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Resumen

Objetivos: las células madre mesenquimales (MSC) se caracterizan por su actividad antiinflamatoria, inmunosupresora y su
capacidad de diferenciacion. Esto las convierten en una interesante herramienta terapéutica en terapia celular y medicina
regenerativa. En parte, el efecto terapéutico de las MSC, esta mediado por la secrecion de vesiculas extracelulares (EV). El
precondicionamiento en hipoxia de las MSC puede mejorar la capacidad regenerativa de las EV secretadas. En este con-
texto, el objetivo del estudio ha sido evaluar si EV derivadas de MSC humanas cultivadas en hipoxia y normoxia afectan a
la osteoblastogénesis y adipogénesis de las MSC.

Material y métodos: se aislaron EV de MSC mantenidas 48 h en normoxia o hipoxia (3 % 0,) mediante ultrafiltracion y

cromatografia de exclusion por tamafio. Las EV fueron caracterizadas por “Western blot”, microscopia electronica y analisis

de seguimiento de nanoparticulas. En cultivos de MSC se evalud el efecto de las EV sobre la viabilidad por ensayo con MTT,
Palabras clave: la migracién por “Oris assay” y la diferenciacién a osteoblastos y adipocitos.

Xffr';‘::zlaresl Resultados: las EV aumentaron la viabilidad y migracion, pero no hubo diferencias entre las derivadas de normoxia e
Células madre hipoxia. Las EV, principalmente las derivadas de hipoxia, aumentaron la mineralizacion y la expresion de genes osteoblds-
:iiss)zg_“ima'es- ticos. Sin embargo, no afectaron significativamente a la adipogénesis.

Diferenciacion Conclusiones: las EV derivadas de MSC en hipoxia no afectan a la adipogénesis, pero tienen una mayor capacidad de inducir
B‘E;,:’;g[)'lastos la osteoblastogénesis. Por lo tanto, podrian potencialmente ser utilizadas en terapias de regeneracién dsea y tratamientos
Adipocitos. de patologias 6seas como la osteoporosis.
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INTRODUCCION

Las células madre mesenquimales o MSC (mesenchy-
mal stem cells o mesenchymal stromal cells) son célu-
las multipotentes (1,2). La capacidad de las MSC para
diferenciarse en diversos linajes celulares, asi como
sus actividades antiinflamatorias e inmunosupresoras,
las han convertido en una herramienta con mucho
potencial en terapia celular y medicina regenerativa.
Las MSC participan en la homeostasis del organismo
mediante la regeneracién y reparacién de tejidos. En-
tre los tipos celulares a los que pueden diferenciarse
las MSC se encuentran los osteoblastos. La diferencia-
cién osteoblastica estd controlada por varias vias de
sefializacion, entre las que destacan la via candnica
Wnt/B-catenina, y el aumento de la expresién y activa-
cion del factor de transcripcion RUNX2 (3,4). Las MSC
también pueden diferenciarse hacia adipocitos por in-
duccion del factor de transcripcion PPARy (peroxisome
proliferator-activated receptor y), el cual regula la ex-
presion de genes adipogénicos e induce el desarrollo
del fenotipo adipocitico (4).

Durante el proceso de envejecimiento o en determina-
das enfermedades como la diabetes, las MSC tienden
a diferenciarse hacia adipocitos en detrimento de la
osteoblastogénesis (5,6). Esto aumenta la adiposidad
de la médula 6ésea y disminuye la capacidad de la for-
macion de hueso. Lo que favorece la pérdida de masa
6sea y la aparicion de osteoporosis (7,8). Asi, estrate-
gias terapéuticas que activen la diferenciacién osteo-
blastica e inhiban la adipogénica pueden contribuir a
promover la regeneracion ésea (9).

Las aplicaciones terapéuticas de las MSC poseen varios
obstaculos. Entre ellos se encuentra la baja viabilidad
de las células trasplantadas, su heterogeneidad innata,
factores no identificados relacionados con la edad del
donante y el potencial tumorigénico de estas células
(10). Estudios recientes indican que gran parte de las
propiedades terapéuticas de las MSC estan vinculadas
a sus efectos paracrinos ejercidos a través de su secre-
toma (11), el cual, estd compuesto por una fraccién
soluble, rica en factores de crecimiento y citoquinas, y
otra vesicular, que contiene diversos tipos de molécu-
las con una alta capacidad regenerativa (12). Distintos
estudios han mostrado que existe un efecto sinérgico
cuando se utilizan conjuntamente ambas fracciones
con fines regenerativos o inmunomoduladores (13,14).
No obstante, en algunos trabajos se ha demostrado
que la fraccion vesicular es la principal responsable
de la induccién de determinados procesos fisiolégicos
potencialmente regenerativos. Asi, por ejemplo, vesi-
culas extracelulares (EV) derivadas de MSC de médula
6sea aumentaron la migracién y proliferacion in vitro
de fibroblastos dermales y la angiogénesis en las cé-
lulas endoteliales de la vena umbilical humana (HU-
VECQ). Mientras que los medios acondicionados sin EV
no tuvieron ese efecto (15). Debido a las propiedades
regenerativas de estas vesiculas y a su estabilidad en
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el medio, la utilizacién de EV derivadas de MSC, en lu-
gar de las propias células, ha sido propuesta como una
adecuada alternativa terapéutica (1,16).

