ni competir o deben esperar
largos perfodos de tiempo para hacerlo. Incluso, en los casos mds graves, puede resultar nece-
sario acudir a la eutanasia [7]. Numerosas investigaciones han demostrado que los problemas
ortopédicos son el principal motivo de pérdida de capacidad de entrenamiento y muerte en
caballos atléticos [8—11], siendo responsables de mas del 70 % de los dias perdidos de entrena-

miento tanto en caballos de salto como de carrera [12].

Las terapias disponibles actualmente para que el animal vuelva a entrenar luego de unalesiéon
se limitan, en general, a la terapia kinesiolégica después de una correcta hidratacién, hielo y
vendaje [4], y en algunos casos se emplean anti-inflamatorios no esteroideos. Sin embargo, estas
opciones terapéuticas brindan soluciones a corto plazo, en donde el tejido reparado no tiene las
mismas caracteristicas de elasticidad y fuerza que el tejido original, y por ende concluyen en una
elevada tasa de recurrencia de las lesiones. De hecho, la cicatrizacién parcial de la lesion finaliza
generalmente en una fibrosis dificil de tratar, debido a una sobre-acumulacién de componentes
de la matriz extracelular [13]. Es por esto que en la medicina veterinaria existe una busqueda
activa por alternativas terapéuticas que le permitan al animal regenerar el tejido dafado, reducir

el tiempo de recuperacién y mejorar su calidad de vida en general.

1.2. EL POTENCIAL TERAPEUTICO DE LA MEDICINA

REGENERATIVA

La medicina regenerativa es una disciplina que emerge a partir de la medicina traslacional
para suplir los mecanismos naturales de reparacién del organismo. Es decir, busca establecer
intervenciones terapéuticas que faciliten la restauracién de un 6érgano o tejido para el cual los
mecanismos endégenos de reparacién pueden no ser suficientes, ya sea por falta de células pro-
genitoras en organismos de edad avanzada, o debido a la baja capacidad regenerativa intrinseca
de algunos tejidos [14]. De esta manera, la medicina regenerativa tiene como objetivo reesta-
blecer la funcionalidad de tejidos u 6rganos que han sufrido un dafio por enfermedad o injuria
o simplemente por desgaste acorde con la edad del individuo [12].

Las diversas aplicaciones de este campo han permitido el desarrollo de nuevas tecnologfas
que utilizan métodos bioldgicos para promover la auto-reparacién, causando un impacto di-
recto en el desarrollo de la biotecnologfa. Es asi que actualmente se incluyen técnicas como la

ingenierfa de tejidos, el uso de células madre, factores de crecimiento, entre otras [15]. Muchas
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de estas terapias todavia se encuentran en desarrollo o evaluacién debido a que atin es necesario
validar su seguridad y eficacia, sumado ala necesidad de contar con un marco regulatorio corres-
pondiente. Atn asi, la medicina regenerativa se plantea como una alternativa potencialmente
superadora a las metodologfas actuales que, en la mayoria de los casos, no resultan satisfacto-

rias.

1.2.. ABORDAJES TERAPEUTICOS

Existe una amplia variedad de terapias contempladas dentro de la regeneracién de tejidos,
tanto para la salud humana como para la salud animal, que en general se pueden clasificar en
terapias celulares y terapias libres de células. Entre las terapias celulares se encuentran aquellas
que utilizan células vivas como elemento terapéutico, ya sea mediante el uso de células madre
o mediante la obtencién y el cultivo de células especificas para su posterior implantacién en el
organismo [16]. En esta clase de terapia, uno de los enfoques mds populares y efectivos es el
plasma rico en plaquetas (PRP), una solucién de plasma sanguineo que contiene una concen-
tracion relativamente alta de plaquetas, células que tienen un papel importante en la coagula-
cién de la sangre y en la recuperacién de tejidos danados debido a su alto contenido de factores
de crecimiento [17]. Por otro lado, las terapias libres de células se basan en el uso de factores
de crecimiento, biomateriales o dispositivos que favorecen la regeneracién de tejidos sin nece-
sidad de aportar células externas [18]. Por ejemplo, el suero autélogo condicionado (ACS) y la
solucién proteica autdloga (APS) son dos propuestas muy similares al PRP pero libres de com-
ponentes celulares. Para estas terapias, la muestra de sangre del paciente se somete a un proceso
de purificacién y concentracién de proteinas y factores de crecimiento contenidas en las pla-
quetas, de manera que no existe una aplicacién directa de estas células [19,20]. Otro ejemplo es
la combinacién de biomateriales con células autélogas o alégenas. En este sentido, los parches
dérmicos son los mds empleados ya que incluso existen versiones comerciales off-the-shelf para
ser implantadas. Este tipo de tecnologfa puede actuar de dos maneras: 1) aportando simple-
mente un biomaterial que impida la cicatrizacién incorrecta y, por lo tanto, dé tiempo al tejido
a que se regenere adecuadamente; o0 2) aportando el biomaterial junto con células capaces de
repoblar la regién danada [21].

En general, cada una de estas terapias se enfoca en distintos aspectos del proceso de repa-
racién del tejido a tratar, y su eleccién depende de muchos factores, como la localizacién y la
extension delalesion, el tipo de tejido dafiado, el estado general del paciente y las caracteristicas
de la terapia en cuestién. Todas las opciones terapéuticas pueden utilizarse simultdineamente
para un mismo tratamiento o en combinacién con otras (incluso aunque no estén contem-
pladas dentro de la medicina regenerativa) para mejorar los resultados y acelerar el proceso de

recuperacion.
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CELULAS MADRE

Las células madre se caracterizan en general por su capacidad de autorenovacién y diferencia-
cién a distintos tipos celulares tanto iz vitro como in vivo [22.]. Estas células son las responsables
del desarrollo y regeneracién de los érganos y tejidos de un individuo. Debido a sus caracterfs-
ticas, se han convertido en una herramienta fundamental dentro de la medicina regenerativa.
En los dltimos afios, su estudio y aplicacién ha crecido enormemente debido a su accidn tera-
péutica comprobada en diferentes patologias, desde danos tisulares hasta enfermedades dege-
nerativas o desérdenes inmunitarios [23].

Existen multiples tipos de células madre segtin sus niveles de potencia y la fuente a partir de
la cual se obtienen. Las mas conocidas son las células madre embrionarias (ESC, por su sigla
en inglés), las células madre pluripotentes inducidas (iPSC, por su sigla en inglés) y las células
madre mesenquimales (MSC, por su sigla en inglés), representadas en la Figura 1. Las ESCs
son células derivadas del macizo celular interno de un blastocisto preimplantatorio. Derivadas
originalmente en la década del 8o a partir de embriones murinos, actualmente se han logra-
do derivar lineas de ESC de numerosas especies, incluyendo al humano, conejo, oveja, cerdo,
caballo y bovinos [15]. Por el contrario, las iPSCs se generan iz vitro a partir de la reprogra-
macién de células somdticas mediante la sobreexpresion de factores de transcripcién presentes
durante el desarrollo embrionario temprano [24]. A diferencia de los tipos celulares descriptos
previamente, las MSC se clasifican como células madre adultas, ya que se derivan a partir de
diferentes tejidos de un organismo adulto, como la piel, el tejido adiposo, la médula ésea, el
cerebro, el corazdn, los vasos sanguineos, el musculo esquelético, el intestino, el higado, los ri-
flones o los 6rganos reproductivos [25]. La funcidn fisioldgica de estds células en el organismo
es la de mantener la homeostasis tisular, favorecer la recuperacién del tejido en caso de dano,
entre otras [26].

Las ESCs y las iPSCs se clasifican como células pluripotentes, lo que significa que pueden ori-
ginar derivados de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo). Las MSC,
por otro lado, se clasifican como células multipotentes y por lo tanto presentan un potencial de
diferenciacién miés restringido, pudiendo diferenciarse tinicamente a tipos celulares derivados
del mesodermo [27].

El potencial de diferenciacién que presentan los distintos tipos de células madre es el motivo
por el cual se convirtieron en una novedosa alternativa terapéutica. Originalmente se plante6
su uso en terapias de reemplazo celular, es decir, se consideraba que al inyectar las células madre
en un sitio danado, debido a su potencial, éstas se diferenciarfan a las células perdidas producto
de la lesion, reemplazando asi el tejido danado [22]. Sin embargo, luego se demostré que la ex-
posicién de estas células a un ambiente patoldgico no necesariamente permitia que reciban las
senales adecuadas para llevar a cabo un proceso de diferenciacién al tipo celular de interés. Las

MSC, particularmente, demostraban tener un efecto beneficioso y regenerativo en los sitios
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tratados [28] y, por lo tanto, surgieron otras hipétesis acerca de sus beneficios terapéuticos. Se
comenzd a considerar que estas células podian cumplir un rol inmunomodulador en el am-
biente inflamatorio de la herida, o que podian influenciar la migracién y activacién de células

propias del individuo [29].
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Figura 1: Distintos tipos de células madre segtin la fuente a partir de la cual se obtienen, y detalle de los
linajes celulares a los cuales pueden diferenciarse.

Existen ademds otros factores a considerar en la eleccién del tipo celular a emplear en una
terapia. El uso de ESCs, por ejemplo, atin presenta limitaciones debido al acceso limitado a los
embriones, las consideraciones bioéticas (dependiendo de la especie a tratar) y el alto riesgo
que implica su potencial teratogénico [30]. Las iPSCs, en cambio, cuentan con la ventaja de
tener mayor accesibilidad y menores restricciones éticas al no requerir embriones para su de-
rivacién [15]. Sin embargo, al igual que las ESC, presentan potencial teratogénico y, ademds,
existen trabajos que han demostrado que a medida que se expanden iz vitro, su estabilidad ge-
nética puede disminuir [31]. Actualmente la alternativa mds ampliamente utilizada involucra
el uso de MSC. Al presentar un potencial de diferenciacién mas restringido, no acarrea riesgos
teratogénicos para el individuo, y su obtencién a partir de diversos tejidos adultos les confiere

una aplicabilidad con protocolos mucho més simples y seguros.
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1.3. EL ROL DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES

1.3.1. CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES

Las MSC fueron descriptas por primera vez en 1970 como una poblacién morfolégicamente
similar a los fibroblastos y con capacidad de adherencia al pldstico. Los investigadores aislaron
estas células a partir de médula 6sea (denomindndolas BM-MSC) y descubrieron que podian
diferenciarse luego en osteocitos. Ademds, observaron que las MSC podian secretar factores de
crecimiento hematopoyéticos y distintos tipos de citoquinas [32]. Mds tarde, se descubrié que
las MSC podian ser aisladas de otros tejidos adultos, como el cordén umbilical y la placenta.
Luego se demostrd que con la correcta estimulacion, estas células podian diferenciarse en varios
tipos celulares ademds de los osteocitos, como los adipocitos y los condrocitos [33].

Enla actualidad, las MSC se encuentran altamente caracterizadas en numerosas especies. En
2006, el Comité de Células Madre Mesenquimales y Tisulares de la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT, por su sigla en inglés) publicé criterios minimos para la identificacién
de una célula como MSC [34]. E1 ISCT recomienda que las MSC, para ser clasificadas como
tales, deben demostrar potencial de diferenciacién en osteoblastos, adipocitos y condrocitos
in vitro, ser adherentes al pldstico y tener capacidad de formar colonias. Ademads, mis del 95 %
de la poblacién celular debe expresar constitutivamente los marcadores de superficie CD73,
CDoo y CD1os, bajo determinacién mediante citometria de flujo, y menos del 2 % debe expre-
sar el complejo mayor de histocompraibilidad (MHC) clase ITa, marcadores de c¢lulas B como
CD79 o CD19, y marcadores hematopoyéticos como CD4s, CD34 0o CDub [35]. Cabe desta-
car, sin embargo, que actualmente no se ha reportado ningin marcador de superficie tinico
capaz de identificar células in vitro e in vivo que cumplan con los criterios minimos de MSC
provenientes de diversas fuentes tisulares. Se han informado una serie de marcadores candi-
datos posiblemente relacionados con la naturaleza multipotente de las MSC in vitro, como
Stro-1, SSEA-4, CD271 y CD146, pero atin no se han establecido concluyentemente debido a
las grandes diferencias en su expresién en células de diversas fuentes, probablemente debido a
la influencia de diferentes factores durante el cultivo [36,37].

