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RESUMEN



Resumen

Los progenitores endoteliales poseen un enorme potencial terapéutico debido a
su papel crucial en la formacion de vasos sanguineos de novo, a traveés de un proceso
denominado vasculogénesis. Entre ellos, las células formadoras de colonias
endoteliales (CFCE) poseen todas las caracteristicas de un verdadero progenitor
endotelial y son capaces de formar nuevos vasos in vivo. Aun asi, teniendo en cuenta
la limitada disponibilidad de progenitores endoteliales en sangre periférica y el hecho
de que en pacientes con riesgo cardiovascular el nimero y/o funciébn de los
progenitores endoteliales se encuentran enormemente reducidos, en la actualidad se
impulsa el desarrollo de nuevas estrategias para optimizar la expansion y
diferenciacion de estos progenitores ex vivo y por ende los resultados terapéuticos con
fines regenerativos.

Una caracteristica comdn a diversas condiciones patolégicas donde la
formacion de nuevos vasos ocurre activamente, como la isquemia, el dafio tisular por
traumas, quemaduras u otras heridas, es la presencia de un microambiente
inflamatorio acido. Previamente demostramos que la acidosis induce apoptosis de
células progenitoras hematopoyéticas (CD34"). Considerando que las CFCE son una
subpoblacion de las células CD34" y que tienen un papel clave en la vasculogénesis,
nuestro objetivo fue investigar el efecto de la acidosis en la sobrevida y funcionalidad
de estos progenitores.

Las CFCE fueron obtenidas por diferenciacion de células CD34" humanas de
sangre del cordon umbilical o de sangre periférica en un medio de crecimiento
endotelial EGM2 durante 14-18 dias. El medio de cultivo fue acidificado por adicion de
un volumen precalculado de HCI isoténico (1N) y el preacondicionamiento se logré
mediante la exposicion de los progenitores a EGM2 ajustado a pH 7.4, 7.0 y 6.6, que
luego fue reemplazado por EGM2 fresco ajustado a pH fisiolégico (7.4).

Nuestros resultados mostraron que la acidosis no indujo apoptosis de las CFCE
y, aunque inicialmente se observo una reduccién en sus funciones, una vez que el pH

fue restaurado a valores de 7.4, varias respuestas angiogénicas de las CFCE
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Resumen

aumentaron significativamente. Este procedimiento, conocido como
preacondicionamiento acido, ejercié un efecto proangiogénico maximo a las 6 horas de
exposicion a pH 6.6. In vitro, mejoro significativamente la proliferacion de las CFCE, su
adhesion a células endoteliales activadas y a componentes de la matriz extracelular, la
gquimiotaxis mediada por SDF1 y la formacion de tdbulos. In vivo, incrementé su
capacidad regenerativa en un modelo de isquemia de miembro inferior, disminuyendo
el grado de inflamacién local y aumentando el nimero de vasos sanguineos en el
musculo gastrocnemio. El efecto proangiogénico del preacondicionamiento acido fue
similar en progenitores endoteliales tardios derivados de sangre periférica, sugiriendo
gque esta estrategia es efectiva en células adultas que pueden ser utilizadas en
trasplantes autélogos. Por otro lado, los beneficios del preacondicionamiento &cido no
fueron observados en células endoteliales maduras de micro y macrovasculatura.

Los mecanismos involucrados en el efecto proangiogénico de la acidosis
incluyeron la activacion de las vias de sefializacion AKT y ERK1/2 y la inhibicion de la
quinasa p38. Mas aun, la supresién farmacologica de ERK1/2 y AKT suprimié el
aumento en la proliferacion inducido por el pH acido, mientras que el inhibidor de p38
incremento la tubulogénesis a pH 7.4 y potenci6 el incremento observado a pH 6.6. En
cuanto a la adhesion celular, la quinasa de adhesion focal (FAK) se encontré activada
en las CFCE preacondicionadas.

Ademas, demostramos que el preacondicionamiento acido es una estrategia
efectiva en condiciones de estrés e inflamacion, ya que protegié a los CFCE de la
accion citotéxica de moléculas elevadas en el microambiente inflamatorio isquémico
como los cristales de urato monosédico, las histonas extracelulares y el TNFa, asi
como también del efecto antiangiogénico del TNFa en condiciones normales y de alta
glucosa.

En conclusion, en el presente trabajo de tesis demostramos que el
preacondicionamiento acido representa una estrategia efectiva para optimizar la

expansion ex vivo de CFCE, las cuales resultan mas resistentes a condiciones
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adversas, tipicamente presentes en pacientes con enfermedades cardiovasculares

como la inflamacién y la alta glucosa, y con un mayor potencial terapéutico.
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Abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico

BSA: albumina sérica bovina, (del inglés: bovine serum albumin)

BrEt: bromuro de etidio

CFCE: células formadoras de colonias endoteliales

CMA: células mieloides angigénicas

DAMPs: patrones asociados al dafio tisular, (del inglés: damage associated molecular
patterns)

EBM2: medio basico endotelial 2, (del inglés: endothelial basic médium)

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EGM2: medio de crecimiento endotelial 2, (del inglés: endothelial growth médium)
ERK: quinasa regulada por sefales extracelulares, (del inglés: extracellular signal-
regulated kinase)

FAK: quinasa de adhesion focal, (del inglés: focal adhesion kinase)

FGFb: factor de crecimiento de fibroblastos basico, (del inglés: basic fibroblast growth
factor)

FITC: isotiocianato de flouresceina, (del inglés: fluorescein isothiocyanate)

FVW: factor von Willebrand

HMECL1: células endoteliales de microvasculatura dermal humana 1, (del inglés:
human mammary epitelial cells 1)

HUVEC: células endoteliales de la vena umbilical humana, (del inglés: human umbilical
vein endotelial cells)

IL1B: interleuquina-1 beta

IL6: interleuquina-6

IL8: interleuquina-8

INF¥: interferon gamma

IP: ioduro de propidio

MCP1: proteina quimioatrante de monocitos 1, (del inglés: monocyte chemoattractant

protein 1)



Abreviaturas

MSU: urato monosaédico, (del inglés: monosodium urate)

NA: naranja de acridina

PBS: buffer fosfato salino, (del inglés: phosphate saline buffer)

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, (del inglés: platelet-derived growth
factor)

PE: ficoeritrina, (del inglés: phycoerythrin)

PECAM: molécula de adhesion entre plaquetas y endotelio, (del inglés: platelet
endotelial cell adhesion molecule)

ERO: especies reactivas del oxigeno

SDF1: Factor de crecimiento derivado del estroma 1, (del inglés: stromal cell-derived
factor 1)

SFB: suero fetal bovino

TGF: factor de crecimiento transformante beta, (del inglés: transforming growth factor
beta)

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa, (del inglés: tumor necrosis factor)

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, (del inglés: vascular endothelial
growth factor)

VEGFR2: receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular
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Introduccién
Endotelio vascular y formacion de vasos sanguineos

El endotelio es el tejido que recubre la zona interna de todos los vasos
sanguineos y su principal funcion es mantener la fluidez de la sangre. Si bien
antiguamente se consideraba una simple barrera que contenia al plasma y a las
células de la sangre, hoy en dia se sabe que permite el intercambio de nutrientes y
desechos y desempefia un papel crucial en la regulacion de la tonicidad y el
mantenimiento de la homeostasis vascular. En condiciones normales, el endotelio
presenta un fenotipo antiadherente y antitrombdético, a través de la liberacién de 6xido
nitrico (ON) y prostaciclina (PGl,), y anticoagulante y profibrinolitico mediante diversos
mecanismos que impiden la generacion de trombina *. Sin embargo, las
perturbaciones que pueden ocurrir en sitios de inflamaciébn o de alto estrés
hidrodinamico inducen la activacion de las células endoteliales, lo que resulta en la
generacion de un microambiente protrombético y antifibrinolitico. En un endotelio sano,
existe un equilibrio entre estos dos estados y la pérdida del mismo genera respuestas
perjudiciales para el organismo como es la formacién de trombos y oclusion vascular,
que representan la principal causa de enfermedades cardiovasculares °.