Debido a la falta de consenso sobre la clasificacion
de las EV, la Sociedad Internacional de Vesiculas Ex-
tracelulares declaré que el término genérico preferi-
do que debe utilizarse es el de vesicula extracelular
(17). El contenido de las EV depende del tipo de célula
de origen y de su estado fisiolégico. Los principales
componentes de las EV son proteinas, lipidos y acidos
nucleicos (ARN y ADN). A nivel de proteinas destaca
la familia de las tetraspaninas. Entre ellas se encuen-
tran CD63, CD81 y CDY9; las cuales son consideradas
como marcadores exosomales (10,18). Entre los aci-
dos nucleicos presentes en las EV destacan micro ARN
(miARN) con capacidad de alterar la expresion génica
de las células receptoras (19). Las EV participan en la
comunicacion intercelular, el mantenimiento celular,
la respuesta inmunitaria y la progresién de tumores
(20). En el caso de las EV derivadas de MSC, desem-
pefian papeles importantes en procesos bioldgicos,
como la angiogénesis, la presentacion de antigenos,
la apoptosis, la coagulacion, la homeostasis celular, la
inflamacion, la diferenciaciéon, la proliferacion y la se-
fializacion intercelular (16).

La utilizacién de EV derivadas de MSC permite disefar
terapias libres de células. Con ello, se pueden evitar las
dificultades y posibles efectos adversos que conlleva la
aplicacién de células en terapia celular (10). Asi, EV de-
rivadas de MSC han sido evaluadas para el tratamien-
to de distintas enfermedades respiratorias, musculoes-
queléticas, cardiovasculares, neuroldgicas, hepaticas,
gastrointestinales, dermatoldgicas y renales (21).

La secrecién y contenido de las EV varia sustancialmen-
te en funcion del estado fisioldgico de las MSC de las
que derivan, el cual a su vez esta influenciado por las
condiciones ambientales de su nicho (22). En este con-
texto, se ha demostrado que el precondicionamiento
en distintas condiciones de cultivo de las MSC pueden
estimular la secrecion de EV y aumentar su eficacia
terapéutica. En particular, esas condiciones incluyen
citoquinas, hipoxia, factores tréficos y fisicos, agentes
quimicos y farmacologicos (23).

La disminucion de la disponibilidad de oxigeno por hi-
poxia induce una respuesta celular de adaptaciéon en la
que se incluye la alteracién del contenido de las EV se-
cretadas (24). A nivel celular, la hipoxia induce la acti-
vacion del factor inducible por hipoxia-1a (HIF1a). Este
factor de transcripcion en condiciones de normoxia es
hidroxilado y degradado por el proteosoma citoplas-
matico. Sin embargo, ante un dafio tisular, en procesos
isquémicos o en la exposicion a hipoxia, la disminucién
de la disponibilidad de oxigeno inhibe la hidroxilacién
de HIF1q, lo que provoca su acumulacién y transloca-
cion al nucleo, donde induce la expresion de genes
implicados en la adaptacién a los bajos niveles de oxi-
geno. Entre ellos, destacan genes relacionados con la
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angiogénesis, cicatrizacion, metabolismo anaerdbico
de la glucosa, eritropoyesis, proliferacion diferencia-
cién y apoptosis, entre otros. Se ha demostrado que
cientos de genes pueden ser regulados transcripcional-
mente por HIF1a (25). En cuanto al efecto de la hipoxia
sobre el contenido de las EV, numerosos estudios han
demostrado que EV derivadas de MSC precondiciona-
das en hipoxia tienen una mayor capacidad terapéuti-
ca en medicina regenerativa (24).

Aunque es conocido que los efectos paracrinos de las
MSC mediados por la secrecion de afectan a distintos
aspectos fisioldgicos celulares, aun existe poca infor-
macién sobre cémo pueden influir estas vesiculas a la
diferenciacion adipogénica y osteogénica de las cé-
lulas precursoras. Asi, el objetivo del presente traba-
jo ha sido estudiar cémo afectan las EV derivadas de
cultivos de MSC de medula 6sea humana crecidas en
condiciones de hipoxia o normoxia sobre la diferencia-
cién osteoblastica y adipogénica de MSC. Con ello, se
pretende contribuir al conocimiento necesario para el
posible desarrollo de nuevas vias terapéuticas para
el tratamiento de patologias relacionadas con el tejido
6seo y/o graso.