Las MSC se encuentran presentes en diversos tejidos adultos, por lo que pueden ser aisladas
y cultivadas in vitro con relativa facilidad. Sin embargo, en la mayoria de los casos se requiere
de una intervencién quirdrgica para la obtencién del tejido a utilizar [38]. Ademds, las MSC
aisladas de diferentes tejidos muestran ciertas diferencias en su capacidad de amplificacién in
vitro o potencial de diferenciacién, lo que influye en su posterior aplicabilidad [39, 40]. Por
lo tanto, la seleccién de una fuente de células adecuada para su uso clinico debe considerar
cuestiones logisticas, practicas y funcionales [41]. Si bien las células derivadas de médula ésea
presentan buenas cualidades en términos de capacidad replicativa y potencial de diferenciacién,

su obtencién requiere pricticas no solamente invasivas sino con un alto riesgo asociado [42].
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Particularmente en equinos, la obtencién de médula suele realizarse a partir de una puncién
del esterndn, prictica que resulta muy riesgosa debido a su cercania con la cavidad pericardica.
Es por esto que el tejido adiposo resulta una de las fuentes mas convenientes actualmente pa-
ra la obtencién de MSC (en este caso denominadas Ad-MSC, por su sigla en inglés) debido a
su ficil obtencién y abundancia [43]. Sumado a esto, diferentes trabajos han demostrado que
las Ad-MSC alcanzan la senescencia més tarde [25, 44] y tienen una mayor capacidad de pro-
liferacién y migracién [4s, 46] en comparacién con las BM-MSC. Las Ad-MSC también han
demostrado ser mds activas en la produccién autdcrina de algunos factores de crecimiento e

inmunomoduladores a igual naumero de células que las BM-MSC [ 47, 48].

1.3.2. CONSIDERACIONES DURANTE LA TERAPIA CELULAR

Las MSC en terapia celular pueden ser aplicadas de manera sistémica o localizada segun el
tipo de tejido u érgano a tratar. En particular, el tratamiento paralesiones musculoesqueléticas
generalmente implica la administracién de células mediante una inyeccién local en el sitio dafa-
do. Ademids, las células empleadas pueden o no haber tenido pasos de expansion in vitro. Esto
dependerd de la cantidad de células necesarias para un tratamiento, lo cual a su vez dependera
de la patologfa a tratar y el modo de administracion. Por ejemplo, para el tratamiento de enfer-
medades de la sangre como la leucemia, donde se emplean MSC derivadas de cordén umbilical,
la dosis se calcula como millones de células por kilogramo del paciente, por lo que el niimero de
células obtenidas a partir de la extraccién puede no ser suficiente para el tratamiento [49]. La
expansion iz vitro permite obtener una poblacién celular mds grande y homogénea [36], pero
puede resultar costosa y requiere numerosos controles de calidad para determinar que el pro-
ceso es seguro. Otro factor a tener en cuenta es que la utilidad terapéutica de las MSC puede ser
mediante tratamientos autélogos o alogénicos. La terapia autéloga implica que las células em-
pleadas en el tratamiento fueron derivadas del propio paciente. En la mayoria de las ocasiones
esto no resulta conveniente debido a que los pasos de expansién iz vitro pueden llevar varios
dfas o semanas y, dependiendo de la patologia, puede ser necesario contar con células listas pa-
ra ser utilizas en el momento agudo de la lesién. Por ejemplo, su aplicacién en el tratamiento
de accidentes cerebrovasculares ha demostrado mayor eficacia cuando se trata en el momento
agudo delalesién [50], por lo que no serfa posible un tratamiento autdélogo en estos casos. Por
ello, el uso alégenico de MSC resulta una mejor alternativa. Este tipo celular posee una baja
inmunogenicidad [s1], por lo que serfa posible realizar un trasplante celular entre dos orga-
nismos distintos de una misma especie. Sin embargo, varios informes han demostrado que las
MSC alogénicas tienen la capacidad de inducir respuestas inmunes humoral y celular in vivo,
especialmente en sitios de inflamacién, y por lo tanto no son completamente inmunoldgica-
mente privilegiadas [52—54]. De todas formas, se ha demostrado que el enfoque es seguro y tan

efectivo como la terapia autéloga [55]. El alotrasplante es muy util especialmente en organis-
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mos de edad avanzada y/o en pacientes con comorbilidades, donde las MSC aut6logas pueden
tener un potencial regenerativo y terapéutico reducido [56,57]. Ademds, este abordaje permite
armar un banco de células de manera preventiva y contar, de esta manera, con dosis listas para
ser empleadas cuando sea necesario.

Existen numerosos factores intrinsecos a cada individuo que influyen directamente en la
funcionalidad de las MSC, incluyendo la edad, el sexo, el indice de masa corporal (IMC), el
origen del tejido adiposo, o el estado de comorbilidad del donante. La capacidad de auto-
renovacién de las células madre parece disminuir con la edad [58]. Este fendmeno estd asociado
con la disminucién de la expresion de genes responsables del mantenimiento de la integridad
gendmica y del remodelado del cromatina, lo que conlleva una funcién atenuada y riesgo de
transformaciones neoplasicas [59]. Ademds, se ha demostrado que la edad afecta negativamen-
te el potencial osteogénico y mejora el potencial adipogénico de las MSC [60], lo que sugiere
una expresion diferencial de factores de crecimiento durante la senescencia celular. Se sabe que
las MSC provenientes de individuos de edad avanzada expresan niveles més altos de citoqui-
nas proinflamatorias, lo que afecta su capacidad para responder a lesiones [61]. También se ha
demostrado que el origen a partir del cual se obtiene el tejido adiposo del cual se derivan las
MSC puede afectar el perfil expresién génica y la capacidad de diferenciacién de las MSC [62].
Por ultimo, las condiciones de aislamiento y de cultivo de las células pueden afectar la tasa de
proliferacién, la diferenciacién y la funcién pardcrina de las MSC [63-65], por lo que resul-
ta fundamental tener en consideracién todos estos factores para lograr la mayor eficiencia y

eficacia en terapias regenerativas basadas en el uso de MSC.

1.3.3. MECANISMO DE ACCION Y RESPUESTA

La funcién fisiolégica de las MSC es mantener la homeostasis tisular. Esto es vélido no solo
para los tejidos en los cuales residen estas células, sino también para tejidos lejanos, en donde
ante una situacioén de injuria las células se dirigen hasta este sitio para colaborar con la respuesta
regenerativa [66-68]. Bdsicamente, la liberacién de sefiales quimiotacticas tras el dafio tisular
provoca que las MSC migren [69], ingresen al sistema vascular y se desplacen sobre la super-
ficie endotelial apical. El endotelio comienza a expresar localmente ligandos que permiten la
extravasacion de las células, las cuales extienden filopodios para poder atravesar el espacio in-
traluminal [70], y la migracién finaliza cuando las MSC han alcanzado el tejido blanco, donde
actuardn restaurando la funcionalidad del mismo [67]. Esta capacidad de migrar y actuar en
diferentes tipos de lesiones fue lo que motivé las investigaciones y su aplicacién en terapias
regenerativas.

Aunque se ha demostrado que las terapias celulares basadas en MSC presentan efectos po-
sitivos en diversos modelos de enfermedades, también se descubrié que estas c¢lulas cuentan

con una baja capacidad de injertarse en cantidades significativas o por periodos de tiempo sufi-
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cientes como para explicar los resultados en términos de reemplazo del tejido. En este sentido,
se ha planteado la posibilidad de que los efectos beneficiosos de las MSC pueden ser mediados
por mecanismos distintos a la diferenciacién celular y la sustitucién de células danadas o per-
didas [28]. Luego se comprobé que el principal efecto beneficioso de las MSC es su capacidad
de promover la viabilidad y la proliferacién celular a través de senales pardcrinas e interaccio-
nes entre las células. Esta respuesta mediada por las MSC estd condicionada por las sefales que
estas células reciben de su microambiente circundante, como las citoquinas inflamatorias [ 71]

o los factores de hipoxia [72].

Las MSC son capaces de regular el sistema inmune de manera de reducir la inflamacién en
el lugar de la lesién o enfermedad luego de recibir un estimulo adecuado. Dentro de los efec-
tos fisiolégicos que generan, se destaca su perfil antiinflamatorio/inmunoregulador (tipo 2).
Bésicamente, ocurre un aumento en la proporcién de linfocitos T helper 2 (Th2) por sobre
la de linfocitos T helper 1 (Thi), lo cual conlleva un nuevo perfil de citoquinas antiinflamato-
rias [73]. También se suprime la actividad y proliferacién de células Ty B y se estimulan las
Tregs y Bregs, las cuales tienen propiedades inmunosupresoras que proporcionan tolerancia
inmunolégica [74-76]. Asimismo, se suprime la migracién y maduracién de las células den-
driticas (DC), diferencidndolas a DC tolerogénicas [77], y se promueve la polarizacién de mo-
nocitos a macréfagos tipo 2 [78]. Finalmente, en cuanto a las células Natural Killer, las MSC
también presentan una alta capacidad inhibitoria de la proliferacién de este tipo celular [79].
Estos cambios se producen a través de una sinergia de mecanismos dependientes del contacto

celular y de factores solubles.

En general, se cree que el perfil inmunogénico que caracteriza a las MSC les confiere un
perfil seguro para su uso en terapias de trasplante [80]. A pesar de esto, y como se mencion
con anterioridad, existen trabajos que establecen que estas células no son inmunoldgicamente
privilegiadas, sino que solamente tienen un menor potencial inmunogénico en comparacion
con otros tipos de células alogénicas [52]. Muchos de los efectos inmunolégicos anteriormente
descriptos fueron estudiados utilizando sobrenadantes derivados de células inmunitarias es-
timuladas con MSC, por lo cual se destaca un rol importante de los factores solubles en la

inmunomodulacién mediada por MSC [81].

A partir de estudios en animales de infarto de miocardio [82] y lesiones pulmonares [83],
los cuales demostraron que el medio de cultivo condicionado por MSC producia efectos tera-
péuticos similares al del uso de las células mesenquimales, fue impulsada la idea de que serfa el
secretoma de las MSC el que cumpliria un rol esencial en promover la regeneracién de un tejido
danado. El uso potencial del secretoma, que incluye pequefias moléculas como factores de cre-
cimiento, citoquinas, quimioquinas y la liberacién de vesiculas extracelulares (VE), permitirfa
contar con una alternativa mds segura que el uso de las MSC. A diferencia del uso de células

vivas, este abordaje tendria un menor efecto inmunogénico debido a una menor expresién de
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proteinas transmembrana, como los complejos MHC. Ademds, permitiria una mayor practi-
cidad en el manejo de las muestras en cuanto a su transporte y almacenamiento. Todas estas
consideraciones permiten establecer un nuevo paradigma terapéutico libre de componentes

celulares [84, 85].

1.4. UN NUEVO PARADIGMA CELL-FREE: VESICULAS

EXTRACELULARES

Gran parte de los efectos pardcrinos descriptos para las MSC dependen de una amplia varie-
dad de moléculas que se encuentran contenidas en pequenas VE. La carga contenida en estas
vesiculas es variable e incluye proteinas, ARNm, miARN y muchas otras moléculas capaces de

participar en distintas vias de sefializacién celular [86].

1.4.1. CLASIFICACION

Las VE son una familia heterogénea de vesiculas de membrana que se secretan al espacio ex-
tracelular en la gran mayorfa de las células. Aunque cuentan con una apariencia similar, rangos
de tamafos que se solapan entre sf y marcadores de superficie en comun, es posible clasificarlas
segtin su biogénesis en tres principales categorfas: cuerpos apoptdticos, microvesiculas y exoso-
mas (Figura 2). Como se mencioné previamente, estas vesiculas pueden transportar distintas
moléculas, entre las que se incluyen proteinas, lipidos y dcidos nucleicos, y su contenido puede
variar ampliamente segtin el tipo celular y las condiciones en que se encuentren las células. Co-
mo resultado, su composicién general determinard su funcién posterior en el microentorno
celular [87].