Ademas de su rol en la hemostasia, el endotelio posee funciones reparadoras
de tejidos dafiados (ej. trauma, quemaduras o isquemia, entre otros) a través de la
formacion de nuevos vasos sanguineos, lo cual resulta fundamental para el
funcionamiento del tejido u 6rgano injuriado debido al aporte de nutrientes y oxigeno.
El desarrollo vascular comienza en la embriogénesis con la diferenciacion de los
progenitores mesodérmicos, los cuales proliferan y se adhieren unos a otros para
formar una red tubular primaria. Luego se produce el remodelamiento, donde el
tamafio de los vasos se modifica de acuerdo con el flujo y aparecen nuevas
ramificaciones con el fin de asegurar que todas las células reciban concentraciones

fisiologicas de oxigeno. Un aspecto critico de la remodelacién de la red primaria de

células endoteliales en una vasculatura sana es el reclutamiento de pericitos, que



Introduccién

brindan sefales de sobrevida, y células del masculo liso, que permiten la regulacién
del tono de los vasos y, de este modo, del flujo sanguineo °.

En el adulto, las células endoteliales se encuentran en estado de reposo (G0) y
tienen una vida promedio de 1200 dias. La capacidad de formar nuevos vasos se
mantiene en forma fisiolégica para situaciones puntuales como por ejemplo, el
embarazo o la renovacion del endometrio en cada ciclo menstrual. Mas alld de lo
fisiolégico, esta capacidad de formar nuevos vasos sanguineos puede volverse muy
activa en situaciones de inflamacion aguda y crénica, isquemia tisular y cancer, entre
otros *.

La regulacion de la generaciébn de nuevos vasos se realiza mediante un
complejo balance entre factores que promueven este proceso (proangiogénicos) y
aquellos que lo inhiben (antiangiogénicos). Los principales factores solubles se
encuentran detallados en la Tabla 1. El factor proangiogénico de mayor relevancia es
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) ya que, a partir de la interaccion
con su receptor tirosina-kinasa 2 (VEGFR-2, flk1 o KDR), promueve el crecimiento y
maduracion del linaje endotelial desde los progenitores hasta las células maduras. Sin
embargo, otras moléculas como el factor derivado del estroma 1 (SDF1), el factor de
crecimiento de fibroblastos béasico (FGFb) y las metaloproteasas tisulares también

contribuyen significativamente en las distintas etapas de la formacion de vasos °.
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Tabla 1. Factores reguladores de la formacién de vasos sanguineos

Factores proangiogénicos Factores antiangiogénicos

Factor de crecimiento endotelial vascular | Factor derivado del epitelio pigmentario
(VEGF) (PEDF)

Factor de crecimiento fibroblastico basico

Angiostatina
(FGFb)

Metaloproteasas (MMP) Endostatina

Factor de crecimiento transformante beta _
Trombospondina

(TGFB)
Angiopoyetinas 1y 2 (ANG1ly 2) Arresten
Factor de crecimiento derivado del Antitrombina Ill

estroma 1 (SDF1)

Interleuquina 8 (IL8) Factor plaquetario 4 (PF4)

El desarrollo de nuevos vasos sanguineos requieren de la contribucion de dos
procesos: 1) la angiogénesis, la cual implica la migracion y proliferacion de células
endoteliales maduras desde vasos preexistentes cercanos, y 2) la vasculogénesis,
mediada por progenitores inmaduros que residen en médula 6sea o localmente en el
tejido vascular y que tienen el potencial de diferenciarse a células endoteliales
maduras °. Existen diferentes poblaciones que han sido denominadas progenitores
endoteliales y que contribuyen a la vasculogénesis de diversas maneras, aunque solo
las células formadoras de colonias endoteliales (CFCE), también conocidas como
progenitores endoteliales de crecimiento tardio, poseen todas las caracteristicas de un
verdadero progenitor endotelial, ya que son las Unicas capaces de formar vasos
sanguineos de novo tanto in vitro como in vivo (profundizado en el apartado

“Progenitores endoteliales”) "®.
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La angiogénesis es un proceso integramente local comprendido por diversas
etapas secuenciales que comienzan con la dilatacion del vaso preexistente y la
proliferacién de las células endoteliales cercanas, que luego degradan e invaden el
tejido conectivo para permitir la migracion y organizacion de estas células en
estructuras tridimensionales. Finalmente, las células de soporte como células de
musculo liso y pericitos son reclutadas, dando lugar a un nuevo vaso funcional (Figura
1) >°. En el caso de la vasculogénesis, ademas de desarrollarse localmente, incluye la
participacion de la médula ésea, la cual funciona como un reservorio de progenitores
endoteliales que migran al sitio de injuria en respuesta a un gradiente de quimioquinas,
principalmente el SDF1 °. Una vez en el sitio de isquemia, los progenitores se adhieren
a las células endoteliales activadas o, en caso de denudacion, a la matriz extracelular,
se insertan, y a partir de aqui el proceso es similar al de la angiogénesis, excepto que,
antes de la maduracion del vaso en formacion, estos progenitores se diferencian a
células endoteliales y, junto con otras células presentes en el tejido, liberan citoquinas,

proteasas y quimioquinas que van a amplificar la respuesta angiogénica (Figura 1).

ANGIOGENESIS VASCULOGENESIS

Células endoteliales

Progenitores endoteliales
maduras preexistentes

locales o de médula 6sea
Proliferacion g 20
Movilizacion
Adhesion

Proliferacion

Invasion
Migracion
Invasion
Migracion
Diferenciacion

Ve A4
Gp of Ng ‘ N
€ 72 NI

Figura 1. Representacion esquemdtica de las distintas etapas de la formacion de
nuevos vasos sanguineos, a través de la angiogénesis y vasculogénesis.
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Progenitores endoteliales

En 1997, Asahara y col. aislaron por primera vez una poblacion de células que
compartian propiedades tanto de células endoteliales como de precursores inmaduros
1° Los progenitores endoteliales han sido tipicamente definidos como células que son
capaces de diferenciarse a células endoteliales y contribuir a la formacién de nuevos
vasos sanguineos. Estos progenitores son considerados una poblacién heterogénea
ya que se han reportado diversas poblaciones que difieren tanto en su fenotipo como
en su funcionalidad, es decir en la manera en la que contribuyen a la vasculogénesis.
Originalmente se describieron dos tipos de progenitores endoteliales que fueron
llamados de crecimiento temprano y de crecimiento tardio, con relacién a su tiempo de

1 Aunque los fenotipos de estas dos poblaciones son muy

aparicion en cultivo
diferentes, uno hematopoyético y otro endotelial respectivamente **, ambos cooperan
en el proceso de revascularizacion durante la reparacion de heridas *°.

Los progenitores endoteliales de crecimiento temprano, también conocidos
como células angiogénicas circulantes o células hematopoyéticas proangiogénicas,
actualmente se denominan células mieloides angiogénicas (CMA) ***. Estas células
se pueden cultivar a partir de células mononucleares de sangre periférica en placas
cubiertas con fibronectina y en condiciones de crecimiento endotelial. Luego de 4 a 9
dias aparecen en el cultivo, su capacidad de expansién es practicamente nula vy
desaparecen alrededor de los 10 dias. Se caracterizan por un fenotipo inmunolégico
positivo para marcadores hematopoyéticos (CD45, CD14, CD15) y endoteliales (CD31,
factor von Willebrand (FVW), VEGFR2) y negativo para marcadores de progenitores
(CD34, CD133y Tie2) >, Fieles a su origen hematopoyético, las CMA no dan origen
a células endoteliales, es decir que no cambian su linaje y no se incorporan al
endotelio remodelado *"*®. Su funcién principal es contribuir a la vasculogénesis de