MATERIALES Y METODOS

CULTIVO Y EXPANSION DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES

Las MSC de médula ésea humana se obtuvieron de
cultivos criopreservados y previamente caracteriza-
dos pertenecientes a la coleccion de lineas celulares
de nuestro grupo. MSC procedentes de un varén sano
de 31 aios fueron utilizadas para este estudio. Un vial
de MSC criopreservadas (8 x 10° células) se sembraron
en un frasco de cultivo de 75 cm? en medio de cultivo
o-MEM (Cambrex Bio Science-Lonza; Basel, Switzerland)
suplementado con 10 % de FBS (Gibco-Thermo Fisher
Scientific), ultraglutamina al 1 % (Cambrex Bio Scien-
ce-Lonza), 0,1 mg/ml de estreptomicina, 100 U de peni-
cilinay 1 ng/ml de FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) de
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, United States). El medio
de cultivo fue cambiado cada 3-4 dias. Al alcanzar una
confluencia del 80-90 %, las células se levantaron con
tripsina-EDTA (Gibco-Thermo Fisher Scientific) y se vol-
vieron a sembrar en una dilucién de 1:3.

AISLAMIENTO DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES DERIVADAS DE MSC

En cultivos de MSC correspondientes a un pase entre
el4y6, cuando alcanzaron alrededor del 70 % de con-
fluencia, el medio de cultivo se reemplazé con medio
frescosuplementado con 5 % de FBS libre de exosomas
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(Gibco-Thermo Fisher Scientific). Las células se man-
tuvieron en ese medio durante 48 h en dos condicio-
nes de concentracion de oxigeno: hipoxia (5 % CO,,
3% 0,y 37 °C) y normoxia (5 % CO,, 16 % O,y 37 °Q).
A continuacién, el medio de cultivo de tres frascos de
75 cm? (aproximadamente 50 ml) por cada condicion,
fue recogido y centrifugado a 4 °C durante 10 min a
300 g, 20 min a 1200 g y 30 min a 10 000 g. Después
de la ultima centrifugacion, el medio de cultivo se
concentré con un Amicon®Ultra-15 Centrifugal Filter
Devices 100 KDa (Millipore; Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) hasta aproximadamente 2 ml. Del medio
concentrado se purificaron las EV mediante cromato-
grafia de exclusiéon de tamano utilizando PURE-EVs
Columns (HansaBioMed; Tallinn, Estonia), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las fracciones con-
teniendo las EV se concentraron finalmente hasta
un volumen de 300-400 pl mediante ultrafiltracion
en un Amicon®Ultra-15 Centrifugal Filter Devices 10
KDa (Millipore).

CARACTERIZACION MORFOLOGICA
Y CUANTIFICACION DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES

La morfologia de las EV se analizé mediante micros-
copia electrénica de transmision (TEM). Brevemente,
20 pL de muestra se aplicéd sobre rejillas de cobre re-
cubiertas de carbono. Se dej6 secar y se tifieron con
acetato de uranilo (UrAc) al 2 % (p/v) durante 1 minu-
to. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio
electrénico de transmision de alta resolucion JEOL JEM
1400 (SCAI, Universidad de Cérdoba) a un voltaje de
aceleracion entre 80 a 200 keV.

La concentraciéon de las nanoparticulas se determiné
mediante un Nanosight NS300 en el Instituto Uni-
versitario de Nanoquimica de la Universidad de Cor-
doba.

Western blotting

Para la extraccion de proteina total de los distintos
cultivos celulares, las células fueron lisadas con “Cell
Extraction Buffer” (Thermo Fisher Scientific) suple-
mentado con 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) y 50 pl/ml de céctel de inhibidores de proteasa
(PIC) (ambos de Sigma-Aldrich). El lisado se incubé en
hielo durante 30 minutos, con agitacion mediante vor-
tex cada 10 minutos. Por ultimo, el lisado se centrifugd
10 minutos a 13 000g a 4 °C, se descarté el precipitado
de restos celulares y el sobrenadante fue almacenado
a -20 °C hasta su utilizacion. La concentracion de pro-
teina se cuantificé con el kit “Bio-Rad DC Protein As-
say” (Bio-Rad) segun el protocolo del fabricante. Para
la extraccion y cuantificacion de las proteinas de las EV
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se utilizé el mismo protocolo tras lisar las vesiculas con
“Cell Extraction Buffer”.