Los cuerpos apoptéticos son estructuras que se generan a partir de una célula apoptética.
Pueden tener entre so nm y s um de didmetro, y estin compuestos por fragmentos de la mem-
brana plasmatica y otros contenidos intracelulares liberados durante la muerte celular progra-
mada, como enzimas y dcidos nucleicos [88]. Son las primeras vesiculas conocidas dentro de
esta familia pero, en general, no representan una poblacién mayoritaria dentro de las vesiculas
circulantes [89].

Por otro lado, tanto los exosomas como las microvesiculas son generadas por vias simila-
res, relacionadas al trafico intracelular. Las microvesiculas presentan un tamano de entre so0 a
soo nm principalmente, y se forman por el mecanismo de exocitosis a partir de la membrana
plasmdtica hacia el espacio extracelular [90]. Los exosomas, por otro lado, son vesiculas més pe-
quefias que presentan un didmetro de entre 50 a 150 nm aproximadamente. Son producidos en
el sistema endo-lisosomal mediante un proceso de invaginacién de la membrana de un endoso-

ma, por el cual se forman estructuras llamadas cuerpos multivesiculares (MVB). Estos compar-
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timentos contienen multiples vesiculas intraluminales (ILV), los precursores de los exosomas,
cada uno con distintas biomoléculas en su interior. La ubiquitina cumple un rol fundamen-
tal en la seleccidn de esas moléculas. Esta es una proteina que normalmente actiia como sefial
para transportar proteinas de membrana y/o elementos celulares dafados a los lisosomas para
su degradacién, pero también funciona como molécula sefial en la membrana del endosoma
para clasificar la carga exosomal [91]. Los MVB luego pueden fusionarse con lisosomas para
degradar su contenido, o fusionarse con la membrana plasmatica para secretar sus ILV en for-
ma de exosomas al medio extracelular [92]. La comunicacién entre células mediada por VE
depende de la incorporacién de éstas por parte de una célula vecina a través de diferentes meca-
nismos [87]. Pueden ser internalizadas por endocitosis mediada por caveolas o lipid rafts, por
macropinocitosis o por fagocitosis mediado o no por proteinas como la clatrina, y asi vuelven
a ser incorporadas a endosomas. También pueden fusionar su membrana directamente con la

membrana plasmdtica, liberando asf su material intraluminal en el citosol [90, 93].

Cuerpos apoptoticos
(50nm-5um)

Exosomas
(50-150 nm)
®) o
©So o
© o o
Endosoma
temprano ‘ o

Endosom
tardio

Microvesiculas
(50-500 nm)

Lisosoma

Figura 2: Biogénesis de vesiculas extracelulares dentro de una célula. Los exosomas se originan a partir de
MVB. A suvez,los MVB son generados por la maduracién de endosomas e invaginacién de sus
membranas, donde se forman ILV. El MVB puede seguir un camino secretorio, fusiondndose
con la membrana plasmdtica y liberando las ILV en forma de exosomas, o puede seguir un
camino degradativo fusiondndose con lisosomas. Las microvesiculas son generadas a partir de
un mecanismo de exocitosis, en el cual se forman brotes a partir de la membrana plasmitica
hacia el espacio extracelular. Los cuerpos apoptéticos son generados durante la muerte celular
programada.
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1.4.2. ANTECEDENTES DE TRABAJO

El empleo de vesiculas extracelulares todavia es un campo emergente dentro de la medicina
regenerativa. No existen protocolos establecidos para su obtencién e identificacién, ni existe un
consenso acerca de la manera mis eficiente de trabajar con estas vesiculas de manera in vitro e in
vivo. Por lo tanto, existe un gran abanico de posibilidades y herramientas para su manipulacién

y posterior administracién.

OBTENCION

Las VE se pueden obtener a partir del medio de cultivo condicionado por las células cul-
tivadas n vitro o a partir de muestras complejas de un organismo como la orina, el plasma
sanguineo u otros fluidos. Aunque existen alternativas en estudio para poder conservar mejor
las propiedades biofisicas de estas particulas [94], el protocolo estindar de obtencién de las VE
involucra sucesivas centrifugaciones [95]. Sin embargo, la obtencién de los distintos subtipos
de VE por separado a partir de este método puede resultar dificultoso [96]. Si no se incluyen
métodos especificos de purificacién para separar una poblacién exclusivamente exosomal o de
microvesiculas, por ejemplo el uso de gradientes de densidad, y si su origen subcelular no es
debidamente demostrado, la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV, por su
sigla en inglés) recomienda que se emplee la nomenclatura de VE a la totalidad del contenido

subcelular obtenido mediante los protocolos cldsicos de purificacién [97].

IDENTIFICACION

Aunque la generacién de los diferentes subtipos de VE ocurre en sitios distintos dentro de
la célula, generalmente estin involucrados mecanismos intracelulares y maquinarias de clasifi-
cacién comunes en su biogénesis. En muchos casos, estos mecanismos compartidos dificultan
la posibilidad de distinguir entre las diferentes subpoblaciones de vesiculas. No se han identi-
ficado atn proteinas que puedan ser empleadas como marcadores inequivocos de una u otra
poblacién de vesiculas, ni tampoco proteinas que cubran todo el espectro de VE.

Para determinar una poblacién exosomal, por ejemplo, la mayoria de los trabajos emplean
marcadores como ALIX o TSG-1o1. Estas son proteinas especificas asociadas con el complejo
de sorting endosomal requerido para el transporte (ESCRT) [98], involucrado en la biogénesis
de los exosomas. TSG-1o1, particularmente, es capaz de unirse a proteinas ubiquitinadas y las
distribuye en las ILV delos MVB [91]. De todas formas, algunos trabajos han demostrado que
el complejo ESCRT también podria estar relacionado con la generacién de microvesiculas [99],
por lo que su deteccién no indicarfa necesariamente la presencia exclusiva de exosomas. Suma-

do a esto, los exosomas también pueden ser generados por una via independiente al complejo

14



L5 Antecedentes en nuestro laboratorio

ESCRT [90], motivo por el cual estas vesiculas podrian no ser detectadas con estos marcadores
aun estando presentes.

Por otro lado, varias proteinas de la familia de la Anexina suelen considerarse también mar-
cadores de distintas VE por su rol en todo tipo de procesos relacionados con el sistema de mem-
branas de la célula [100]. En particular, la Anexina II es una proteina involucrada en el tréfico
intracelular y necesaria en el proceso de formacién de MVB a partir de endosomas mediante la
regulacién mecdnica de la membrana, sin tener una implicancia directa en la invaginacién de la
misma [101]. Se ha demostrado también que tiene un rol en la selecciéon de microARNSs dentro
de las vesiculas [102]. Nuevamente, este marcador pueda encontrarse tanto en exosomas como

en microvesiculas.

APLICACIONES

Numerosos grupos han confirmado la actividad terapéutica de las VE para tratamiento de
infarto de miocardio, accidente cerebrovascular y fibrosis hepdtica en modelos animales [103].
Otros estudios ademds han demostrado que, en heridas cutdneas, las VE logran activar la depo-
sicién de coldgeno y elastina de los fibroblastos [104], y estimular la proliferacién celular [105],
la migracién yla angiogénesis [106,107], promoviendo asila adecuada regeneracién del epitelio.
Ademds se observé que el uso de VE previno la formacién de cicatrizacién aberrante [108]. Las
VE derivadas de MSC también demostraron ser inmunoldgicamente activas, ya que pueden
inducir la supresion de la respuesta inmune, la tolerancia inmunoldgica y la regulacién de la
inmunidad celular de maneras andlogas a las anteriormente mencionadas para las MSC [109].

Sin embargo, un factor importante a considerar es que la determinacién de las dosis de VE
empleadas en los ensayos funcionales se encuentra explicitada en muy pocos trabajos. Aunque
las estrategias de dosificacién mis cominmente utilizadas son la concentracién de proteinas
totales o la cantidad de particulas mediante Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), la mayoria
de las publicaciones no especifica los valores obtenidos ni empleados en sus ensayos, lo que
dificulta la reproducibilidad de los resultados. De hecho, un andlisis acerca de los protocolos
empleados en el estudio de VE ha reportado que un 50 % de los trabajos presentes realizaron
la cuantificacién de VE mediante cantidad total de proteina, un 18 % mediante NTA y un 21 %
no reportaron que hayan cuantificado mediante ningiin método [110]. De todas formas, los
avances en todo tipo de situaciones terapéuticas indican que existe un claro efecto beneficioso

mediante la aplicacién de VE extraidas de MSC.

1.5, ANTECEDENTES EN NUESTRO LABORATORIO

Actualmente, nuestro laboratorio cuenta con un servicio de derivacién y banco de MSC de

equinos, caninos y felinos que son empleadas en diversos tratamientos de patologfas en estas
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especies. Las células equinas han sido validadas en trabajos anteriores en cuanto a su capacidad
multipotente y expresién de marcadores especificos [111]. Algunos de los resultados obtenidos
con su aplicacién contemplan el tratamiento de fracturas, lesiones de tendones y ligamentos y
laminitis severa en esta especie [112-115].

Sibien el tratamiento con MSC ha demostrado ser efectivo en distintas patologfas relaciona-
das al sistema musculo-esquelético, consideramos que contar con una terapia libre de compo-
nentes celulares permitirfa no solo aumentar la eficiencia de la terapia, sino ademds simplificar
los procedimientos de aplicacién y logistica de transporte de las muestras. De esta manera, en
el presente trabajo de tesis nos propusimos la obtencidn, caracterizacién y validacién del efecto
regenerativo iz vitro de VE obtenidas a partir de MSC equinas derivadas de tejido adiposo para

su potencial aplicacién en una terapia regenerativa iz vivo en el futuro.
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2. HirdTESIs Y OBJETIVOS

2.1. HIrOTESIS

La presencia de VE provenientes de MSC aumenta la capacidad proliferativa y regenerativa

de fibroblastos equinos cultivados in vitro.

2.2. OB]ETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar VE obtenidas a partir de Ad-MSC y evaluar su efecto sobre la prolifera-

cién y migracién de fibroblastos equinos i vitro.

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Establecer un protocolo de obtencién de VE a partir de muestras de Ad-MSC.

2. Caracterizar las VE morfolégicamente y bioqul’micamente respecto a su tamafio y ex-

presién de marcadores especificos de superficie.
3. Realizar ensayos funcionales in vitro empleando VE como suplemento en el medio de
cultivo:
= Evaluar la transferencia de las VE a fibroblastos equinos en cultivo.

» Evaluar la capacidad de migracién de fibroblastos en presencia y ausencia de VE

en el medio de cultivo en ensayos de migracién celular.

» Evaluar la capacidad proliferativa de fibroblastos en presencia y ausencia de VE en

el medio de cultivo.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.I.  AISLAMIENTO Y CULTIVO DE AD-MSC

Las células mesenquimales empleadas en esta tesis fueron derivadas a partir de tejido adiposo
equino. Las muestras fueron gentilmente cedidas por la médica veterinaria Luciana Benedetti,
quien fue la responsable de realizar las intervenciones quirtrgicas necesarias para su obtencién.
La muestra fue recolectada y transportada a temperatura ambiente en medio DMEM suple-
mentado con antibidticos. Una vez en el laboratorio las muestras se pesaron y, dentro del flujo
laminar, se lavaron con PBS. A continuacidn, se realizé la digestién mecdnica empleando ti-
jeras en un primer paso y luego dos hojas de bisturi. Luego, el tejido se incubé en una placa
de Petri con la enzima colagenasa tipo I (1 mg/ml; Gibco) durante 40-60 minutos a 37°C, con
intervalos de agitacion cada 1o minutos. Finalmente, se inhibi6 la accién de la enzima mediante
el agregado de medio DMEM Fra suplementado con SEB al 20 %, se trasvasé a un Falcon de so
ml y se centrifugd 12 minutos a 1500 rpm. Se descartaron las dos fases superiores conteniendo
los adipocitos flotantes, la enzima y el medio. Para lavar el tejido conectivo adherido sobre la
fraccién estromal-vascular depositada en la base del tubo y liberar una mayor cantidad de cé-
lulas, se lavé todo el pellet con PBS pasindolo al menos 6 veces por una pipeta seroldgica de
10 ml. Luego se lo pasé por un cell strainer de 100 um y después por uno de 40 um, evitando
en lo posible colocar al tejido conectivo en el stzainer. Por Gltimo, se centrifugd nuevamente a
1200 rpm por § minutos para recuperar las células, las cuales fueron cultivadas en 1 o 2 pocillos
(dependiendo de la cantidad inicial de tejido adiposo) de una placa de 6 pocillos con 2 ml de
medio completo (DMEM Fr2, 20 % SFB, PenStrep 100 unidades/ml, Aminodcidos No Esen-
ciales o mM, L-Glutamina 2mM) por pocillo. Las mismas se mantuvieron en una incubadora
gaseada a 37°Cy s % CO2. Se realizaron cambios de medio cada 48-72 horas. Las células fueron

subcultivadas utilizando tripsina 0,25 % cada vez que alcanzaban 8o % de confluencia.