18,19

manera paracrina ya que secretan abundantes cantidades de factores de

crecimiento y quimioquinas  #*%* (Figura 2).
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Los progenitores endoteliales que inicialmente se conocieron como de
crecimiento tardio, hoy en dia se denominan células formadoras de colonias
endoteliales (CFCE) ’. Pueden aislarse a partir de células mononucleares de sangre
periférica, médula 6sea o de sangre de cordon umbilical cultivadas sobre placas
recubiertas con colageno tipo | o gelatina, en un medio de cultivo rico en citoquinas
especificas para el crecimiento endotelial. Estas células aparecen en forma de
colonias luego de 14 a 21 dias, se pueden expandir rapidamente in vitro y persisten
mas alld de los 100 dias en cultivo. Presentan la tipica morfologia de empedrado y
expresan en su superficie todos los marcadores del linaje endotelial como CD31, VE-
caderina (CD144), FVW, CD146, KDR; y son negativas para cualquier marcador
mieloide, incluyendo CD45 y CD14 % También expresan los marcadores de
precursores inmaduros CD34 y CD133, aunque los niveles de expresion decaen
durante la expansion in vitro. Funcionalmente, las CFCE poseen gran capacidad
proliferativa, que las distingue de las células endoteliales maduras, y una potente
capacidad angiogénica intrinseca, razén por la cual esta poblacién celular se conoce
como ‘“verdaderos progenitores endoteliales”. Son capaces de contribuir a la
reparacion del endotelio dafiado como asi también a la formacién de nuevos vasos
sanguineos ?°, no solo incorporandose a vasos preformados sino también formandolos
totalmente de novo (Figura 2). De una u otra manera, las CFCE pueden diferenciarse
in situ, adquiriendo todas las caracteristicas de una célula endotelial madura. Esta
propiedad vasculogénica es potenciada por mediadores tréficos a través de la

liberacion paracrina de factores de crecimiento °.
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@  Célula mieloide angiogenica (CMA)
® CFCE circulantes
4D’ CFCE tisular
@ Célula endotelial
® Células inflamatorias
@ Plaguetas agregadas

_---Sitio de injuria (niveles altos de factores
angiogénicos y citoquinas inflamatorias)

/ ;! Reclutamiento de CFCE
»’ circulantes y de CMA
! Replicacion y/o desplazamiento de CFCE

tisulares para producir CFCE circulantes
_} Efecto paracrino de CMA

Figura 2. Representacion esquemética de la participacion de los distintos tipos celulares
en la reparacién de heridas.

La medula 6sea es considerada la fuente clasica de progenitores endoteliales,
aungue debido a la dificultad en la obtencién de muestras, las CFCE derivadas de
sangre periférica (CFCE adultas) y de cordon umbilical (CFCE de corddn) son las mas
estudiadas. Las principales diferencias entre las CFCE adultas y las de cordoén
incluyen una mayor frecuencia de progenitores en la sangre de corddn, los cuales a su
vez exhiben una mayor tasa de crecimiento y capacidad angiogénica asi como
también menos signos de senescencia a lo largo de los pasajes in vitro %. Teniendo en
cuenta que las CFCE adultas pueden utilizarse de manera aut6loga como terapia
celular, las estrategias para optimizar su expansion y actividad angiogénica sigue
siendo un desafio para la medicina regenerativa. Por otro lado, existen nuevas
evidencias de células progenitoras vasculares residentes en varios 6rganos ’ y tejidos
incluyendo el cordén umbilical, aorta 22, placenta ?° y tejido adiposo blanco *. Ademas,
las zonas vasculogénicas de las paredes de los vasos sanguineos también contienen

precursores endoteliales y células madres mesordérmicas multipotentes .
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Reparacion de tejidos

La reparacion de heridas en humanos es un proceso dinamico Y fisiolégico que
tiene como objetivo reconstruir tejidos dafiados. Este proceso comprende tres etapas
secuenciales y solapadas: 1) etapa inflamatoria (primeras horas-6 dias); 2) proliferativa

(4-24 dias); y 3) remodelado o maduracién (21 dias — afios) (Figura 3).

Fase Fase
proangiogénica antiangiogénica
(FGF VEGF) (PEDF)

B Inflamatoria
[ |Proliferativa

> I Remodelado

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Dias

Etapa

Figura 3. Representacion esquematica de las etapas de la reparacion de heridas, y de la
participacion de factores pro y antiangiogénicos

La primera etapa de la reparacién de heridas, la etapa inflamatoria, ocurre
inmediatamente luego del dafio al tejido y comienza con la formacién de un coéagulo,
seguido por la consolidacion de una matriz de fibrina que se convierte en una estructura
de anclaje para las células infiltrantes. Durante los primeros 2 a 3 dias, el tejido
desvitalizado es removido a través del reclutamiento de neutréfilos y monocitos. Estos
ultimos se diferencian a macréfagos con un fenotipo proinflamatorio M1, capaces de
fagocitar residuos del tejido dafiado y de prevenir posibles infecciones mediante la

3233 Luego de los 3 dias

fagocitosis de bacterias que ingresan a través de las heridas
posteriores a la injuria, se produce un cambio de la fase inflamatorio a la fase resolutiva, la

cual se caracteriza por la reduccién del reclutamiento de neutréfilos, el cambio del fenotipo
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de los macréfagos de M1 a M2, perfil antiinflamatorio y reparador, y una disminucién de la
liberacion de citoquinas proinflamatorias *7**. La resolucion de la inflamacién se solapa
con el inicio de la segunda fase de la regeneracion de heridas, el cual incluye la formacion
de nuevo tejido.

La etapa proliferativa ocurre entre los 4 dias y las 3 semanas post injuria, e
involucra principalmente la migracion y proliferacién de diferentes tipos celulares. Uno de
los procesos mas importantes de esta etapa es la formacion de nuevos vasos sanguineos
(ver seccién Endotelio vascular y formacion de vasos sanguineos). Simultdneamente, el
crecimiento, migracion y activacion de fibroblastos permite la formacion de una nueva
matriz extracelular provisoria denominada cicatriz inicial o tejido de granulacién 232
compuesto de colageno tipo lll, elastina, proteoglicanos y acido hialuronico, el cual forma
una estructura provisional para el desarrollo de nuevos vasos sanguineos.

La tercera etapa, etapa de remodelacién o maduracion, comienza en la segunda a
tercera semana después de la injuria y puede durar afios, dependiendo de las
caracteristicas de la herida. En esta fase también ocurre la reparacidn/regeneracion de los
tejidos dependiendo de la capacidad regenerativa intrinseca de cada tipo tisular %%, La
formacion de nuevos vasos en el tejido de granulacion ya no es necesaria y se caracteriza
por la contraccion de la cicatriz. Debido a la acciébn de metaloproteasas secretadas por
fibroblastos, macréfagos y células endoteliales, el colageno tipo Il es reemplazado por
colageno tipo |, el cual tiene una estructura mas estable y conforma la matriz extracelular
33.

La triada que involucra al sistema inmune, la remodelaciéon de la matriz extracelular
y las células madre mesenquimales orquestra el proceso de regeneracidn/reparacion
tisular que, como mencionamos anteriormente, es absolutamente dependiente de la
capacidad regenerativa de cada tejido. En este sentido, si la herida fue ocasionada en un
tejido de reparacién continua (mucosas Yy epitelios), se lograra una completa regeneracion
de los componentes celulares dafiados a través de la diferenciacion y proliferacion de

células madre y progenitores residentes y/o reclutadas desde la médula 6sea o la
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circulacién *°. Dependiendo de las caracteristicas de la lesion, la diferenciacion de células
madre también tendra lugar en tejidos con menor tasa regenerativa como son los de
origen mesenquimal (huesos, cartilagos, tendones y musculo). Por el contrario, si la lesion
fue ocasionada en tejidos con baja tasa regenerativa (musculo cardiaco o el sistema
nervioso central), el tejido serd reparado pero no regenerado, dejando una cicatriz en la
zona de la herida *.

Existen diversos aspectos que pueden afectar la curacion de heridas incluyendo
factores locales (presencia de cuerpos extrafios en el sitio de la herida, la maceracion de
tejidos, isquemia o infeccion) y factores intrinsecos al individuo (edad, diabetes,
enfermedades renales, medicamentos y desnutricion, entre otros). Estos factores impactan
directamente en los mecanismos fisiolégicos de regeneracion tisular ocasionando diversas
complicaciones clinicas: cicatrizacion anormal (hipertréfica, queloides, atréficas); dolor;
prurito; malignizacion tisular (sindrome de Marjolin); hemorragia; Ulcera; infeccién y
amputacion. En conjunto estos factores afectan las tasas de morbilidad y mortalidad,
siendo uno de los grandes desafios médicos actuales mejorar el tratamiento de heridas
cronicas, la prevencion de la cicatrizacién, formacién de queloides o contracturas y la
curacion cosméticamente aceptable *3. Debido al avance en el conocimiento de la ciencia
basica, la innovacion técnica y la reciente participacion de las empresas farmacéuticas,
actualmente existen diversos recursos para promover la reparacion de heridas incluyendo
matrices sintéticas, reemplazo de tejidos biol6gicos, factores de crecimiento
recombinantes y terapia con células madre ***’. También existen métodos locales para
favorecer la circulacion sanguinea en pacientes con heridas cronicas vinculadas a
neuropatias y vasculopatias. Estos ultimos incluyen métodos mecanico/fisicos (terapia de
presion negativa en heridas y compresion neumatica intermitente) y métodos iénicos