La concentracion de proteina obtenida de las EV fue
de entre 0,1y 0,3 pg/ pl. Para el “Western blot” de 2
a 10 pg de proteina de cada muestra fueron cargadas
en un gel de acrilamida al 8-16 % (nUView Tris-Glycine
Precast Gels, NuSeP) en condiciones de desnaturaliza-
cion en un sistema de electroforesis «Mini-Protean»
(Bio-Rad). Después de la electroforesis, las proteinas
se transfirieron a membranas de difluoruro de polivi-
nilidina (PVDF) (Bio-Rad) usando un Trans-Blot Turbo
Transfer System (Bio-Rad). Las membranas se bloquea-
ron con una solucién al 5 % de leche desnatada en
polvo en tampén T-TBS (20 mM Tril-HCl pH 7,6, NaCl
150 mM, Tween al 0,05 %) durante 1 hora a tempe-
ratura ambiente. A continuacion, las membranas se
incubaron toda la noche a 4 °C con los anticuerpos pri-
marios, anti-CD9 (1:700), anti-CD63 (1:700) (ambos de
Invitrogen, ThermoFisher Scientific) o anti-calnexina
(1:1000) de Sigma-Aldrich, en leche al 1 % en T-TBS.
Tras lavar las membranas tres veces con T-TBS, se incu-
baron con el anticuerpo secundario, anti-Mouse 1gG
H & L-HRP (1:5000) (Invitrogen, ThermoFisher Scien-
tific) para CD9 y CD63, y anti-Rabbit IgG H & L-HRP
(1:3000) (Abcam) para calnexina, en leche al 1 % en
T-TBS durante 1 hora. Finalmente, los restos de anti-
cuerpo secundario fueron lavados con T-TBS y la mem-
brana se revel6 utilizando el «Sustrato Clarity Western
ECL» (Bio-Rad). Las bandas se visualizaron en un siste-
ma de documentacién de geles ChemiDoc™ XRS+ de
Bio-Rad a través del software ImagelLab de la misma
casa comercial. La intensidad de las bandas se cuantifi-
co posteriormente con el software ImageJ 1.53t.

CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA
POR PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

El ARN de los cultivos inducidos a diferenciarse a osteo-
blastos o adipocitos se aislé usando el «NZY total RNA
isolation kit” (NZYTech Lda; Lisboa, Portugal), siguien-
do las instrucciones del fabricante. El ARN se cuantificé
en un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 de Ther-
mo Fisher Scientificy 900 ng se retrotranscribié a ADNc
utilizando «iScript cDNA Synthesis Kit» (Bio-Rad), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) se lle-
vé a cabo en un LightCycler 96 Instrument de Roche
Applied Science. Cada reaccién de PCR se realizé en
un volumen de 10 ul que contenia 1 pl de ADNc,
1 UM de cebadores (Tabla I) y 1X de “SensiFAST Sybr
No-Rox Mix” (BIOLINE). El programa de amplifica-
cién de la PCR incluyé un ciclo a 95 °C durante 2 mi-
nutos (desnaturalizacion del ADN vy activacién de la
ADN polimerasa) y 40-45 ciclos de 95 °C durante 5 se-
gundos (desnaturalizacion del ADN) y 65 °C durante
30 segundos (hibridacién de los cebadores y extension
del producto). Los resultados se analizaron con el sof-
tware LightCycler 1.1 del mismo fabricante. Como gen
constitutivo se utiliz6 POLR2A (polimerasa [ARN; ADN
dirigido] Il polipéptido A).

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se determiné usando bromuro
de 3-(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

Tablal.

Gen Secuencia cebadores directo y reverso (5 ‘> 3) Tamano del producto (bp)
Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) TGGTTAATCTCCGCAGGTCAC ™
ACTGTGCTGAAGAGGCTGTTTG
Osterix (SP7) AGCCAGAAGCTGTGAAACCTC 163
AGCTGCAAGCTCTCCATAACC
Collagen, type |, alpha 1 (COL1A1) CGCTGGCCCCAAAGGATCTCCTG 263
GGGGTCCGGGAACACCTCGCTC
Integrin-binding sialoprotein (BSP) AGGGCAGTAGTGACTCATCCG 171
CGTCCTCTCCATAGCCCAGTGTTG
Peroxisome proliferator-activated receptor GCGATTCCTTCACTGATACACTG 136
gamma 2 (PPARG2) GAGTGGGAGTGGTCTTCCATTAC
Lipoprotein lipase (LPL) AAGAAGCAGCAAAATGTACCTGAAG 13
CCTGATTGGTATGGGTTTCACTC
Fatty-acid-binding protein 4 (FABP4) TCAGTGTGAATGGGGATGTGAT 162
TCTGCACATGTACCAGGACACC
Fatty acid synthase (FASN) AAGCTGAAGGACCTGTCTAGG 146
CGGAGTGAATCTGGGTTGATG
Polymerase (RNA; DNA directed) Il polypeptide TTTTGGTGACGACTTGAACTGC 125
A (POLR2A) CCATCTTGTCCACCACCTCTTC
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(Sigma-Aldrich). Las MSC se sembraron en placas de 96
pocillos a una densidad de 4000 células por pocillo en
medio de cultivo. Las células fueron tratadas en me-
dio de cultivo suplementado con FBS libre de EV y con
diferentes concentraciones de EV derivadas de MSC
mantenidas en normoxia (MSC-EvVN) o hipoxia (MSC-
EvH) (3 x 107, 9 x 107 y 15 x 107 particulas/ml). A las
48 horas, se retird el medio de cultivo y se afiadieron
100 yl de DMEM (Medio Eagle Modificado de Dulbec-
co; Capricorn Scientific GmbH) sin FBS ni rojo fenol
conteniendo 1 mg/ml de MTT. Las células se incuba-
ron a 37 °C durante 2 horas y los cristales de formazan
formados durante la incubacion se disolvieron en iso-
propanol al 100 %. De la solucién resultante se midié
la absorbancia a 570 nm teniendo como referencia la
de 650 nm con un espectrofotémetro de microplacas
PowerWave XS (BioTek Instruments).

ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

La migracién de las MSC se evalu6 mediante el
“Oris™ Cell Migration Assay” (Platypus technologies).
Las MSC se sembraron en placas de 96 pocillos (15000
células/pocillo) y se incubaron a 37 °C con “cell see-
ding stoppers” en cada pocillo, hasta una confluencia
del 90 %. Luego se retiraron los tapones dejando un
halo de 2 mm en el medio del pocillo. Después de la-
var con PBS, se agregé o-MEM + 2 % de FBS (libre de
VES) conteniendo MSC-EVN o MSC-EvVH en una con-
centracién de 3 x 107, 9 x 107 o 15 x 107 particulas/
ml. Alas 0 h, 12 h'y 18 h, se tomaron imagenes utili-
zando un microscopio de contraste de fase Incucyte®
Systems for Live-Cell Imaging. La migracion se midio
calculando el porcentaje del area de cierre respecto
al area abierto inicial (t = 0) seguin la siguiente férmu-
la: drea de migracién (%) = (A0-At)/A0 x 100, donde
AO representa el area abierta inicial, y At represen-
ta el area residual en el tiempo de medicién. Para la
cuantificacion de las areas en las imagenes se utilizé
el software ImageJ.

DIFERENCIACION A ADIPOCITOS
Y OSTEOBLASTOS

Las MSC se sembraron en placas de cultivo P12 o P24
(Nalgene-Nunc-Thermo Fisher Scientific) a 3000 célu-
las/cm?. Una vez que alcanzaron una confluencia de
entre el 60 y el 80 %, se diferenciaron a adipocitos u
osteoblastos en presencia o ausencia de MSC-EvVN o
MSC-EvH. Para inducir la diferenciacion de adipocitos,
el medio de cultivo sin FGF se suplement6 con 5 x 107
M de dexametasona, 50 yM de indometacinay 0,5 mM
de isobutilmetilxantina. Mientras que para la diferen-
ciacion a osteoblastos, el medio fue suplementado con
10® M de dexametasona, 10 mM de B-glicerolfosfato y
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0,2 mM de acido ascorbico. Todos los inductores fue-
ron obtenidos de Sigma-Aldrich.

Después de 13 dias de diferenciacion, se tomaron
muestras de los cultivos para la extraccion de ARN y
analisis de la expresion génica de marcadores osteo-
blasticos o adipociticos.

TINCION DE LA MINERALIZACION
DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

En las MSC inducidas a osteoblastos se evalué la mine-
ralizacion de la matriz mediante tincion con alizarin
red S a los 21 dias. Los cultivos se fijaron 10 min con
formaldehido al 3,7 % y se tifieron con una solucién
de alizarin red S 40 mM, pH 4,1. Todos los reactivos
fueron de Sigma-Aldrich. A continuacién, los pocillos
se lavaron con isopropanol al 60 %, se secaron y se to-
maron imagenes de los mismos. Para cuantificar la mi-
neralizacién, la tincion fue eluida con acido acético al
10 % y neutralizada con hidréxido de amonio al 10 %.
En la solucion resultante se cuantifico la absorbancia a
405 nm usando un espectrofotémetro de microplacas
PowerWave XS de BioTek Instruments.

TINCION DE VESICULAS GRASAS

La formacion de vesiculas de grasa en los cultivos in-
ducidos a adipocitos se evalué mediante tincion oil-
red O a los 13 dias de diferenciacion. Los cultivos se
fijaron con formaldehido al 3,7 % durante 20 minu-
tos y se tifileron con una solucién compuesta de un
60 % de oil-red al 0,3 % (p/v en isopropanol) y un
40 % de agua destilada. Después de 15 a 20 min de
incubacion, las células se lavaron con agua destilada,
se tiferon con hematoxilina y se tomaron imagenes
de microscopia 6ptica para cada uno de los pocillos.
La tincién oil-red O se cuantificé por andlisis de ima-
genes con el software ImageJ. El area de la imagen
tefiida con oil-red O se normalizé con el numero de
células correspondiente.

ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion entre los diferentes tratamientos se
realiz6 mediante la prueba de ANOVA para detec-
tar cambios significativos, seguido de una prueba de
Tukey para identificar diferencias significativas entre
pares de tratamientos. Se han considerado cambios
significativos (*) para p < 0,05. Al menos 3 datos han
sido obtenidos por pardmetro estudiado. Los datos se
muestran como la media mas el error estandar de la
media (Media + ESM).
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RESULTADOS de la fraccién 7. Ello indica que las EV libres de proteina
soluble se encuentran en las fracciones previas.
< p Tras la mezcla y posterior concentracion por ultrafil-
CARACTERIZACION DE LAS VESICULAS tracion de las fracciones 1 a 6, se cuantificaron y ana-
EXTRACELULARES

lizaron las nanovesiculas obtenidas por “Nanoparticle
Tracking Analysis”. El tamafio medio de los EV obteni-

En la cromatografia de exclusion de tamario de los me- das de dicho analisis fue de aproximadamente 150 nm
dios concentrados de las MSC crecidas en normoxia o (Fig. 1B). La imagen mediante MET muestra la mor-
en hipoxia, se obtuvieron 10 fracciones en las que se fologia esférica de las EV aisladas (Fig. 1C). Ademas,
midié la absorbancia a 280 nm como estimacion de la en las nanovesiculas se observd la presencia de los
concentracién de proteina. Como se muestra en la figu- marcadores de superficie CD63 y CD9. Mientras que la
ra 1A, la cantidad de proteina eluida aumenté a partir proteina celular calnexina no fue detectada (Fig. 1D).
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EFECTO DE LA APLICACION
DE MSC-EvN Y MSC-EvH SOBRE
LA VIABILIDAD Y MIGRACION DE MSC

Las MSC fueron crecidas en presencia o en ausencia de
30, 60 0 150 x 108 particulas/ml de MSC-EvN o MSC-EvH
durante tres dias, tras los cuales se cuantifico la viabi-
lidad celular. Como muestra la figura 2A, la viabilidad
de las MSC tendié a aumentar con la concentracién
de VE. Este incremento fue significativo con la mayor

C. JIMENEZ-NAVARRO ET AL.

concentracion utilizada de ambos tipos de EV, siendo
ligeramente superior en las tratadas con las derivadas
de condiciones de hipoxia (Fig. 2A).

La migracién de las MSC en presencia de diferentes
concentraciones de EV también tendié a ser mayor. Sin
embargo, estos cambios no fueron significativos en el
caso de los tratamientos con las MSC-EvH. Por su parte,
las MSC-EvN si produjeron un aumento significativo de
la migracién celular, aunque solamente con la mayor
concentracion utilizada (Fig. 2B).

Control H150

A
Viabilidad
0,45
0,40 1 b *
0,35 1 T L
20,30 - l
<025 -
50,20 1
£o1s;
0,10 -
0,05 -
0,00 A
Control W30  H60  HIS0 N30  N60  N150
B Migracién
80 +
70 A *
60 - 1
£ 50 4
= 30 -
20 -
10 +
0 -
Control H30 H60 H150 N30 N60 N150

Figura 2.Viabilidad y migracion de las
MSC en presencia o ausencia de MSC-EvH
0 MSC-EvN. A. Efecto del tratamiento con
MSC-EvH (H) o MSC-EvN (N) a concentra-
ciones de 3x107 particulas/ml (30), 6 x 107
particulas/ml (60) y 15 x 107 particulas/
ml (150), sobre la viabilidad de cultivos

de MSC. B. Igual que en (A), pero sobre la
migracion celular. Las fotos representan
imagenes representativas de los cultivos
tratados a las 0y 18 h después del inicio de
la migracion. *p < 0,05 vs. control (células
no tratadas).
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EFECTO DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES EN LA DIFERENCIACION
DE LAS MSC A OSTEOBLASTOS

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos sobre la
viabilidad y la migracién de las MSC, para la evalua-
cion del efecto de las EV sobre diferenciacion celular
se seleccion6 para este estudio la concentraciéon de
15 x 107 particulas/m| de MSC-EvN y MSC-EVH.

La mineralizacion de las MSC diferenciadas a osteoblas-
tos aumento significativamente con ambos tipos de ve-
siculas. Este aumento fue superior en los cultivos trata-
dos con las EV derivadas de cultivos en hipoxia (Fig. 3A).
En cuanto a la expresion de genes marcadores osteo-

61

blasticos, no se encontraron cambios significativos
en los genes que codifican el factor de transcripcion
RUNX2 y la proteina de matriz extracelular colageno
tipo 1 alfa (COL1A1). Sin embargo, se observé un au-
mento significativo en la expresion del gen del factor
de transcripcion SP7, también conocido como osterix,
con el tratamiento con MSC-EvH. Ademas, los trata-
mientos con MSC-EvH y MSC-EvN indujeron significa-
tivamente la expresion del gen de la sialoproteina de
unioén a integrina (IBSP). En este caso, el cambio fue
mayor en las EV derivadas de MSC en hipoxia respecto
a las obtenidas de cultivos en normoxia (Fig. 3B). Estos
resultados sugieren que las EV derivadas de MSC en hi-
poxia tienen mas capacidad de favorecer la osteoblas-
togénesis que las obtenidas de cultivos en normoxia.
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Figura 3. Efecto de las vesiculas
extracelulares derivadas de MSC en
la diferenciacion osteogénica.