3.2. OBTENCION DE VESICULAS EXTRACELULARES

Con el fin de seleccionar el mejor método para la obtencién de VE a partir de sobrenadante
de cultivo de MSC, se realizaron tres protocolos distintos de aislamiento. En todos los casos, las

células fueron cultivadas hasta el pasaje 4-5 dependiendo de su viabilidad. Una vez alcanzado
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el 70-90 % de confluencia en el pasaje final, se lavaron dos veces con PBS y se reemplazé el

medio de cultivo completo por un medio de cultivo DMEM F12 en ausencia de SFB. Los tres

protocolos empleados se describen a continuacién.

= PROTOCOLO A: FILTRACION Y ULTRACENTRIFUGACIONES

En este protocolo, luego de cultivar las células 72 horas en un medio libre de suero o
suplementado con o,5 % de BSA, se colectd el medio condicionado y se realizé una cen-
trifugacion inicial a 2000 g por 20 minutos para retirar restos de debris celular. Luego,
se realizé una segunda centrifugacién a 10000 g por 30 minutos y al sobrenadante obte-
nido se lo filtré utilizando una membrana de 0,22 micrones (PES, 0,22 um, Millipore).
Posteriormente, se realizé una ultracentrifugacién a 100.000 g por 9o minutos a 4°C.
Por tltimo, se retird el sobrenadante de manera de dejar aproximadamente 1 cm de altu-
ra sobre el pellet, se lo resuspendié en PBS y se repiti la ultracentrifugacion en iguales
condiciones. El pellet obtenido finalmente se resuspendié en PBS, se alicuoté y se con-

servd a -20°C hasta su uso.

ProTOCOLO B: KIT DE EXTRACCION

En este protocolo se empled un kit de aislamiento de exosomas totales (Total Exosome
Isolation, ThermoFisher, Nro. Cat. 4478359) siguiendo las especificaciones del fabrican-
te. Brevemente, luego de cultivar las células 12 horas en un medio libre de suero, se colec-
t6 el medio condicionado, se centrifugd a 2000 g por 20 minutos para retirar el debris
celular, y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo. Alli se agregaron o,5 volimenes
del reactivo de aislamiento de exosomas totales y se incubé overnight a 4°C. Luego se
centrifugd a 10000 g por una hora a 4°C, se descartd el sobrenadante, y se resuspendi6
en PBS el pellet conteniendo a las VE. Por dltimo se alicuoté en PBS y se conservé a

-20°C hasta su uso.

ProT0COLO C: ULTRACENTRIFUGACIONES

En este protocolo se recolecté el medio sin suero condicionado por las MSC por entre 48
a72horas (dependiendo del estado y viabilidad de las células). El medio fue centrifugado
empleando el mismo esquema descripto en el primer protocolo (A) pero se omitié el
paso intermedio de filtracién. De igual manera, el pellet obtenido se resuspendié en so-

100 pl de PBS y se conservé a -20°C hasta su uso.

En todos los casos, posterior a la colecta del medio condicionado se determiné el nimero de

células totales.
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3.3 Microscopia electrdnica

3.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se analizaron alicuotas de 20 ul de cada uno delos tres protocolos por microscopia electréni-
cade transmisién (TEM). Esto se llevé a cabo en el Instituto de Biologfa Celular y Neurociencia
“Prof. E. de Robertis” - UBA - CONICET utilizando un equipo Zeiss EM 109T. Las muestras

fueron fijadas con glutaraldehido y tratadas con acetato de uranilo para contrastarlas.

3.4. CUANTIFICACION PROTEICA

Para determinar la cantidad de proteina presente en las muestras de VE obtenidas, se eva-
luaron los métodos de Lowry, Bradford, 4cido bicinconinico (BCA), micro-BCA y Nanodrop.
Finalmente se optd por el método de Bradford. Para este método realizamos una curva estdndar
de BSA de entre 4 a1000 ug/mly se realizaron diluciones al medio de las muestras a evaluar em-
pleando PBS. El ensayo se realiz6 en placas de 96 pocillos, sembrando 1o ul por pocillo. Luego
se agregaron 200 l de reactivo de Bradford diluido al quinto en cada pocillo e inmediatamente

se hicieron las lecturas de OD a 595 nm. La medicién se hizo por triplicado para cada muestra.

3.5. WESTERN BLOT

Se realizaron ensayos de Western Blot para la deteccién de proteinas especificas presentes en
las muestras de VE obtenidas. Se emplearon lisados celulares de MSC como control negativo
(dilucién 1/10). Se tomaron entre 5y 7 ug de proteina total de las alicuotas de VE y se llevaron
aun volumen final de entre 40y 65 ul con Cracking Buffer (CB). Todas las muestras se calenta-
ron a 95°C por s minutos. Se sembraron 10 ul del lisado y la totalidad de las muestras de VE en
un gel de SDS-PAGE con 10 % de acrilamida en el gel separador y 5 % en el gel de stacking. Las
condiciones de corrida fueron 9o minutos a voltaje constante (100V). Inmediatamente des-
pués se realizé una transferencia semiseca a una membrana de nitrocelulosa a 15V durante so
minutos. El proceso fue realizado en un Trans-Blor SD Semi Dry Transfer Cell de BioRad,
embebiendo previamente el gel y la membrana en Buffer de Transferencia (0,3 % Tris Base,
1,2 % Glicina, 20 % Metanol). Posteriormente se realizé un inmunoblot, para lo cual la mem-
brana fue bloqueada durante una hora con TBS - Tween 0,1 % - leche 1 % y posteriormente se
incub6 overnight con los anticuerpos primarios correspondientes: Anti-TSG-1o1 (producido
en ratén, dilucién 1/500, invitrogen, Nro. Cat. MA1-23296) y Anti-Anexina II (producido en
ratén, dilucién 1/500, BD Biosciences, Nro. Cat. 610069). Luego se realizaron dos lavados de
10 minutos con TBS - Tween 0,1 % y se incubé la membrana durante 1 hora con un anticuerpo

secundario de cabra anti-ratén acoplado a IRDye 800CW (dilucién 1/20000, 1=800). Final-
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3 Materiales y Métodos

mente, se realizaron dos lavados con TBS - Tween 0,1 % y uno con TBS de s-10 minutos cada

uno. El revelado de la membrana se realizé utilizando el equipo Odissey.

3.6. TRANSFERENCIA DE VESICULAS

Para la tincién de las VE se empled un kit comercial del colorante lipofilico PKH67 (Sigma
Aldrich, Nro. Cat. MIDI67). Se siguieron los pasos determinados por las especificaciones del
fabricante adaptados a la tincién de microvesiculas. Para ello, se tomaron 0,255 1y 2,5 ug de
vesiculas resuspendidas en PBS y se les agregé 100 ul de diluyente C. En paralelo, se realizd
una dilucién 1/100 del colorante fluorescente PKHG67 en otros 100 ul de diluyente C. Luego
se mezclaron ripidamente las VE y el colorante en un mismo tubo y se incubé por s minutos.
Se cortd la tincién por el agregado de BSA 1% y se incubé por 1 minuto. A continuacidn, se
procedié a una ultracentrifugacién a 100.000 g por 9o minutos a 4°C y se resuspendié el pellet
obtenido en PBS, el cual se volvié a ultracentrifugar en las mismas condiciones. Finalmente
se resuspendio el pellet en 100 ul de PBS. Como controles negativos se emplearon 100 ul de
PBS tenido con PKH67 y PBS sin tenir. Para descartar que restos del colorante pudieran estar
titendo VE presentes en el medio de cultivo, se tomaron a su vez 100 ul del sobrenadante de
la segunda ultracentrifugacién y se emplearon como control (control sobrenadante). A todas
estas alicuotas de 100 ul se les agregd 400 ul de medio completo. Las concentraciones finales de
las VE tefiidas resultaron de 0,5, 2 y 5 ug/ml.

Para la co-incubacién de las VE tefiidas con los fibroblastos, se cultivaron fibroblastos equi-
nos en una placa de 4 pocillos sobre un cubreobjetos pre-tratado con poli-L-lisina, a una den-
sidad de siembra de 25000 células/cm?. A las 24 horas se cambid el medio en los distintos po-
cillos por los tratamientos correspondientes. El pocillo tratado se consideré como aquel que
recibié medio completo con el agregado de 100 ul de VE tenidas, mientras que los contro-
les fueron los mencionados previamente (medio completo + 100 ul de PBS tenido/sin tefiir
y medio completo + 100 ul de sobrenadante de ultracentrifugacion). 24 horas después de ini-
ciada la co-incubacién, se removié el medio, se fijaron las células con PFA 4 % y se montaron
los portaobjetos circulares de cada pocillo para su posterior observacién en el microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse 8oi upright).

Las imdgenes de microscopia fueron obtenidas con el ldser de 470 nm (al 20 % de intensi-

dad). Las mismas fueron analizadas empleando el soffware Image] [116].

3.7. ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

Se cultivaron fibroblastos equinos en pasajes 2 0 3 en una placa de 24 pocillos con medio

completo. Una vez alcanzado el 100 % de confluencia, se retiré el medio y se lavé con PBS, y
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3.8 Procesamiento de imdgenes

se realizé en cada uno de los pocillos un sczatch o herida en la monocapa utilizando un tip de
200 ul. Luego, en la base del pocillo del lado de afuera de la placa, se trazaron dos lineas con
rotulador para definir la franja del corte que serfa analizada. Se agregé medio DMEM suple-
mentado con 1% SFB como condicién control, y el mismo medio suplementado con VEa una
concentraciéon de 1 ug/ml como condicién de tratamiento. Para evaluar la migracién celular,
se tomaron imdigenes del corte en la franja rotulada en las horas o, 12, 16, 20 y 24 posteriores
al inicio del tratamiento. Las mismas fueron tomadas utilizando un adaptador de teléfono ce-
lular ajustado al ocular del microscopio. Para cada una de las fotografias se midid el drea libre
de células correspondiente al corte en la zona delimitada, y de esta manera se definid el avance
de la migracién celular segtin la condicién. El ensayo fue realizado por triplicado. Se aplicé un
test de Student sobre los valores promedio de la condicién tratada y control a cada hora para el

andlisis estadistico de los resultados.

3.8. PROCESAMIENTO DE IMAGENES

El anélisis de las imdgenes del ensayo de migracion celular fue realizado comparativamente
mediante un plug-in de Image] y un algoritmo desarrollado en Python con el fin de elegir uno

de los dos métodos.

IMAGE]

El procesamiento mediante Image] consistié en el empleo de un plug-in desarrollado espe-
cificamente para esta clase de ensayo [117]. El mismo detecta la region libre de células de una
imagen y otorga automdticamente los valores de drea y ancho promedio del corte en pixeles.
Para poder emplearlo, primero, las imdgenes debieron ser recortadas una por una dentro de la
aplicacién, de manera de dejar fuera la parte de la imagen en la que se observa el rotulador que

delimita la franja del corte a analizar.