(tratamiento hiperbérico con ozono) %3,
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Uso clinico de los progenitores endoteliales

Inicialmente, el interés por estos progenitores radicaba en su potencial utilidad
clinica como marcadores de desarrollo y progresion de enfermedades
cardiovasculares. Rapidamente desde su descubrimiento surgieron decenas de
trabajos que estudiaban por citometria de flujo la frecuencia de estos progenitores en
sangre periférica de pacientes con enfermedades metabdlicas, inflamatorias y diversos
tipos de cancer. La poblacion de progenitores endoteliales circulantes era definida por
la expresion simultanea de CD34 y el receptor KDR, aunque también se han incluido
otros marcadores como CD133, FVW y CD31. Diversas investigaciones demostraron
que el nimero de progenitores endoteliales circulantes se encontraba reducido en
pacientes con enfermedades cardiovasculares * y que por el contrario, su cantidad
aumentaba cuando se introducian medidas cardioprotectoras como la practica de
ejercicio fisico o la administracion de drogas hipolipemiantes (estatinas) “>**. Basado
en estos estudios, la determinacion del nimero de progenitores endoteliales
circulantes hoy en dia se propone como biomarcador de salud vascular.

Debido a sus propiedades angiogénicas y regenerativas, los progenitores
endoteliales también han despertado gran interés en medicina regenerativa, donde se
prevé su uso como terapia celular para la reparacion de érganos y tejidos dafiados por
eventos isquémicos, quemaduras, inflamacién crénica, entre otros. Utilizando modelos
animales, se ha comprobado que la infusion de estas células en el corazén favorece la
revascularizacién del miocardio tras un infarto y reduce la formacién de la placa de
ateroma, una de las principales causas del accidente coronario *. Estudios preclinicos
han demostrado una vasculogénesis efectiva inducida luego del trasplante de

43-45 como asi

progenitores endoteliales en miembros inferiores isquémicos, miocardio
también modelos de injuria cerebral por traumatismo o infarto cerebral. En este ultimo,
las CFCE trasplantadas fueron detectadas en el cerebro dafiado, donde aumentaron la

densidad de vasos, contribuyendo a la restauracion funcional del 6rgano “**’. Por otro
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lado, las CFCE favorecen el desarrollo de la retina en un modelo murino de
retinopatias *®. Ensayos clinicos realizados en etapas iniciales de enfermedad arterial
coronaria aguda y cronica y en desérdenes renales crénicos han demostrado la
seguridad y factibilidad de esta terapia celular *°. Otra aplicacion de estas células es el
uso de stents recubiertos con anticuerpos anti CD34 para capturar progenitores
circulantes en los sitios de injuria y aumentar la reendotelizaciébn en pacientes
sometidos a intervencion percutanea coronaria >,

La capacidad angiogénica y reparadora de los progenitores endoteliales puede

potenciarse a través de su combinacion con otras células o agentes. En ese sentido,

ha sido reportado que el tratamiento combinado de estos progenitores con células

52-56 57

madres mesenquimales , Células estromales derivadas del tejido adiposo >' o

células mieloides °*°®

mejora sinérgicamente la neovascularizacién en comparacion
con el uso de cualquier poblacién celular sola *®. Asimismo, el tratamiento previo con
eritropoyetina **%, fucoidan ®°?, CD146 soluble ®, TNFa transmembrana ® o lisado
de plaquetas ®° también mejora la eficacia terapéutica de los progenitores endoteliales
in vivo.

Uno de los aspectos mas interesantes y novedosos acerca del uso clinico de
estos progenitores se basa en la posibilidad de utilizarlos como delivery de farmacos,
aprovechando su capacidad de migrar e incorporarse a la vasculatura del huésped. En
ese sentido, el grupo de Melero Martin ha abordado numerosas estrategias de terapia
génica que resultaron en la obtencion de CFCE que expresan y liberan eritropoyetina y
que, una vez trasplantadas en ratones anémicos, fueron capaces de revertir la
enfermedad ®. Mas recientemente, se han considerado a las CFCE una poblacién
target para la terapia anti cancer, ya que pueden ser cargadas con agentes
antitumorales y depositarlos directamente en el tumor gracias a su capacidad de

incorporarse a la microvasculatura del mismo ®~°.
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Microambiente inflamatorio

La inflamacién es una respuesta inmediata del cuerpo frente al dafio celular y
tisular causado por patdgenos, productos quimicos o injuria fisica. Esta respuesta esta
caracterizada por cuatro signos cardinales: calor, rubor, dolor e hinchazén. La respuesta
inflamatoria ocurre sélo en tejidos conectivos vascularizados y surge con el fin defensivo
de aislar y destruir al agente dafiino, asi como de reparar el tejido u 6érgano dafiado. La
inflamacién aguda es un proceso de corta duracion que provoca alteraciones en la
permeabilidad vascular, modificaciones leucocitarias y el aumento de mediadores
inflamatorios. En parte, la inflamacién se resuelve simplemente porque los mediadores se
producen en estallidos rapidos (solamente mientras persiste el estimulo), tienen vidas
medias cortas y son degradados tras su liberacion. De manera opuesta, la inflamacion
cronica es una respuesta prolongada y desregulada que involucra la inflamacion activa, la
destruccion tisular y atenta contra la reparacion tisular .

El microambiente tisular, el cual se supone que proporciona contactos celulares,
factores de crecimiento solubles y otras sefiales quimicas para una apropiada
vasculogénesis, en condiciones de inflamacién exacerbada y/o dafio tisular severo puede
resultar nocivo y conducir al estrés y la muerte de las células encargadas de la reparacion,
por lo que tanto las CFCE trasplantadas como asi también las endégenas pueden verse
afectadas negativamente por estas condiciones. Este microambiente presenta diversos
patrones asociados al dafio tisular (DAMPs), son moléculas que, en condiciones
fisiolégicas, permanecen secuestradas intracelularmente y, por ende, no son reconocidas
por el sistema inmune. Sin embargo, bajo condiciones de estrés celular o lesion de los
tejidos, estas moléculas son secretadas activamente por las células inmunes estresadas
(por ejemplo, son expuestas como neo-antigenos) o pasivamente liberadas al medio

71-74

extracelular por las células muertas o por la matriz extracelular dafiada Los

principales DAMPs dentro del microambiente isquémico son:
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e las histonas extracelulares, las cuales son liberadas como resultado de la

muerte de células "

y también durante la formacién de las trampas
extracelulares de neutrofilos (NETS).

e |os cristales de urato monosédico (MSU), que son considerados uno de los
DAMPs méas abundantes debido a que la isquemia favorece, a través de la
conversion de la xantina oxidasa, la produccion de acido Urico intracelular, el
cual es liberado después de la muerte celular, formando cristales de MSU 76,77

e Las especies reactivas del oxigeno (ROS), liberadas por neutréfilos y
macréfagos en el sitio de isquemia con el fin de eliminar patégenos .

¢ Un microambiente acido (ver seccion Acidosis).

En el microambiente inflamatorio isquémico también se pueden encontrar altos
niveles de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL6, IL1, IL18 e INF¥ "°*® que pueden
afectar la sobrevida de las CFCE. Ademas, las células inflamatorias liberan quimioquinas
como SDF1, IL8 y MCP1 &, que atraen a otras células inmunes y progenitores, como asi
también factores de crecimiento que promueven la angiogénesis como PDGF, TGFB,

FGF, and VEGF &,

Acidosis

La acidosis es un término clinico que indica un trastorno hidroelectrolitico que
puede conducir a la acidemia, definida por un pH sanguineo menor a 7.35. La acidosis
puede ser metabdlica o respiratoria. La primera puede ser causada por el aumento en
la generacién de H* de origen endégeno (por ej: cetonas) o acidos exdgenos (por ej:
salicilatos, etilenglicol, metanol); incapacidad de los rifiones para excretar el hidrogeno
producido por la ingesta de proteinas de la dieta (acidosis tubular renal tipo 1, 1V); o por
la pérdida de bicarbonato (HCO") debido a la excesiva eliminacién a través rifion
(acidosis tubular renal tipo Il) o del tracto gastrointestinal (diarrea). La acidosis

respiratoria se debe al aumento del acido carbdnico circulante al no producirse una
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eliminacion normal del CO, por via respiratoria como resultado de una hipoventilacion
alveolar por insuficiencia respiratoria: cuando el CO, se une con el agua se convierte
en &cido carbdnico, un acido débil que se disocia parcialmente en bicarbonato y H™;
estos iones de hidrogeno son los causantes del incremento de la acidez plasmética, lo
que resulta en una acidosis sistémica 2.