A. Imagenes representativas y cuan-
tificacion de la tincion alizarin red S
de cultivos de MSC a los

21 dias de diferenciacion en medio
osteoblastico (MO) en presencia o
ausencia de MSC-EvH o MSC-EvN.
B. Expresion de los genes osteo-
blasticos RUNX2, SP7, COL1AT e
IBSP a los 13 dias de diferenciacion
en cultivos tratados con MSC-EvH
y MSC-EVN. Los datos se presentan

MSC-EvH MSC-EvN

IBSP

 ;

0.0
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como la media + ESM. *p < 0,05
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EFECTO DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES EN LA DIFERENCIACION
DE LAS MSC A ADIPOCITOS

En el analisis fenotipico de las MSC diferenciadas a
adipocitos tratadas con MSC-EvH o MSC-EvN, no se
observaron cambios significativos en la formacién de
vesiculas de grasa respecto a los cultivos no tratados

C. JIMENEZ-NAVARRO ET AL.

(Fig. 4A). En cuanto a la expresion de los genes adipo-
génicos PPARG2, LPL y FASN, tampoco se observaron
diferencias entre los distintos tratamientos y el con-
trol. Sin embargo, la expresién de FABP4 en los culti-
vos tratados con MSC-EVN aumenté significativamente
respecto al control y a los cultivos tratados con MSC-
EvH. La expresién en estos Ultimos no mostro cambios
en relacién a los cultivos no tratados (Fig. 4B).
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Figura 4.Efecto de las vesiculas extracelulares derivadas de MSC en la diferenciacion adipogénica. A. Imagenes y cuantificacion de la tincion oif
red O en cultivos de MSC después de 13 dias en medio adipogénico (MA) en presencia o ausencia de MSC-EvH o MSC-EvN. (imagenes a 200x).
B. Expresion de los genes adipogénicos PPARG2, LPL, FABP4 y FASN a los 13 dias de diferenciacion en cultivos tratados con MSC-EvH y MSC-EvN.
Los datos se presentan como la media + ESM. *p < 0,05 vs. control (cultivos no tratados); #p < 0,05 vs. MSC-EvN.
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DISCUSION

Nuestro estudio pone de manifiesto que la utilizacion
de la cromatografia de exclusién por tamafio para el
aislamiento de las EV, produce vesiculas con alta pure-
zay poca contaminacion de proteinas solubles (26). Los
resultados de los tratamientos con ambos tipos de EV,
MSC-EvH y MSC-EvN, indican que aumentan la viabili-
dad de los cultivos de MSC in vitro cuando se aplicaron
a una concentracion de 15 x 107 particulas/ml. El efecto
positivo de EV derivados de MSC sobre la viabilidad de
distintos tipos celulares ha sido descrito en diferentes
estudios (15,27). Algunos autores han mostrado que
EV derivadas de MSC no tienen afecto sobre la viabili-
dad de MSC procedentes de médula ésea (28). No obs-
tante, esos resultados se han obtenido con EV obteni-
das por ultracentrifugacion y después de mantener las
células 12 h en medios de cultivo nuevo (28) y no 48 h
como en nuestro caso. Por lo que las distintas condicio-
nes metodolégicas pueden afectar al contenido de las
EV y explicar las diferencias observadas entre distintos
estudios. Nuestros datos no muestran diferencias en-
tre el efecto de MSC-EvH y MSC-EvN sobre la viabilidad
de los cultivos de MSC. Sin embargo, algunos autores
han descrito que las EV derivadas de MSC cultivadas en
hipoxia tienen mas capacidad de aumentar la viabili-
dad celular que las obtenidas en normoxia (29,30). Sin
embargo, hay que resaltar que estos estudios han sido
realizados principalmente sobre células endoteliales y
no sobre MSC. Asi, hay que tener en cuenta que la hi-
poxia provoca la produccion de factores que estimulan
e inducen a las células endoteliales para que formen
nuevos vasos para suplir la disminuciéon de los niveles
de oxigeno, como por ejemplo el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (31). Estos factores pueden
ser abundantes en las EV extracelulares derivadas de
MSC mantenidas en hipoxia, pero nuestros datos su-
gieren que podrian no tener un efecto significativo
sobre la viabilidad de las MSC.