PyTHON

El procesamiento con Python fue realizado mediante el desarrollo de un algoritmo especifico
para este andlisis. Brevemente, este algoritmo consistié en llevar todas las imagenes a blanco y
negro y distinguir la regién correspondiente al campo visual del microscopio respecto al fondo
negro del resto de la imagen. Una vez delimitada la regién del campo visual para cada imagen,
se escogié dentro del mismo una seccién rectangular de dimensiones idénticas en cada una que
contenga al corte. Alli se identificé el 4rea libre de células del corte aplicando un algoritmo que
mide la entropfa de la imagen, en donde la regién libre de células se distingue por tener una

menor entropia.
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El detalle de este procesamiento se representa en la Figura 3. Consistid, en primer lugar, en
disminuir la saturacién de las imdgenes al maximo. Luego, para definir la regién circular que
delimita lo que se observa en el campo visual del microscopio, se realizé un histograma de lu-
minosidad de cada imagen. En este histograma se buscé un minimo local (sefialado en la Figura
32), que corresponde con un tono intermedio entre negro y blanco (o y 250, respectivamente)
que no se visualiza en toda la imagen. Una vez escogido este minimo local, se lo utilizé como
valor umbral para separar en una nueva imagen con 2 colores contrastantes lo que se observa en
el campo visual del microscopio del fondo negro. En nuestro caso, todos los tonos por encima
del valor umbral se distinguieron con blanco, y los tonos por debajo, con verde.

Luego, se buscé en esta nueva imagen la columna con mds pixeles que tengan el color de la
regi6én interna del circulo (en este ejemplo, verde). Esta columna corresponde al X, del centro
del circulo (indicado en la Figura 3b, ver para los pasos siguientes). Al sumar la cantidad de
pixeles de color verde en esta columna y dividir este nimero por dos, se pudo obtener el valor
del radio del circulo. Como paso siguiente, sobre la columna del X, se buscé la fila del Y, ,,,
(la primera fila, de abajo hacia arriba, que contiene un pixel de color verde). A este punto (X,
Y,,:») se le sumé un valor de radio, y asf se obtiene el Y, y por ende la ubicacién del centro del
circulo (X, Y,).

Una vez determinado el radio y el (X, Y;) de cada una de estas imdgenes, se regresé a la
imagen original de cada una sin saturacién. Alli, se trazé el contorno de la regién del campo
visual (ver Figura 3c) a partir de la suma de un valor de radio en toda una circunferencia a partir
del (X, Y,)). Dentro de la circunferencia de cada imagen, se trazé un rectingulo en el medio
que contenga a la regién del corte. Este rectingulo fue de igual tamafo en todaslas imdgenes. El
altimo paso fue, dentro de esta regién rectangular, aplicar una funcién de Python que analice
la entropia de la imagen. Una vez delimitada la regién con menor entropia, correspondiente al

drea libre de células (pintada en verde en la Figura 5¢), se pudo determinar su drea en pixeles.
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Frecuencia relativa [u.a.]

100 150
Intensidad

(a) Paso 1: delimitacién de la regién correspondiente al campo visual del microscopio, a partir de un histograma de
intensidad sobre la imagen original (en blanco y negro).

*—————

= Ymin == 1 Radio
— X0 H (X0, Ymin) ® (xo.¥0)

(b) Paso 2: deteccién del centro del circulo. E1 X corresponde a la columna con mayor cantidad de pixeles en color
verde. La mitad del nimero total de pixeles verdes en dicha columna corresponde al radio. E1Y,,,, corresponde
ala primera fila de la columna del X, en donde se encuentra un pixel de color verde. Con la suma de un radio

en (X, Y,

i) S€ obtiene el centro del circulo (X, Y,).

(c) Paso 3: delimitacién del 4rea libre de células. El contorno de la regién del campo visual se obtiene a partir de la
suma de un radio en toda una circunferencia a partir del (X,, Y)). Dentro del contorno, se selecciona un drea
rectangular de tamafio determinado. Sobre esa 4rea se aplica un andlisis de entropia de la imagen que determina

el 4rea libre de células.

Figura 3: Paso a paso acerca del funcionamiento del algoritmo desarrollado en Python.
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3.9. CAPACIDAD PROLIFERATIVA CELULAR

Con el objetivo de determinar el tiempo de duplicacién de los fibroblastos equinos, se sem-
braron estas células en pasaje 4 en una placa de 24 pocillos con medio completo. Las mismas
se contaron cada dfa, por triplicado, durante 9 dias y se construy6 una curva de crecimiento

celular. El tiempo de duplicacién (DT) fue determinado mediante la ecuacién

In2
STy
donde X, y X, son los valores promedio de células totales de dos dfas de la fase exponencial de
la curva, y T es el tiempo, en horas, entre estos dos dias.

Por otro lado, con el fin de evaluar cambios en el crecimiento de fibroblastos equinos ante un
tratamiento con VE, se sembraron fibroblastos equinos en pasaje 4 en una placa de 96 pocillos
auna densidad de 6500 células por pocillo. El cultivo se realizé por triplicado para cada una de
las condiciones: control y tratado. Luego de 24 horas se agregé medio DMEM 1 % SFB para la
condicién control, y el mismo medio suplementado con VE a una concentracién de 1 pug/ml
parala condicién tratado. El medio de ambas condiciones fue cambiado en el dia 4. Se contaron
la cantidad de células totales por pocillo del dia 1 al dia 7. Para cada condicién se construyé una

curva de crecimiento celular.
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4 REsSULTADOS

4.1.  DERIVACION DE AD-MSC

El protocolo de derivacién empleado durante este trabajo de tesis nos permitié obtener cé-
lulas a partir de tejido adiposo que fueron capaces de formar colonias homogéneas, adherentes
al pléstico y similares morfolégicamente a fibroblastos, todas caracteristicas de las MSC. Se de-
rivaron un total de 13 muestras de 5 a 30 gramos de tejido adiposo equino (Figura 4) y ademds
se emplearon 4 muestras que eran parte del banco de células previamente derivadas del labo-
ratorio. De las 13 muestras derivadas, obtuvimos células viables y con alto potencial replicativo
a partir de 6 de ellas. Cabe destacar que no notamos diferencias en el rendimiento entre las

muestras derivadas y las que se encontraban criopreservadas en el laboratorio.

Figura 4: Muestras de tejido adiposo equino previo a ser disgregadas mecdnicamente.

En la Figura 5 se pueden observar células obtenidas de tres muestras distintas. Las imagenes
fueron tomadas en pasaje 4 o 5, previo al cambio de medio para iniciar el protocolo de obten-

cién de VE provenientes de MSC.
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Figura s: Ad-MSC equinas obtenidas a partir de la derivacién de distintas muestras de tejido adiposo.
Magnificacién: 1oox. Escala aproximada.

4.2. Microscoria ELECTRONICA

Las muestras de VE obtenidas mediante los diferentes protocolos (A, B y C; descriptos en
la seccién Materiales y Métodos) fueron analizadas mediante microscopia electrénica de trans-
misién a fin de evaluar el tamafio de las vesiculas obtenidas. En las Figuras 6-8 se observan
imdgenes representativas de las diferentes poblaciones obtenidas. En general, en todos los ca-
s0s se observaron vesiculas en un rango de tamafo de 50 a 200 nm de didmetro.

La mayoria de los protocolos de obtencién de VE a partir de sobrenadantes de cultivo acon-
sejan el uso de medio sin suero fetal bovino (SFB), de manera de poder distinguir las VE pro-
venientes de las células de interés respecto de las que puedan estar presentes en el suero. Sin
embargo, como las Ad-MSC normalmente se cultivan en medios suplementados con 10 a20 %
de SFB, consideramos que el cambio abrupto a un medio sin suero podia ser detrimental para
las MSC. Por lo tanto, con el primer protocolo evaluado decidimos distinguir la obtencién de
VE a partir de medio suplementado con 10 % BSA (en reemplazo del SFB) o en ausencia total
de suero. Finalmente, no observamos diferencias en la viabilidad celular, por lo que se descarté
el protocolo con BSA en el medio de cultivo.

En las muestras provenientes del protocolo que se basé en sucesivas centrifugaciones y filtra-
cién (protocolo A, Figura 6) se observaron muestras relativamente limpias y se hallaron prin-
cipalmente particulas que podrian corresponderse con vesiculas de alrededor de so nm de di4-
metro. Aunque este tamano se encuentra dentro del rango indicado para los exosomas, existen
reportes que indican que si solo se visualizan particulas de este didmetro no se puede afirmar
que la muestra corresponda a exosomas o a otros tipos de nanoparticulas [118]. Por lo tanto,

descartamos el uso de este protocolo.
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4.2 Microscopia Electronica

Figura 6: Fotografias tomadas mediante TEM a partir de alicuotas del protocolo A. Escala: so nm.

En las muestras procesadas utilizando el kit comercial de obtencién de exosomas (protoco-
lo B, Figura 7) obtuvimos una gran cantidad de precipitados que en principio parecerfan ser
proteinas. Debido a que la purificacién mediante este método estd basada en una precipitacion
con polietilenglicol (PEG) [119], en muestras con baja concentracién de exosomas o VE (como
son las provenientes de sobrenadante) puede ocurrir la formacién de agregados de vesiculas
por la presencia de restos del reactivo en el pellet, o la precipitacién de proteinas presentes en
el medio de cultivo en conjunto con la poblacién vesicular. Si bien no determinamos cuél era
el caso, por estas razones y por la calidad de las muestras decidimos descartar este método de
obtencién.

Por ultimo, se observé que mediante el protocolo de obtencién de VE basado en sucesivas
centrifugaciones (protocolo C, Figura 8) obtuvimos muestras relativamente limpias y similares
a las obtenidas mediante el protocolo A. Ademds, a partir de este método obtuvimos una po-
blacién de particulas que podrian corresponderse a vesiculas de entre so nm (Figura 8A), hasta
miés de 100 nm (Figura 8C). También se observé un gran numero de particulas que superan
los 200 nm (Figura 8B), a diferencia del protocolo A. Consideramos que este protocolo nos
permitié obtener una mayor diversidad de VE en cuanto a sus tamafos y con escasos precipi-
tados. Por lo tanto, fue el protocolo adoptado para procesar todas las muestras empleadas en

el presente trabajo.
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Figura 8: Fotograffas tomadas mediante TEM a partir de alicuotas del protocolo C. A) Escala: so nm.
B) Escala: 0,2 um. C) Escala: 100 nm.
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4.3 Cuantificacion proteica

4.3. CUANTIFICACION PROTEICA

Con el fin de contar con una herramienta para determinar la concentracién/dosis con la cual
trabajarfamos en los posteriores ensayos funcionales, realizamos la cuantificacién de proteinas
totales de cada muestra. Para ello evaluamos diferentes protocolos cominmente utilizados en
la cuantificacidén de proteinas, como la medicién mediante Nanodrop, ensayo de Lowry, ensa-
yo de Bradford, BCA y MicroBCA. A excepcidn del ensayo de Bradford, el resto de los métodos
evaluados no otorgaron resultados consistentes entre las réplicas. Ademds, salvo por el uso de
Nanodrop, la mayoria de ellos requieren volimenes grandes de muestra para realizar la medi-
cién. Cabe destacar también que al querer evaluar las muestras provenientes del protocolo A
mediante el ensayo de Lowry, se observé la formacién de un precipitado que imposibilit6 la
medicién de las muestras. Esto es relativamente comun para este método de cuantificacion, el
cual sufre interferencias por muchas sustancias comunes como el NH,', Tris-HClI, carbohidra-
tos o agentes reductores varios [120]. Por estos motivos, decidimos cuantificar todas las mues-
tras mediante el método de Bradford, el cual otorgé resultados que se adectian a lo esperado e
inclusive, debido a los volimenes empleados, nos permitio realizar mediciones por triplicado
sin agotar las muestras. Desde este punto nos referiremos a las dosis de masa o concentracién

de proteina empleadas en los ensayos como dosis de VE.