El rango fisiolégico de valores de pH se mantiene entre 7.36 y 7.44. Sin
embargo, el pH puede caer a valores de 6.5-6.0 en una variedad de condiciones
patoldgicas. Por ejemplo, durante la isquemia cerebral, el pH del fluido extracelular
decrece de 7,3 a 6,8-6,4 3 y en condiciones de hiperglucemia estos valores pueden
dismuniuir hasta 6,1 8. De hecho, una caracteristica comin en diversas situaciones
donde la formacion de vasos sanguineos ocurre activamente, como la injuria vascular,
isquemia tisular, reparacion de heridas, trauma, quemaduras y el desarrollo de
tumores, es la presencia de un microambiente inflamatorio &cido 8789 | a acidosis
representa un desafio para la supervivencia celular porque una disminucién en el pH
extracelular puede causar acidificacion intracelular. Teniendo en cuenta que la
mayoria de los procesos celulares basicos dependen del pH, la exposicién a un
microambiente acido es capaz de gatillar activacion, expresion de moléculas de
adhesion, produccion de citoquinas inflamatorias, maduracién o induccién de muerte
celular programada 2. De hecho, una variacion de 0.1 en el pH intracelular (pHi)
puede alterar funciones bioldgicas basicas como, produccién de ATP, sintesis de

proteinas, proliferacion celular, proliferacion y apoptosis.
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Objetivo general

Las enfermedades isquémicas son una de las principales causas de muerte en
el mundo y la posibilidad de regeneracion tisular mediante la terapia con células madre
y progenitores ha despertado gran interés en la medicina actual. Los progenitores
endoteliales poseen un gran potencial terapéutico debido a su papel crucial en la
formacion de vasos sanguineos de novo, En este sentido, numerosas evidencias
clinicas y preclinicas indican que la terapia celular con progenitores endoteliales puede
promover exitosamente la neovascularizacion de tejidos isquémico como el miocardio,
el cerebro y los musculos de miembros inferiores y que la administracion de estos
progenitores, solos 0 en combinacion con terapias tradicionales, es prometedora para
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares como la ateroesclerosis y diabetes .
Aun asi, teniendo en cuenta la limitada disponibilidad de progenitores endoteliales en
sangre periférica y médula 6sea y el hecho de que en pacientes con riesgo
cardiovascular el numero y/o funcién de los progenitores endoteliales se encuentran
enormemente reducidos, en la actualidad se impulsa el desarrollo de nuevas
estrategias para optimizar la expansion y diferenciacion de los progenitores
endoteliales ex vivo y por ende los resultados terapéuticos con fines regenerativos.

La escasa viabilidad de los progenitores, tanto endégenos como trasplantados,
que llegan al tejido lesionado es una limitacion adicional para una apropiada
revascularizacion. ElI microambiente tisular, el cual se supone que proporciona
contactos celulares, factores de crecimiento solubles y otras sefiales quimicas para
una apropiada vasculogénesis, en condiciones de inflamacién exacerbada y/o dafio
tisular severo puede resultar nocivo y conducir al estrés y la muerte celular. Entre sus
componentes encontramos especies reactivas del oxigeno, diversas citoquinas
proinflamatorias, patrones moleculares asociados al dafio tisular y condiciones de

hipoxia y acidosis, entre otros.
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La acidosis, una caracteristica tipica del microambiente inflamatorio, representa
un desafio para la supervivencia celular ya que una disminucion en el pH extracelular
puede causar acidificacién intracelular y la subsecuente activacion de varias
respuestas celulares, incluyendo la muerte celular. El rango fisiologico de valores de
pH se mantiene entre 7.36 y 7.44. Sin embargo, estos niveles pueden caer a valores
de 6.5-6.0 en una variedad de condiciones patoldgicas donde la formacion de nuevos
vasos sanguineo ocurre activamente como en la isquemia, el crecimiento tumoral y la
injuria tisular . En este contexto, previamente demostramos que la exposicién de
progenitores hematopoyéticos (células CD34") a un medio acido, incluso por periodos
tan breves como 30 segundos, induce arresto del ciclo celular y apoptosis %.
Considerando que las CFCE son una subpoblacién de las células CD34" y que tiene
un papel fundamental en la vasculogénesis, nuestro objetivo fue investigar el efecto

de la acidosis en la sobrevida y funcionalidad de estos progenitores

endoteliales.

Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto de la acidosis en las siguientes respuestas angiogénicas de
las CFCE in vitro:
a. sobrevida.
b. proliferacion y ciclo celular.
c. quimiotaxis inducida por VEGF o SDF1.
d. reparacion de heridas.
e. adhesion a células endoteliales activadas y a componentes de la matriz.

f. formacion de pseudotubulos.

2. Elucidar los mecanismos involucrados en el efecto de la acidosis, estudiando:

a. la expresion de los receptores de VEGF1 (KDR) y SDF1 (CXCR4).
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b. la activacion de sefiales intracelulares clasicas que regulan la funciéon

endotelial (ERK, AKT, p38).

3. Estudiar el efecto del pH sobre la capacidad regenerativa de las CFCE in vivo,

analizando distintos parametros de la reparacion tisular en un modelo murino
de isquemia de miembro inferior:

a. recuperacion del flujo sanguineo en miembros inferiores.

b. densidad vascular en el mlsculo gastrocnemio.

c. signos de necrosis e inflamacion tisular.

4. Determinar si el preacondicionamiento acido es capaz de proteger la accién de

5.

moléculas que afectan la sobrevida y funcionalidad de las CFCE. Se analizaran
la viabilidad y las principales respuestas angiogénicas (proliferacién, reparaciéon
de heridas, migracién y tubulogénesis) en:

a. presencia de DAMPs (cristales de MSU e histonas extracelulares).

b. presencia de moléculas proinflamatorias (TNFa).

c. condiciones de alta glucosa.

Comparar el efecto de la acidosis sobre los progenitores endoteliales de
crecimiento tardio de corddén umbilical con otros progenitores o células

maduras del linaje que participan en la reparacion tisular, analizando las

principales respuestas angiogénicas en:
a. progenitores de crecimiento tardio de sangre periférica.
b. células endoteliales de macrovasculatura (HUVEC).

c. células endoteliales de microvasculatura (HMEC1).
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Obtencion de muestras

Las muestras de sangre de cordén umbilical y de corddén umbilical fueron
obtenidas en el Servicio de Obstetricia del Hospital Bernardino Rivadavia y las de
sangre periférica fueron obtenidas del Hospital Fernandez. Las madres dieron su
consentimiento escrito, autorizando la recoleccion de las muestras y el uso de las
mismas con fines de investigacion. La identidad fue mantenida en anonimato y reserva
de confidencialidad segun normas del Ministerio de Salud de la Nacién en su guia para
investigaciones clinicas. Este plan de trabajo y los consentimientos informados fueron
aprobados por los Comités de Etica, Docencia y Bioseguridad de la Academia

Nacional de Medicina.