El tratamiento con MSC-EvH y MSC-EvN tendi6 a au-
mentar la migracion de las MSC. En otros tipos celula-
res como células endoteliales, fibroblastos y querati-
nocitos se ha demostrado que las EV derivadas de MSC
favorecen su capacidad de proliferacion y migracion
(32,33). El aumento de la induccion de la migracién se
asocia a una mayor capacidad regenerativa de las EV
(34). Nuestros resultados muestran que la migracion
de las MSC no estuvo influida significativamente cuan-
do fueron tratadas con MSC-EvH. Ello sugiere, que las
condiciones de cultivo en hipoxia utilizadas no produ-
jeron EV enriquecidas en factores que estimularan la
migracion de estas células.

La utilizacién de EV derivadas de células 6seas, como
MSC de médula 6sea, esta emergiendo como una posi-
ble estrategia terapéutica para el tratamiento de pato-
logias 6seas, incluida la osteoporosis (35,36). Nuestros
resultados muestran que la diferenciaciéon osteogénica
de MSC in vitro es potenciada cuando los cultivos son
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tratados con EV derivados de MSC, principalmente con
las MSC-EVH. Los cultivos tratados con estas EV presen-
taron una mayor mineralizacién y expresion de genes
osteoblasticos como SP7 e IBSP. El primero codifica a
un factor de transcripcion esencial para la diferencia-
cién osteogénica (37) y el segundo a la sialoproteina
de unién a integrina, una proteina de la matriz ex-
tracelular involucrada en la mineralizacién (38). Estos
resultados apoyan lo descrito previamente por otros
estudios en los que se demuestra la capacidad osteo-
génica de EV obtenidas de MSC (39-41). Experimentos
in vivo en un modelo de fractura 6sea han mostrado
que EV derivadas de MSC cultivadas en condiciones de
hipoxia, promueven la curacion de las fracturas 6seas
en mayor medida que las EV obtenidas de MSC en nor-
moxia. Ello es debido en parte a que favorecen la an-
giogénesis a través del miR-126, el cual regula la via
de sefalizacién angiogénica SPRED1/Ras/Erk (40). En
nuestro caso, no hemos evaluado el posible efecto de
las MSC-EVH sobre células endoteliales, pero si hemos
demostrado que inducen la osteoblastogénesis de las
células precursoras. Por lo tanto, el tratamiento con
MSC-EvH podria favorecer la regeneracién ésea a tra-
vés de su induccion de la angiogénesis en células endo-
teliales y de la diferenciacién osteoblastica de las MSC.
Asi, otros estudios apoyan que EV derivadas de MSC
tienen un alto potencial en la regeneracion 6sea por
su capacidad de favorecer tanto la angiogénesis como
la osteoblastogénesis (39). En el efecto positivo de las
EV derivadas de MSC sobre la osteoblastogénesis in vi-
tro e in vivo, se ha observado que intervienen miARN
como el miR-196a, el miR-335 y el miR-27a (41-43).

Las MSC son también precursoras de adipocitos. Gene-
ralmente, los factores que favorecen la diferenciacion
adipogénica afectan negativamente a la osteogénesis
y viceversa (9). Sin embargo, nuestros resultados indi-
can que ni las MSC-EvH ni las MSC-EvN afectaron signi-
ficativamente a la adipogénesis. Solo destaca que los
niveles de MRNA de FABP4 aumenté con el tratamien-
to con MSC-EvN. El gen FABP4 codifica una proteina de
union a acidos grasos implicada en diferentes funcio-
nes extracelulares, por lo que la aplicacion de MSC-EvN
puede afectar a aspectos relacionados con el metabo-
lismo de los acidos grasos durante la adipogénesis (44),
que en nuestro caso no ha afectado a la acumulacién
de vesiculas de grasa.

En conclusion, nuestros datos muestran que el trata-
miento con EV derivadas de MSC mejora la viabilidad,
migracién y diferenciacion osteogénica de MSC de
médula ésea humana. La diferenciaciéon osteoblastica
es inducida principalmente cuando las EV son obteni-
das de MSC expuestas a hipoxia. Ello sugiere que el
precondicionamiento de las células en condiciones de
bajos niveles de oxigeno, podria inducir la secrecion
de EV enriquecidas en factores osteogénicos. La deter-
minacién de estos factores en un futuro debe permitir
conocer el mecanismo de accién de estas EV sobre la
osteoblastogénesis, ademas de abrir otras posibilida-
des para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas
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mas eficientes para el tratamiento de patologias 6seas.
Los resultados de este estudio respaldan la posibilidad
de utilizar una terapia libre de células basada en la
aplicacion de EV para el tratamiento de enfermeda-
des sistémicas del hueso como la osteoporosis y para
favorecer la formacién ésea, en el caso de fracturas de
dificil curacion.
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