Como paso siguiente, quisimos evaluar si era posible estimar la cantidad de proteinas totales
unicamente a partir del dato de la cantidad de células al momento de colectar el medio condi-
cionado. De esta manera, podrfamos evitar el paso de cuantificacién y maximizar el uso de la
muestra. Para ello, se calcularon los valores normalizados de proteinas totales por la cantidad
de células a partir de las cuales derivaron esas muestras. En la Tabla 4.1 se muestran los resulta-
dos obtenidos. Se indican los valores de la cuantificacién de las muestras mediante el método
de Bradford, la cantidad de células de cada muestra a partir de la cual se purificaron VE, y la

normalizacién de las proteinas obtenidas por cantidad de células.

Células (millones) Proteinas (xg/ml) Proteinas/Células

12 54 455
20 36 1,3
28 12 0,4
28 123 4,4
29 75 2,6
40 218 555
48 77 L6
66 120 1,8

Tabla 4.1: Columna 1: nimero de células totales, en millones. Columna 2: proteinas totales, en pg/ml.
Columna 3: cantidad de proteina obtenida por millén de células.
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Se puede observar a simple vista en los datos normalizados que no existe una relacién li-
neal entre estos valores. Debido a que no son valores constantes, se puede confirmar que no es
posible estimar un rango de cantidad de proteinas totales que obtenemos de una muestra de
VE tan solo conociendo el nimero de células totales al momento de colectar la muestra. Por
ende, resulta necesario proceder con el paso de cuantificacién para todas las muestras que se

purifiquen.

4.4. CARACTERIZACION MEDIANTE WESTERN BroT

Con el fin de detectar la presencia de proteinas especificas de VE, se realizaron ensayos de
Western Blot empleando anticuerpos anti-TSG 101 y anti-Anexina II (Figura 9). Para ello, se
sembraron 5y 7 ug de VE por calle que corresponda a VE purificadas.

En primer lugar, se logré detectar la presencia de la proteina TSG-101, de 46 kDa de peso
molecular [121] (calle B, Figura 9). Sin embargo, también observamos un pegado inespecifi-
co en esta calle evidenciado por la presencia de dos bandas de menor tamano, una entre 30
y 40 kDa, y otra entre 40 y so kDa, justo debajo de la banda que corresponderia a TSG-101.
Ademis, se observé una gran proporcién de pegado inespecifico del anticuerpo en la mues-
tra correspondiente al lisado celular (calle A) y, en menor medida, expresién de la proteina de
interés. Es importante destacar que los anticuerpos empleados no fueron desarrollados especi-
ficamente para la especie con la cual estamos trabajando, por lo cual la marcacién inespecifica
puede resultar esperable.

Por otro lado, también se detectd la presencia de Anexina II, de 38,6 kDa de peso molecu-
lar [122], mediante una banda localizada entre los 30 y 40 kDa (Calle D, Figura 9). Si bien no
observamos pegado inespecifico del anticuerpo en esta calle, sf lo notamos en la calle corres-
pondiente al lisado celular (calle E), aunque en menor medida que para TSG-1o1.

En conjunto, estos resultados indicarian que mediante los protocolos de coleccién y purifi-

cacién empleados logramos aislar VE.
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100 kDa

Figura 9: Western Blot de las VE aisladas a partir de sobrenadante de cultivo. Se emplearon anticuerpos
anti-TSG 101 y anti-Anexina II y se utilizé un lisado celular como control negativo. Calle A:
lisado celular incubado con anti-T'SG 101. Calle B: muestra incubada con anti-T'SG 101. Calle
C: marker. Calle D: muestra incubada con anti-Anexina II. Calle E: lisado celular incubado
con anti-Anexina II.

4.5. TRANSFERENCIA DE VESICULAS

Como mencionamos previamente en la introduccién, las VE pueden actuar como media-
dores de la sefializacién entre las células. Con el objetivo de evaluar si las vesiculas purificadas
eran capaces de ser incorporadas por fibroblastos equinos en cultivo, y de definir una concen-
tracién de tratamiento para los ensayos subsiguientes, decidimos co-incubar con estas células a
VE previamente tefiidas con un marcador fluorescente y observar el resultado al microscopio.
En este ensayo se emplearon distintas concentraciones de VE (0,5, 2 y 5 ug/ml) para evaluar la
transferencia de las mismas.

Se puede observar en las Figuras 10 a 12 que las células presentaron una marcacién fluorescen-
te en sus membranas y, en algunos casos, un patrén puntillado en el citoplasma. Esto indicaria
que las vesiculas pudieron ser incorporadas tanto por un mecanismo de fusién de membranas
como por endocitosis o macropinocitosis. Observamos también que la marcacién resultaba

mds intensa en los fibroblastos a mayor concentracién de VE empleada.

33



4 Resultados

Figura 10: Transferencia de vesiculas en una dosis de tratamiento de o,5 wg/ml. Magnificacién: 6oox.
Tiempo de exposicion: 6oo ms. A) Células co-cultivadas con VE tenidas. B) Control de PBS.

Figura 11: Transferencia de vesiculas en una dosis de tratamiento de 2 wg/ml. Este ensayo fue realizado
con dos poblaciones de VE distintas. Magnificacién: 6oox. Tiempo de exposicion: 100 ms. A)
y B) Células co-cultivadas con VE tenidas. C) Control de sobrenadante. D) Control de PBS
tefiido. E) Control de PBS.
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4.5 Transferencia de vesiculas

20 ym

Figura 12: Transferencia de vesiculas en una dosis de tratamiento de 5 ug/ml. Magnificacién: 6oox.
Tiempo de exposicién: 60o ms. A) y B) Células co-cultivadas con VE tefiidas. C) Control
de PBS.

Uno de los controles que realizamos consistié en la co-incubacién con las células del sobre-
nadante del lavado post-tincién de VE, donde observamos una marcacién tenue (Figura 11C).
Esto indicarfa que restos de exceso del colorante empleado permanecen en el sobrenadante de
la ultracentrifugacién. Un fenémeno similar se observé en los controles negativos empleando
PBS (Figuras 10B, 11E, 12C) y PBS “tefiido” (PBS incubado con el colorante y tratado de igual
manera que la muestra de VE, Figura 11D), para los cuales también se observa una fluorescen-
cia muy tenue en comparacién a lo observado para las muestras tratadas con VE tefiidas. En el
control de PBS tenido y el de sobrenadante también observamos un gran nimero de cristales
o0 pequenas particulas tenidas. Esto coincide con reportes previos en este tipo de ensayos [123],
que indican la importancia de realizar este tipo de controles para validar lo observado en las

muestras tratadas.

En resumen, mediante el presente ensayo observamos que las VE se incorporan a las células
y que el nivel de fluorescencia observada se correspondia con la concentracién de VE empleada,
ya que resulté menor para 0,5 ug/ml y mayor para 2 y 5 ug/ml. Considerando que el protocolo
de tincién involucra dos pasos de ultracentrifugacién en los cuales puede ocurrir la pérdida de
parte de la muestra, decidimos fijar nuestra concentracién de trabajo para los ensayos subsi-

guientes en 1 ug/ml.
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4.6. ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

El ensayo de migracién celular o wound healing consiste en realizar una herida en una mo-
nocapa celular y observar a tiempos fijos como el 4rea libre de células se cubre. Con el fin de
registrar los cambios a lo largo del tiempo, se fueron tomando fotografias a distintos tiempos
para una misma zona. A partir de estas imdgenes se calcula el 4rea libre de células, paralo cual
se evaluaron dos maneras de medirlo. El primer método consistié en emplear un plug-in de
Image] desarrollado especificamente para este tipo de ensayo (Figura 13A) y el segundo en el

desarrollo de un algoritmo de Python (Figura 13B).
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Figura 13: Arealibre de células en funcién del tiempo. Dosis de tratamiento de 1 ug/ml (n=1). Los valores
del drea se presentan porcentualmente, normalizados por el 4rea libre de células en el tiempo
o. Las determinaciones de 4rea libre de células se realizaron mediante dos métodos distintos

para comparar su eficacia. A) Medicién mediante un plug-in de Image]. B) Medicién mediante
un algoritmo de Python.

Observamos que los resultados analizados mediante el soffware Image] no se condicen con
lo observado en las imdgenes crudas. Al evaluar el andlisis de cada una de las imdgenes se puede
visualizar que esta herramienta toma grandes regiones que no se corresponden con dreas libres
de células (Figura 14). Esto puede optimizarse definiendo pardmetros como el valor umbral
imagen por imagen, pero vuelve el anlisis mds lento y operador-dependiente. Este tipo de

errores pudieron ser salvados mediante el algoritmo de Python, ya que logramos que tome
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4.6 Ensayo de migracion celular

regiones mds acertadas para cada una de las imagenes. Incluso, al no haber necesidad de recortar
las imagenes previamente ni de analizarlas y anotar los valores otorgados del 4rea una por una,
el algoritmo de Python es mucho mis eficiente y permite un andlisis mds veloz de las imdgenes.
Esta herramienta nos permite calcular el 4rea de todo un set de datos (distintas horas) de una
condicién (tratado/control) y construye la curva correspondiente de manera automdtica. Por
este motivo, decidimos analizar las imagenes obtenidas con el algoritmo de Python. Se puede
observar en la Figura 15 un ejemplo de la deteccién del drea libre de células que realiza este

algoritmo para una muestra tratada y una control en todas las horas registradas.

Figura 14: Deteccién del drea libre de células, en celeste, con el plug-in de Image]. Se indican en la parte
superior de laimagen, en negro, dénde se encuentran los limites reales del drea libre de células.

Control

Tratado

Figura 15: Imdgenes analizadas mediante Python de un ensayo de migracién celular para una de las con-
diciones control y una de las tratadas.

Finalmente, el ensayo de migracién celular fue realizado por triplicado con una dosis de 1
ug/ml. Se presentan en la Figura 16 los resultados de la migracién celular en la condicién tratada
y la condicién control. En principio, se puede observar que aquellas muestras tratadas con una
dosis de 1 ug/ml de VE logran cubrir el 4rea libre de células antes que las muestras no tratadas

(control). Particularmente las diferencias significativas se hallaron a las 16 horas post inicio del
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tratamiento. Debido a que determinamos que los fibroblastos equinos presentan un tiempo de
duplicacién de 24 + 2 horas (datos presentados en la siguiente seccién), a partir de las 20 horas
es dificil discernir entre un efecto producto de la proliferacién y/o migracién, lo que explicaria

por qué no se observaron diferencias a las 20 y 24 horas post inicio del tratamiento.
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Figura 16: Area libre de células en funcién del tiempo. Dosis de tratamiento de 1 ug/ml (n=3). Los da-
tos se presentan como el promedio + desviacién estindar. Los valores del 4rea se presentan
porcentualmente, normalizados por el 4rea libre de células en el tiempo o. Con * se sefialan
los horarios en los que la diferencia entre ambas condiciones es significativa (p<o.0s).

4.7. CAPACIDAD PROLIFERATIVA CELULAR

En primer lugar, se realiz6 una curva de crecimiento de fibroblastos equinos en condiciones
normales de cultivo, es decir, con medio completo. A partir de esta curva, representada en la
Figura 17, se estimé el tiempo de duplicacidn de las células. Al tomar como dias correspondien-
tes a la fase exponencial a los dfas 2, 3 y 4, obtuvimos un valor de tiempo de duplicacién de 24
+ 2 horas.

Luego se construyé una curva de crecimiento con el objetivo de evaluar posibles diferencias
en la capacidad proliferativa celular de los fibroblastos ante un tratamiento con VE. La mis-
ma se ve representada en la Figura 18. Si bien existe una importante dispersién en los datos
tomados para cada condicidn, representado por sus respectivas desviaciones estindar, la curva
de crecimiento de células tratadas con una dosis de 1 ug/ml de VE parecerfa indicar un mayor
crecimiento que las células en la condicién control. No obstante, este ensayo se realizd con una
sola muestra de VE, por lo que los resultados observados son tan solo preliminares. De esta
manera, debemos ampliar el set de datos para lograr concluir sobre el efecto de las VE en la

proliferacién de los fibroblastos.
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4.7 Capacidad proliferativa celular

200000

175000+

150000+

N

125000+

de células

100000+

75000

Ndmero

50000

25000+

O T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias

Figura r7: Curva de crecimiento celular con fibroblastos equinos en medio completo. n=1. Los datos se
presentan como el promedio * desviacién estindar.
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Figura 18: Curva de crecimiento celular. Dosis de tratamiento de 1 ug/ml. n=r1. Los datos se presentan
como el promedio + desviacién estindar.
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Argentina es considerada el mayor productor-exportador de equinos de la raza Polo Ar-
gentino, por lo que esta industria representa un impacto altamente positivo para el desarrollo
econdémico de nuestro pafs. Una de las principales complicaciones para los animales emplea-
dos en los deportes ecuestres de alto rendimiento son las lesiones musculoesqueléticas [2], las
cuales pueden ocurrir como resultado de una caida o accidente, o por el propio desgaste del
entrenamiento y la competencia. Las alternativas terapéuticas actuales para el tratamiento de
estas patologfas son limitadas y por lo tanto existe una alta demanda de nuevos tratamientos.