Aislamiento y cultivo de progenitores endoteliales

La obtencion de las CFCE humanas, se realizé a partir de células CD34" de
sangre de corddon umbilical o de sangre periférica humana de donantes sanos. Las
muestras de sangre de corddn umbilical fueron recolectadas inmediatamente luego de
partos normales o cesareas en bolsas de recoleccion estériles conteniendo heparina
como anticoagulante. Cada muestra se diluyé con solucién fisiolégica (1:2 viv) y
centrifugd a 180 xg durante 15 minutos. Luego de descartar el plasma rico en
plaguetas, se recompuso el volumen inicial con solucién fisiolégica y se aislaron las
células mononucleares por centrifugacion sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque 1.077
g/cm® (GE, Buckinghamshire, UK) a 200 xg durante 25 minutos. Luego de dos lavados
con solucion fisiologica y posterior lisis de glébulos rojos residuales con una solucion
de NH,CI (0.17 M), las células mononucleares se recuperaron por centrifugacion en
solucion fisiolégica. Las células CD34" fueron purificadas por inmunoseleccion
magnética positiva empleando un kit comercial (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach,
Alemania), siguiendo instrucciones del fabricante. Brevemente, las células

mononucleares fueron resuspendidas en buffer de marcado conformado por buffer
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fosfato salino (PBS) suplementado con EDTA (2 mM) y albumina sérica bovina (BSA,
0.5%) e incubadas durante 30 minutos con IgG humana, para bloquear los sitios de
union inespecifica, y con un anticuerpo monoclonal anti-CD34 conjugado con
microesferas magnéticas. Tras eliminar el exceso de anticuerpo con un lavado, las
células se resuspendieron en buffer de marcado y atravesaron una columna adosada
a un iman. De esta manera, las células positivas para este marcador quedaron
retenidas en la columna. Luego de 3 lavados para eluir las células negativas, la
columna fue separada del iman y las células CD34" fueron recolectadas (Figura 4). La
pureza de la poblacion fue determinada por marcacién de las células con un
anticuerpo anti CD34 dirigido contra otro epitope (BD Biosciences, San Jose, CA) y
analizado por citometria de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences), utilizando el software

FCS Express V3 (De Novo Software, Glendale, CA). La pureza fue siempre mayor al

97%.
Marcacién con !  Separacién ! Recoleccion de

anti-CD34 ! magnetica | células CD34+

Figura 4. Diferentes etapas
de la purificacion de células

CD34" por inmunoseleccion

G magnética positiva.

O
0.0
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Las células CD34" (5x10°/pocillo) fueron sembradas en placas de 24 pocillos
previamente recubiertas con gelatina (2%) (Sigma,St Louis, MO) en 1 ml de medio de

crecimiento endotelial EGM2 (del inglés: Endothelial Growth Medium 2) (Lonza,
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Walkersville, MD) que contiene suero fetal bovino (SFB), hidrocortisona, factor de
crecimiento fibroblastico humano (hFGF), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), factor de crecimiento de tipo insulina de cadena larga R3 humano (R3-IGF-1),
acido ascorbico, factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF), gentamicina,
anfotericina-B y heparina. Las células no adherentes fueron descartadas a los 4 dias
de cultivo y las colonias endoteliales fueron visualizadas después de 14 a 21 dias.
Cada colonia fue tratada con tripsina (0,05% p/v) y cultivadas en EGM2 para su
expansion. Una vez expandidas, las CFCE fueron utilizadas dentro de los 45 dias de
cultivo, momento en el cual adn conservan sus caracteristicas de progenitores
intactas. En algunos casos, los progenitores fueron congelados en nitrégeno liquido
hasta su uso.

Procedimientos similares fueron utilizados para aislamiento de CFCE de sangre
periférica. Brevemente, se utilizaron 30 mL de sangre periférica fresca y las células
mononucleares fueron obtenidas por centrifugacion sobre un gradiente de Ficoll-
Hypaque, luego resuspendidas en EGM2 y sembradas (5x10°) en placas de 6 pocillos
previamente recubiertas con fibronectina (10 pg/ml, Sigma, St Louise, MO). El medio
de cultivo fue reemplazado cada 3 dias hasta el dia 14-21, momento en el cual se
observaron las primeras colonias.

La caracterizaciéon de los CFCE se llevd a cabo segun se ha descripto

previamente %%

, utilizando distintas estrategias que confirman su naturaleza:

1) La clasica morfologia de empedrado (tipo cobblestone) de la monocapa confluente
fue observada por microscopia 6ptica (Figura 5A).

2) La expresion de marcadores endoteliales como el FVW y CD31 (PECAM) (BD
Biosciences, San Jose, CA), combinada con la presencia del marcador de
progenitores CD133 (BD Biosciences, San Jose, CA) (Figura 5) y la ausencia de

marcadores mieloides como el CD14 y CD45 (datos no mostrados) fueron confirmadas

por citometria de flujo.
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3) La tasa de crecimiento de los progenitores, la cual fue significativamente mayor a la
de células endoteliales maduras derivadas de la vena de cordén umbilical (1.9+0.3

veces por dia vs 0.510.2, p<0.05, n=10).
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Figura 5. Caracterizacion de las CFCE. A) Morfologia bajo microscopio 6ptico y analisis de
la expresion de diferentes marcadores por citometria de flujo como B) FvW, C) CD31 y D)

CD13s.

Obtencién de células endoteliales maduras de macro y microvasculatura

Las células primarias de macrovasculatura (HUVEC) fueron aisladas de la
vena umbilical humana por digestion con colagenasa tipo | (0.3 mg/ml) (Sigma,St
Louis, MO) y caracterizadas siguiendo procedimientos descriptos anteriormente %°%’.
Estas células fueron utilizadas hasta el pasaje numero 4. La linea transformada de
células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC1) fueron cedidas
generosamente por el Center for Disease Control and Prevention (Atlanta, GA). Ambos

tipos celulares fueron cultivados en el medio de crecimiento endotelial EGM2 en

condiciones similares a los progenitores endoteliales.
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Protocolo de acidificacion y disefio experimental

El medio de cultivo fue acidificado mediante de la adicion de un volumen
precalculado de HCI isotdnico (1 N). El pH del medio se midi6 usando un electrodo a
37°C y se obtuvo un promedio de 7.39+0.04, 7.03+0.03, 6.62+0.03 (n=3).

Se realizaron dos protocolos de acidificacion: 1) los ensayos de angiogénesis
se realizaron con CFCE expuestas a EGM2 a pH 7.4, 7 0 6.6 durante todo el ensayo vy,
2) los progenitores endoteliales fueron expuestos a EGM2 ajustado a los distintos
valores de pH durante el periodo de tiempo indicado y luego el medio fue reemplazado
por EGM2 fresco ajustado a pH fisiologico (7.4), estrategia conocida como
preacondicionamiento acido. En algunos ensayos, la acidificacion se llevé acabo en
medio basico EBM2 (del inglés endothelial basic médium) que no contiene citoquinas.
Posteriormente, las distintas respuestas angiogénicas fueron evaluadas.

Los inhibidores de p38 (SB203580), ERK1/2 (U0126) y AKT (LY294002) (Enzo
Life Sciences International, Inc., San Diego, CA) fueron incubados 30 minutos antes
del preacondicionamiento acido.

Los cristales de urato monsédico (MSU) (InvivoGen, San Diego, CA), las
histonas recombinantes humanas (New England Biolabs, Ipswich, MA), la D-(+)-
glucose (Sigma, St Louis, MO) y/o el TNFa recombinante humano (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA) fueron afiadidos después del preacondicionamiento acido y
estuvieron presentes durante todo el ensayo. El manitol (Sigma, St Louis, MO) (control
osmotico) y una concentracion normal de glucosa (5 mM) fueron utilizados en paralelo
y en ambos casos, los resultados no mostraron diferencias significativas con las

células no tratadas (datos no mostrados).

Ensayos de viabilidad y apoptosis

La muerte celular se evalud luego de 24 horas mediante dos técnicas diferentes de

uso corriente en nuestro laboratorio %%,
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1) Morfologia nuclear: Se utiliz6 una mezcla de colorantes fluorescentes que se
intercalan en el ADN como el naranja de acridina (100 pg/ml) (Sigma, St Louise, MO),
que difunde libremente y permite diferenciar morfolégicamente los nicleos normales
de los apoptéticos, y el bromuro de etidio (100 pg/ml) (Sigma, St Louise, MO) que no
penetra en células cuya membrana plasmatica esté integra y permite diferenciar entre
células viables e inviables. De esta manera, la combinacién entre la morfologia y el
color de los nucleos permite distinguir entre células viables, apoptéticas tempranas,
apoptoticas tardias y necréticas (Figura 6). Luego de 5 minutos, las suspensiones
celulares fueron montadas en un portaobjetos y analizadas bajo un microscopio de
fluorescencia directo (Nikon). Al menos 300 células fueron evaluadas en cada
experimento.