La mayoria de las terapias que se encuentran disponibles actualmente brindan soluciones
a corto plazo, con una alta tasa de recurrencia de las lesiones y en la mayoria de los casos los
animales no logran volver a la competencia. La medicina regenerativa propone, en su lugar,
nuevos tipos de terapias basados en el uso de células madre, que permiten la regeneracién de
los tejidos dafados y recuperacion completa del animal. Dentro de los distintos tipos de célu-
las madre, las mayores candidatas a ser empleadas son las MSC debido a su fécil obtencién y
expansion iz vitro, su naturaleza multipotente y su seguridad en términos teratogénicos [29].

Si bien ya hace varios afios que se han demostrado los efectos beneficiosos del uso de MSC
en terapias regenerativas, la hipétesis respecto al mecanismo de accién de las mismas ha cam-
biado a lo largo del tiempo. En principio, se consideraba el uso de MSC como una terapia de
reemplazo celular, es decir que tras la aplicacién local de estas células en una herida o lesidn,
éstas eran capaces de diferenciarse e integrarse al tejido danado. Sin embargo, actualmente se
considera que el potencial regenerativo de las MSC estd basado en un efecto paricrino [67].
Las células mesenquimales secretan pequefias vesiculas extracelulares, de entre 50 a 500 nm,
que contienen factores de crecimiento, miARNs y otros tipos de biomoléculas que actuarfan
sobre el tejido danado promoviendo la regeneracién del mismo [103]. Estas vesiculas pueden
ser aisladas del cultivo in vitro de estas células y por lo tanto ser aplicadas de manera directa
en el tejido a tratar. De esta forma, se podria establecer una nueva clase de terapia libre de cé-
lulas que potencialmente resultarfa mis eficiente y facilitarfa la aplicacién de las muestras, su
logistica, entre otros aspectos.

Dentro de la medicina veterinaria, y en particular en los equinos, la administracién de VE es
un drea emergente de investigacién y ya se han reportado resultados prometedores en cuanto a

sus potenciales efectos. Sin embargo, son escasos los trabajos en los que se detalla la determina-
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cién de las dosis de VE. Aunque muchos de ellos informan la metodologia empleada, no son
claros los valores obtenidos ni empleados en sus ensayos, lo que dificulta la reproducibilidad

de los resultados.

Nuestro laboratorio cuenta con un servicio de derivaciéon de MSC equinas a partir de teji-
do adiposo para su aplicacién en terapias regenerativas. En este contexto, y con el objetivo a
largo plazo de contar con una terapia libre de células, en el presente trabajo de tesis se plantea
la hipétesis de que la presencia de VE secretadas por Ad-MSC aumenta la capacidad
proliferativa y regenerativa de fibroblastos equinos cultivados iz vitre. Con ese fin, ais-
lamos y caracterizamos VE obtenidas a partir de Ad-MSC en cultivo, y evaluamos su efecto en

distintos ensayos funcionales iz vitro empleando dosis debidamente especificadas.

En primer lugar, empleamos un protocolo desarrollado en nuestro laboratorio para la ob-
tencién de MSC a partir de muestras de tejido adiposo equino. A partir del mismo, obtuvimos
células viables para nuestros experimentos que a su vez presentaron caracteristicas morfoldgicas
correspondientes a MSC. Este protocolo ha sido anteriormente validado en cuanto a la carac-
terizacion de las células obtenidas segin expresién de marcadores especificos mediante PCR y
diferenciacién a distintos linajes [111]. De las 13 muestras derivadas de entre 5 a 30 gramos de
tejido adiposo, se obtuvieron células a partir de 6 de ellas. Esto pudo deberse, por ejemplo, ala
edad del animal donante, caracteristica asociada a una mayor senescencia de las MSC [58]. Otro
aspecto a considerar es el tipo de muestra recibida, dado que si bien la mayorfa de las muestras
provinieron al laboratorio como se detallé en Materiales y Métodos, también se han recibido
donaciones de matadero o animales particulares. Notamos también que tuvimos un rendi-
miento muy superior con las muestras con mayor contenido de hematocitos, es decir cuando
se procesaban muestras de grasa con mayor irrigacién, que con aquellas que contenian tinica-
mente grasa subcutdnea. Esta observacion se correlaciona con lo reportado previamente acerca
de la localizacién de los nichos de MSC en diferentes tejidos. Numerosos trabajos establecen
que el nicho de MSC estd ubicado en sitios perivascuales [124], o incluso sugieren que los pro-
pios pericitos corresponden a MSC por su perfil de expresién y caracteristicas en cultivo [125].
Esto explicaria por qué las MSC pueden encontrarse en casi todos los drganos irrigados por
vasos sanguineos, y ademds por qué cuentan con la propiedad de migracién mediante la cual
pueden llegar a sitios lejanos de donde residen en el organismo para colaborar con la respuesta

regenerativa [66].

A continuacidn, escogimos las condiciones de cultivo para las Ad-MSC a partir de las cuales
fbamos a obtener las VE. Para ello, basindonos en trabajos previos [126-128], determinamos
emplear células en pasaje 4-5 y a una confluencia de entre 70 a 90 %. Una vez establecidas las
condiciones de cultivo, logramos poner a punto un protocolo para la purificacién de vesicu-
las a partir del medio de cultivo condicionado por el cultivo de Ad-MSC. Para ello, evaluamos

tres protocolos distintos segin lo reportado en bibliografia para distintas especies, incluyendo

42



la equina [94, 118, 128-131]. Las muestras purificadas se compararon mediante un andlisis por
TEM. En primer lugar, notamos un indice de precipitacién de proteinas muy alto al utilizar el
kit comercial, probablemente debido al método de precipitacién basado en el empleo de PEG
que incluye [119] y, por lo tanto, esta opcién fue descartada como método para purificar las VE.
Luego se compararon los resultados observados entre los protocolos de centrifugaciones, los
cuales diferfan tinicamente por un paso de filtracién a 0,22 um. En el protocolo A, que incluyé
un paso de filtracién, se observaron principalmente vesiculas de so nm, mientras que con el
otro se observé una gran diversidad de VE que estdn entre los so y los 200 nm, con una aparen-
cia similar a la reportada en trabajos previos [94,126,131,132]. Por este motivo, principalmente,
seleccionamos el protocolo que consiste en sucesivas centrifugaciones sin pasos de filtracién de
por medio. Un aspecto a considerar es que notamos que los rendimientos disminuyen signifi-
cativamente al sumar pasos de ultracentrifugacién, por lo que es importante ser excesivamente
cuidadoso durante los pasos de lavado y resuspension de las ultracentrifugaciones para evitar
tener que repetirlas. Esta pérdida de vesiculas se ha reportado anteriormente por Nigro y co-
laboradores, quienes también han sumado otros factores que influyen en el rendimiento de
purificacién, como el tipo de rotor empleado, la variacién en los tiempos de centrifugacién y
los cambios de temperatura [133]. Ademds, en el mismo trabajo se destacé que los primeros
pasos de centrifugacién son cruciales en el rendimiento final de vesiculas obtenidas. Estas cues-
tiones conllevan a que numerosos trabajos consideren que otras metodologfas mas sofisticadas
son mejores para la purificacién de VE, como la ultrafiltracidon tangencial [134]. Sin embargo,
si bien pudimos observar que las muestras obtenidas no son completamente puras y se pueden
generar agregados proteicos o de las propias vesiculas, debido a su accesibilidad, el protocolo
de ultracentrifugaciones es actualmente el gold-standard en la purificacién de VE. Esto no des-
carta, de todas maneras, que ante futuras aplicaciones iz vivo sea necesario afiadir pasos para

mejorar el procesamiento downstream de las muestras.

Como se menciond anteriormente, mediante un anlisis por TEM pudimos observar la ob-
tencion de una poblacién de VE de diverso tamano, partiendo de los so nm hasta superar los
0,2 wm. En cuanto a las particulas mds pequenias, de didmetro aproximado de so nm, no es
posible distinguir si se tratan de exosomas o de otros tipos de nanoparticulas segtin reportes
anteriores [118]. Sumado a esto, para validar que las particulas observadas eran efectivamente
VE, realizamos ensayos de Western Blot para detectar dos marcadores especificos de superficie,
TSG-101 y Anexina II. Ambas proteinas estin involucradas en los procesos de biogénesis de
distintos tipos de vesiculas, como en la seleccién de su contenido o el movimiento de las mem-
branas [91, 100], y han sido ampliamente empleadas en la caracterizacién de VE previamen-
te [100,102,106,128]. En la Figura 9 demostramos que las VE aisladas presentan las proteinas
TSG-101y Anexina Il en las calles B y D, respectivamente. Sin embargo, para TSG-1o1 observa-

mos ademds una marcacién inespecifica que puede deberse a que los anticuerpos empleados no
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son especificos de la especie equina. Por este motivo, la concentracién de anticuerpo empleada
(1/500) es mas elevada que lo recomendado, reforzindose asi la marcacién inespecifica obteni-
da. Esto es un problema habitual para aquellos grupos de trabajo que trabajamos en especies
domésticas y silvestres, para las cuales no se han desarrollado atin anticuerpos especificos [129].
Cabe aclarar, a su vez, que no fue posible confirmar que las muestras obtenidas sean completa-
mente puras y libres de otros componentes celulares ya que no contdbamos con un anticuerpo
control para detectar proteinas del citoesqueleto, por ejemplo, que podrian haber decantado
junto con la poblacién vesicular. Sin embargo, dado que en las imagenes de TEM observa-
mos que se obtuvieron muestras relativamente limpias o libres de grandes cantidades de otros
componentes, consideramos que el protocolo de purificacién seleccionado era adecuado para

continuar con el desarrollo del trabajo.

Como paso siguiente, cuantificamos las muestras obtenidas mediante el método de Brad-
ford. Este método permite la cuantificacién mediante la unién del colorante Coomassie G250
a las proteinas. Si bien evaluamos diferentes métodos para cuantificar las muestras, seleccio-
namos este ya que los resultados entre las réplicas técnicas fueron consistentes y nos permitia
emplear volimenes muy pequefios para la cuantificacién. Este tltimo factor nos resulté de alta
relevancia debido a que nuestro volumen total de muestra rondaba entre los so y 100 ul (inde-
pendientemente del nimero total de células a partir del cual se purificaron las VE). Mientras
que para cuantificar por otros protocolos se requeria el uso de entre el 20 a 50 % de muestra,
con el método de Bradford podiamos emplear solo de un 5 a 10 % para cada réplica. Si bien los
estandares establecen que lo ideal para determinar la cantidad de particulas en una muestra es
realizar una cuantificacién mediante NTA [97], que se basa en la dispersion de luz de particu-
las en movimiento Browniano, ain no contamos con acceso a esta tecnologfa en nuestro pafs.
Es por esto, y en base a lo reportado previamente por otros grupos de investigacién, que consi-
deramos emplear la cuantificacién de proteinas totales de manera alternativa [106,12.8,130,131].
Cabe destacar que en la mayorfa de los trabajos no se indica un valor de cuantificacién de VE
o proteina total, y aquellos que indican una dosis lo hacen en relacién al nimero de células a
partir de los cuales se derivé la muestra [130]. Sin embargo, en este trabajo demostramos que, al
menos mediante los métodos de purificacién empleados, no existe una relacién lineal entre los
millones de células cultivadas y la cantidad de proteina total (como indicador de VE) obtenida
a partir de las mismas (Tabla 4.1). También destacamos que es necesario contar con al menos
25 millones de células por muestra para lograr obtener una cantidad significativa de proteina

para realizar los ensayos subsiguientes.