2) Exposicién de fosfatidilserina: La fosfatidilserina, la cual se expresa en la
membrana plasmatica cuando comienza el proceso apoptotico, fue detectada
utilizando un kit comercial de Anexina V conjugada con isotiocianato de flouresceina
(FITC) e ioduro de propidio (IP) (BD Biosciences). La Anexina V posee alta afinidad
por la fosfatidilserina y el ioduro de propidio penetra en células que han perdido la
integridad de la membrana plasmética. Las células fueron marcadas con Anexina V
durante 30 minutos en la oscuridad y finalmente, una solucién de ioduro de propidio
(0.5 pg/ml) fue agregada inmediatamente antes de la adquisicion. Las muestras fueron

adquiridas y analizadas por citometria de flujo.
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Apoptética  Apoptotica

temprana tardia
- Nucleo picnético - Nucleo picnético
ot - Pérdida de integridad
- Membrana intacta
- Nucleo verde (NA) de membrana
- Nucleo naranja (BrEt)
i - Morfologia normal
et _normal - Pérdida de integridad
- Membrana intacta
- Nucleo verde (NA) de membrana
- Nucleo naranja (BrEt)
Viable Necrética

Figura 6. Estudio de la morfologia nuclear por tincién con naranja de acridina (NA) y
bromuro de etidio (BrEt) y posterior andlisis por microscopia de fluorescencia. Se pueden

distinguir células viables, apoptéticas tempranas, apoptéticas tardias y necréticas.

Ensayos de proliferacion

Los progenitores (1,5x10%pocillo) fueron sembrados en placa de 96 y tratados
con los diferentes niveles de pH a distintos tiempos. La proliferaciéon fue analizada
mediante el recuento celular en camara de Neubauer y por determinacion de la
actividad de la fosfatasa acida, enzima constitutivamente expresada en las células. En
este Ultimo ensayo, los progenitores fueron incubados con el sustrato cromogénico de
la fosfatasa acida, denominado pNPP (3 mg/ml) (Sigma, St Louis, MO), durante 1 hora
a 37°C, la reaccion fue detenida con NaOH (2 N) y leida por espectrofotometria a 405
nm **%_ El nimero de células endoteliales fue extrapolado utilizando una curva de

calibracion de absorbancia en funcién del nimero de células.
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Ensayo de migracion en transwells.

La migracion en respuesta a citoquinas (quimiotaxis) fue analizada en un
sistema de transwells (Sigma, St Louis, MO) con membrana de 8 ym de diametro de
poro recubierta con gelatina. Las células (1,5x10% resuspendidas en EBM2 con SFB
(5%) (Gibco, Grand Island, NY) fueron colocadas en la parte superior de la cAmara,
mientras que los estimulos quimioatractantes como el EGM2, el VEGF o el SDF1
(Abcys, Paris, France) fueron colocados en la parte inferior °”. Luego de 6 o 24 horas,
las células remanentes en la parte superior de la canasta fueron removidas
mecanicamente y las membranas fueron fijadas, tefiidas con Giemsa y fotografiadas
bajo el microscopio 6ptico (magnificacion original 40x). EI nimero de células migradas
fue determinado analizando las imagenes con el software Image J (NIH, Bethesda,

MD).

Ensayo de reparaciéon de heridas in vitro

La monocapa confluente de CFCE fue dafiada mecanicamente con la ayuda de
un tip, generando una brecha vertical. En estas condiciones, los progenitores migran
desde ambos lados de la brecha hacia el centro de la herida con el objetivo de
cerrarla. El area dafiada fue registrada fotograficamente inmediatamente después del
dafo (tiempo 0) y luego a diferentes tiempos (magnificacion original 40x). El area de
la herida fue medida mediante el analisis de las imagenes con el software ImageJ y el
porcentaje de cierre de herida fue calculado segun la siguiente formula [(area dafiada

a las 0 horas — area dafiada a X horas) / area dafiada a las 0 horas] *100 *°.

Ensayo de angiogénesis in vitro

Las células (1,5x10*pocillo) fueron sembradas en placa de 96 pocillos sobre

una matriz proteica de consistencia semisélida conocida como Geltrex™ (Gibco, Grand
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Island, NY) la cual permite la diferenciacién de las células endoteliales a estructuras
tubulares. Luego de 18 horas, tiempo O6ptimo para la formacion de dichos
pseudotubulos, se registraron imagenes fotograficas bajo un microscopio de contraste
de fases. El numero total de puntos de ramificacion fue cuantificado en las imagenes

(magnificacién original 40x) utilizando el software ImageJ °**°.

Expresiéon del antigeno Ki67

El ciclo celular de los progenitores fue sincronizado por incubaciéon con EBM2
con 1% de SFB durante toda la noche antes de la acidificacion. La progresion del ciclo
celular fue determinada por citometria de flujo analizando simultaneamente la
expresion del antigeno nuclear asociado a la proliferacion celular Ki67 y el contenido
de ADN (ioduro de propidio) %*. Brevemente, las células fueron fijadas en etanol 70%
frio, lavadas, e incubadas con el anticuerpo anti Ki67 conjugado con FITC (BD
Biosciences, San Jose, CA) durante 30 minutos. Posteriormente, una solucion de
ioduro de propidio (0.5 pug/ml) fue agregada inmediatamente antes de la adquisicion. El
andlisis fue realizado sobre la poblacion de células viables. El antigeno Ki67 es una
proteina nuclear que se expresa en todos los estadios del ciclo celular (G1, S, G2, M)
y esta ausente cuando la célula esta en estado quiescente (G0), mientras que la
fluorescencia del ioduro de propidio se incrementa en células que poseen mayor
contenido de ADN (como ocurre en las fases S, G2 y M). De esta manera, el
porcentaje de células en cada estadio fue determinado de acuerdo a la combinacién
de positividad para Ki67 y para ioduro de propidio (Figura 7). La linea de corte en cada
canal de fluorescencia fue establecida utilizando la misma poblacién celular sin

marcar.
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Expresion de los receptores de superficie CXCR4, KDR y PECAM

La expresién de las moléculas CXCR4, KDR y PECAM fue analizada por
citometria de flujo. Las células fueron incubadas con anticuerpos monoclonales
especificos CXCR4, KDR y PECAM (BD Biosciences) conjugados con FITC o con
ficoeritrina (PE) durante 20 minutos a 4°C. Como control negativo, se utilizaron los
isotipos correspondientes conjugados con los mismos fluorocromos. Las muestras
fueron adquiridas y analizadas por citometria de flujo, utilizando el software FCS

Express V3.

Ensayo de adhesion

La adhesién de las CFCE fue estudiada bajo dos condiciones:

1) Adhesion estatica: Las CFCE (2x10%/pocillo) fueron sembradas en placa de 48
pocillos previamente recubiertas con fibronectina recombinante bovina (10 pg/mL)
(Sigma, St Louise, MO) o con colageno tipo | de cola de rata (10 pg/mL) (BD
Biosciences). Por otro lado, las CFCE (5x10*pocillo) fueron tefiidas con éster de
succinimidilo de carboxifluoresceina ( eBioscience, San Diego, CA) y sembradas sobre

una monocapa de HUVEC activadas previamente durante 4 horas con TNFa (20
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ng/ml). Luego de 30 minutos o 2 horas, los pocillos fueron lavados con PBS 3 veces y
las células adherentes fueron registradas fotograficamente bajo un microscopio de
contraste de fases (magnificacion 40x) o utilizando un microscopio confocal (Olympus
FV-1000, Tokio, Japon). El niumero de células adheridas fue determinado utilizando el
software ImageJ.

2) Adhesion en un modelo dinamico: Las CFCE (50/segundo) fueron tefiidas con
éster de succinimidilo de carboxifluoresceina (eBioscience, San Diego, CA) y
perfundidas a través de la camara de flujo. Esta camara es un dispositivo de acrilico
que posee orificios de entrada y salida para el liquido de perfusién y, entre la camara y
el vidrio previamente recubierto con colageno tipo | o con una monocapa de HUVEC
activadas con TNFa, se encuentra una membrana de silicona con una ranura que
permite el paso de las CFCE. Segun el tamafio de la ranura y la velocidad de
perfusion, se define la fuerza de cizallamiento aplicada. Las CFCE fueron perfundidas
sobre el colageno tipo | y HUVEC activadas a una velocidad de 10 pl/min (fuerza de
cizallamiento: 1 dyn/cm? durante 15 minutos (Figura 8). Luego, la camara fue
desmontada y las células adherentes fueron fijadas con PFA (1%) y fotografiadas
utilizando un microscopio confocal (Olympus FV-1000, Tokio, Japén). El nimero de

células adheridas fue determinado utilizando el software ImageJ.
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Figura 8. Esquema de la cdmara de flujo. Las CFCE marcadas con éster de succinimidilo
de carboxifluoresceina (CFSE) son perfundidas sobre las HUVEC activadas con TNFa o

sobre colageno tipo | adheridos a un vidrio conectado a una camara de flujo.