Para determinar la concentracién de trabajo para los ensayos funcionales, a continuacién
ecidimos realizar un ensayo de tincién de vesiculas con un marcador lipofilico, S
decid | yo de t d 1 dor lipofilico, PKH67, y
posterior co-incubacién con fibroblastos equinos en cultivo. De esta manera, observamos la

transferencia de las VE a las células, ya que las mismas se tifien de un verde fluorescente y pue-
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den ser evidenciadas dentro de las células por tincién de la membrana o como un puntillado en
el citoplasma. Esto indica que las vesiculas podrian ser incorporadas tanto por fusién de mem-
branas como por mecanismos como la macropinocitosis [87]. Evaluamos tres concentraciones
distintas de VE, de 0,5, 2 y 5 ug/ml. En los tres casos observamos que las células presentaron
fluorescencia en sus membranas al ser comparadas con la condicién control, y que la misma cre-
cfa ala par del aumento de concentracién de VE. Trabajos previos han reportado el empleo de
este marcador en diversas dosis de VE, de 7,5 mg [106], 1,5 ug/ml [135], o sin especificar la con-
centracion [128,130,136], obteniendo resultados similares a los presentados aqui. Cabe aclarar
que al emplear la concentracién de o,5 ug/ml se observaron campos en los que la fluorescencia
fue muy similar a la observada para la condicién control, lo cual coincide con lo previamente
reportado a 0,3 ug/ml [135]. Es importante destacar que, al igual que otros trabajos, notamos
que en los controles se observaron numerosos cristales provenientes de la solucién de tincién
en algunos de los campos observados en el microscopio [123]. Es por esto que uno de los contro-
les sumados durante el desarrollo de este trabajo fue el que incluyé el sobrenadante de tincién,
que nos permitié evaluar la presencia de remanentes del colorante en el sobrenadante de lavado
de las VE tefiidas, y podria estar generando tinciones no especificas. Se observé que la fluores-
cencia fue muy similar a la de los controles de PBS, por lo que podemos inferir que la tincién
en las células se dio exclusivamente por las vesiculas tefiidas. A partir de estos resultados deci-
dimos emplear la dosis de 1 ug/ml en los ensayos subsiguientes. Si bien esta concentracién no
fue evaluada puntualmente (observamos que o,5 ug/ml no fue suficiente y 2 ug/ml saturaba la

marca), decidimos emplearla de modo de maximizar la cantidad de muestra.

Considerando que tanto la migracién como la proliferacién celular son dos pardmetros fun-
damentales a evaluar en los ensayos de regeneracion tisular, en el presente trabajo decidimos
evaluar estos efectos mediante el tratamiento de fibroblastos equinos con VE. En primer lu-
gar, evaluamos la migracién celular de fibroblastos 7 vitro en un ensayo de migracién celular.
Observamos que al suplementar el medio de cultivo con una dosis de 1 ug/ml de VE, el drea
libre de c¢lulas disminuy6 en mayor medida que la situacién control. Los resultados para cada
uno de los tratamientos fueron representados mediante una normalizacién a sus respectivas
horas iniciales (hora o) de manera de minimizar las posibles diferencias que pueden darse en
las mediciones por variaciones en el corte realizado para cada caso. Para el andlisis estadistico,
se compararon las condiciones control-tratado en cada hora registrada y normalizada a su hora
0, y notamos que Unicamente a las 16 horas se encontré una diferencia significativa entre los
tratamientos. Uno de los motivos por los cuales podriamos explicar que no se mantiene es-
ta diferencia para las 20 y 24 horas después de iniciado el tratamiento es que establecimos un
tiempo de duplicacién de 24 * 2 horas para los fibroblastos equinos. Por lo tanto, a medida que
nos acercamos al tiempo de la duplicacién de las células, no es posible distinguir si los efectos

observados estin dados por un efecto de migracién o de proliferacién celular. Consideramos
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que los tiempos del ciclo celular fueron reanudados al momento en el que se hizo el scratch
y se tomaron las primeras imédgenes del experimento (hora o) debido a que en este momento
el cultivo era una monocapa confluente, donde las células muy probablemente presentaban
inhibicién por contacto. Se ha reportado con anterioridad que este ensayo mostré una dife-
rencia notoria en la capacidad migratoria de las células tratadas con 1o ug/ml de VE [106]. No
obstante, allf trabajaron en condiciones distintas, como el empleo de PBS como control en lu-
gar del mismo medio suplementado con SEB pero sin VE. En otros trabajos, aunque también
notaron diferencias, nuevamente no se especifica con qué concentracién se trabajé [131], por
lo que los resultados no son reproducibles. Con la informacién obtenida a partir de este en-
sayo, nosotros podemos establecer que en principio una dosis de 1 ug/ml en el medio resulta
beneficiosa para la migracién celular. Cabe destacar también que para el andlisis de las imédge-
nes correspondientes a este experimento, desarrollamos un algoritmo en Python que permitié
un andlisis mas rdpido, eficiente e independiente del operador que las herramientas empleadas
en otros trabajos. Con este algoritmo fue posible incluso realizar un analisis a partir de imége-
nes tomadas con un teléfono celular debido a que no contamos con la disponibilidad de un
microscopio con sistema de adquisicién de imdgenes al momento de realizar el ensayo, lo cual

destaca también su versatilidad.

Por otro lado, para evaluar la capacidad proliferativa de las células se realizaron curvas de
crecimiento. En primera instancia, se realizé una curva en condiciones normales de cultivo con
el fin de poner a punto la técnica y establecer el tiempo de duplicacién basal de los fibroblastos
equinos, el cual fue de 24 + 2 horas. Luego, se realizaron nuevas curvas de crecimiento para
evaluar posibles cambios en las células ante un tratamiento con una dosis de 1 ug/ml de VE
suplementada en el medio de cultivo. Los resultados preliminares obtenidos parecerfan indi-
car que los fibroblastos tienen una mayor tasa replicativa. Sin embargo, las réplicas técnicas
de los dias, tanto para la condicién tratada como la control, mostraron una dispersién muy
grande. Ademds, este ensayo no pudo ser repetido debido a una limitacién en la obtencién de
mds muestras, por lo que no se puede concluir si el resultado observado es representativo de lo
que ocurre realmente ante un tratamiento con VE. Como trabajo futuro, este ensayo deberfa
repetirse con la misma dosis al menos 3 veces con muestras de diferentes individuos, de manera
de comparar mediante un test estadistico pertinente si la tasa proliferativa de los fibroblastos
se favorece con el tratamiento. Ademds, serfa ideal obtener una masa suficiente de VE para re-
petir el ensayo en una superficie como la que se empled en la curva inicial, de puesta a punto,
debido a que observamos que las células en esta condicién presentaron una mejor adherencia
y fue posible construir una curva de mds dias de duracién. Observamos en trabajos anteriores
en células satelitales humanas que se evaluaron dosis de 12,5 y 25 ug/ml, con efectos notorios en
esta Gltima [126], o también sobre células endoteliales con una dosis inica de 100 ug/ml [12.8].

Otros trabajos han reportado ensayos utilizando fibroblastos humanos de pacientes diabéticos,
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en donde se evaluaron las dosis de o,1, 1y 10 ug/ml y se observé una mayor tasa proliferativa de
manera dosis-dependiente [106]. Se puede destacar a partir de esto que el rango de concentra-
ciones en el cual se ensaya este tipo de actividad en las células es muy amplio, y que por ende
no existe un valor pre-establecido a partir del cual partir para notar diferencias. Sumado a esto,
uno de los objetivos de este trabajo era realizar un pool de las células empleadas, aislar su ARN
total y comparar mediante RT-qPCR la expresion de genes especificos de ciclo celular, en par-
ticular de c-Myc, ciclina Aty ciclina D2. Debido a que no contamos con las muestras necesarias
para repetir el ensayo de proliferacion celular, esta medicién no fue posible de realizar. Traba-
jos anteriores en equinos han realizado ensayos similares para evaluar el efecto en un contexto
inflamatorio de VE co-cultivadas con condrocitos [130]. En humanos, por otro lado, se eva-
lué sobre células satelitales tratadas para observar cambios en su diferenciacién [126], o sobre
fibroblastos de pacientes con comorbilidades en donde se estudiaron los mismos genes que no-
sotros tomamos como objetivo y en los que notaron cambios significativos [106]. El objetivo
final de este procedimiento era evaluar si, en caso de confirmar que hubo un aumento en la
cantidad de células tratadas por dia, esto se debia a un incremento en la expresién de genes que
regulan el ciclo celular y que consecuentemente disminuirian el tiempo de duplicacién celular,
como lo reportado previamente en el estudio en células humanas de Shabbir y colaboradores.
Por este motivo, este ensayo queda pendiente para futuros experimentos para corroborar asi

los cambios que podrian observarse en la curva de crecimiento.

En resumen, en el presente trabajo logramos optimizar un protocolo de obtencién de VE,
caracterizarlas en base a su morfologfa y expresién de marcadores especificos y obtener resulta-
dos preliminares acerca de los efectos de su aplicacién en una dosis de 1 ug/ml en la capacidad
proliferativa y migratoria iz vitro de fibroblastos equinos. Serfa interesante repetir los ensayos
funcionales realizados con una mayor cantidad de réplicas bioldgicas para obtener resultados
concluyentes y representativos, y también hacerlo con dosis crecientes de VE y evaluar un efec-
to de dosis-respuesta como se realiz6 en otras especies [106, 126 ]; sin embargo, no fue posible
debido ala limitante de muestras totales y la cantidad de proteina total que logramos purificar

de cada uno de los sobrenadantes de cultivo.

En conclusién, los resultados aqui presentados parecerfan indicar que las VE tienen un efec-
to positivo en la migracidn, y si bien resta por evaluar la capacidad proliferativa celular, estas
vesiculas contintian siendo potenciales candidatas para su uso en terapias regenerativas. No
obstante, para poder observar cambios que resulten significativos en este tipo de terapias, atin
es necesario optimizar los protocolos de purificacién de manera de aumentar los rendimientos
de VE obtenidas. Una potencial aplicacién in vivo demandarfa cantidades de VE superiores
a las empleadas en los ensayos iz vitro, y ademds, atin no estin definidas las maneras en las
que podrian administrarse. Por ejemplo, para tratamientos a base de MSC en lesiones muscu-

loesqueléticas de equinos, las dosis convencionales son de 5 millones de células [112—115]. Sin
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embargo, con los resultados de este trabajo observamos que no existe una relacién lineal entre
los millones de células y la concentracién de VE obtenida, por lo que no se puede establecer
una relacién directa para determinar las dosis de VE a administrar en estos casos. Para otras pa-
tologfas y especies, las dosis de MSC se determinan, en cambio, segun kilogramo del paciente
o tamano de la lesién. En definitiva, cualquiera sea el modo de administracién seleccionado,
serd necesario un incremento en la concentracién y diversidad de VE obtenidas, ya sea aumen-
tando la cantidad de MSC a partir de las cuales se parte, teniendo especial cuidado en que estas
provengan de individuos jévenes y sanos, o evaluando y escogiendo condiciones de cultivo que
aumenten significativamente su secrecién de VE al medio de cultivo.

Los resultados obtenidos en esta tesina podrian tener importantes implicancias en
terapias regenerativas en equinos y en otras especies de interés dentro de la medicina
veterinaria. Los hallazgos obtenidos hasta el momento son prometedores y sugieren
que las VE son potenciales candidatas para su uso en la regeneracion de tejidos. Ade-
mas, el estudio del efecto de las VE a dosis determinadas es un paso importante para
considerar su aplicacién 7z vivo. En definitiva, esta investigacion representa un avance
significativo en la comprensién de las VE y su posible uso en la medicina veterinaria,

lo que podria tener un impacto positivo en la salud y el bienestar animal.
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