Deteccion de fosfoproteinas por Western Blot

Las CFCE preacondicionadas o no fueron incubadas con EGM2 o EBM2
durante 30 minutos y lisadas con loading buffer (62.5 nM, tris-HCI pH 6.8, 25% glicerol,
2% SDS, 0.01% azul de bromofenol y 5% 2-mercaptoetanol) en presencia de un cdctel
de inhibidores de proteasas. Cantidades equivalentes de proteinas de cada muestra
(30 pg/calle) fueron corridas por electroforesis en gel de acrilamida al 10% por SDS-
PAGE vy electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK). Luego de 30 minutos de blogueo con BSA (3%), las
membranas fueron incubadas con anticuerpos primarios (antifosfo ERK1/2 (Tyr 204)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), antifosfo p38 (Tyr 182) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), antifosfo AKT (Tyr 473) (Abcam, Cambridge, UK), anti
FAK (fosfo Y397) (Abcam, Cambridge, UK) y anti B-actina (BD Biosciences, San Jose,
CA) durante toda la noche a 4°C. Una vez lavadas, las mismas fueron incubadas con

un anticuerpo secundario conjugado con HRP durante 1 hora a temperatura ambiente.
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Las bandas de las proteinas fueron visualizadas utilizando la reaccion de
electroquimioluminiscencia (ECL). Los resultados del Western Blot fueron
cuantificados calculando la densidad 6ptica (DO) relativa de las bandas previamente
escaneadas utilizando el software Gel-Pro Analizer 3.1 (Rockville, MD) y los valores

fueron normalizados respectp a los valores de -actina.

Modelo murino de isquemia de miembro inferior

Estos ensayos fueron realizados en el INSERM U1140, Universidad Paris
Descartes, Francia. Se utilizaron ratones atimicos inmunodeprimidos (conocidos como
nude), los cuales fueron criados en un ambiente controlado con libre acceso a agua y
a una dieta estandar. El cuidado de los animales se ajusté a las normas francesas
(Services Vétérinaires de la Santé et de la Production Animale, Paris, Francia), y los
experimentos se realizaron de acuerdo con las pautas del Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Paris Descartes (C75.06.02). Los
ratones fueron sometidos a una cirugia para inducir isquemia en el miembro inferior
62100 | os animales fueron anestesiados por inhalacién de isoflurano 20%. Luego, se
realizé una pequenfa incision en el miembro izquierdo, por la cual se puede observar el
paquete vasculonervioso, del cual se separ6 la arteria femoral. Esta arteria fue ligada
con un hilo de seda no reabsorbible a 0.5 cm de la bifurcacion de las arterias safena y
poplitea y, por Ultimo, la herida fue cerrada con un clamp quirtrgico. Las CFCE (1x10°)
fueron inyectadas en el plexo retroorbital o directamente en el masculo isquémico en
solucion fisioldgica 5 horas después de la cirugia y la solucion fisiolégica sola fue
utilizada como control negativo. El indice de perfusion del flujo sanguineo en el
miembro isquémico vs. miembro normal fue determinado luego de 14 dias utilizando
un sistema de imagenes de perfusion de laser Doppler y su software asociado
(PeriScan Pim3, Perimed, Crappone, France). Los musculos gastrocnemios fueron

iaremovidos, fijados, incluidos en parafina y finalmente tefiidos con hematoxilina-
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eosina (H&E) o con la tincién tricromica de Masson. La densidad vascular fue
determinada contando el niumero de vasos sanguineos en los preparados con la
tincién tricromica de Masson. El grado de inflamacion fue calculado analizando la
presencia vacuolas, nucleos centralizados e hipertréficos y el infiltrado leucocitario en

los cortes tenidos con H&E.

Analisis estadistico de los resultados

Los resultados fueron expresados como promedio * error estdndar de la media.
Para determinar diferencias significativas entre grupos, los datos fueron analizados
mediante la prueba T de Student o ANOVA seguido por el test de analisis de multiples
comparaciones Newman-Keuls de acuerdo al disefio experimental, utilizando el
software GraphPad Prism (Version 5.0, San Diego, CA). Un valor de p<0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.
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Resultados

Efecto dual de la acidosis sobre las respuestas angiogénicas de las CFCE

Basandonos en nuestro estudio previo en el que demostramos que la acidosis

induce apoptosis en las células CD34" %

, en los primeros ensayos analizamos si el
medio &cido afecta la sobrevida de las CFCE. Para ello, incubamos las células en
medio de crecimiento EGM2 ajustado a pH 7.4, 7.0 y 6.6 y la apoptosis fue
determinada a distintos tiempos por citometria de flujo luego de la doble marcacién
con anexina V e ioduro de propidio. A diferencia de lo observado en las células CD34",
mientras que la deprivacién de suero indujo apoptosis de las CFCE, la acidosis no tuvo
efecto (Figura 9A).

A continuacion, estudiamos in vitro el efecto de la acidosis en numerosas
respuestas angiogénicas de estos progenitores como la proliferacion, la quimiotaxis, la
capacidad de reparar heridas y la formacidon de pseudotibulos. Encontramos que
todas las respuestas estudiadas disminuyeron de manera dependiente del pH luego de
6 horas de incubacién a pH &cido. Sin embargo, cuando las mismas repuestas fueron
analizadas luego de 24 horas a pH &cido, el efecto inhibitorio de la acidosis sobre la
reparacion de heridas, la proliferacién y la quimiotaxis ya no fue observado vy,

sorpresivamente, la formaciéon de tdbulos se encontré notablemente aumentada en

estos progenitores (Figura 9B).
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Figura 9. Efecto de la acidosis en la sobrevida y funcionalidad de las CFCE. Las células
fueron incubadas en EBM2 (sin suero) o en EGM2 ajustado a pH 7.4, 7.0 0 6.6. A) La apoptosis
fue medida en los periodos de tiempo indicados mediante la doble marcacién con anexina V e
ioduro de propidio y el posterior andlisis por citometria de flujo (n=4). B) Las respuestas
angiogénicas fueron determinadas luego de 6 y 24 horas (n=6). *p<0.05 vs pH 7.4.
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En los siguientes experimentos, analizamos el efecto de la acidosis en las
respuestas angiogénicas de células endoteliales de macro (HUVEC) vy
microvasculatura (HMEC1). Cuando estudiamos la proliferacion y la reparacion de
heridas observamos que las mismas disminuyeron de manera dependiente de pH
tanto a las 6 como a las 24 horas (Figura 10), mientras que la formacién de

pseudotubulos no se encontré afectada a ningulin tiempo estudiado (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la acidosis en la funcionalidad de las células endoteliales maduras.
Las células endoteliales HMEC1 (A) y HUVEC (B) fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH
7.4, 7.0 0 6.6 y las respuestas angiogénicas fueron determinadas luego de 6 y 24 horas (n=3).
*p<0.05 vs pH 7.4.
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El andlisis por citometria de flujo de la expresién del antigeno Ki67 indicé que el efecto
inhibitorio temprano de la acidosis sobre la proliferacion de CFCE estuvo asociado a
un arresto del ciclo celular. Mientras que el ciclo celular se encontré marcadamente
inhibido luego de 6 horas a pH 6.6 (incremento del porcentaje de las CFCE en GO y
disminucion del porcentaje de estas en las fases proliferativas S/G2/M), el arresto fue
menor a las 18 horas y desaparecié completamente a las 24 horas, donde ya no se
observaron diferencias significativas entre los distintos valores de pH (Figura 11A).
Mas aln, a las 48 horas la proliferacién a pH 6.6 (porcentaje de las CFCE en las fases
S/G2/M) fue mayor que a pH 7.4 (Figura 11A). Consistentemente con estas
observaciones, hallamos un aumento en el nimero total de células a pH &cido luego
de 48 horas (Figura 11B). Teniendo en cuenta que el total de células fue ligeramente
mayor cuando las CFCE fueron expuestas a pH 6.6 vs pH 7.0, los proximos

experimentos fueron realizados a pH 6.6.
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Figura 11. Efecto de la acidosis en la progresion del ciclo celular y la proliferacion de las
CFCE. Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 7.4, 7.0 0 6.6. A) La progresion
del ciclo celular fue analizada luego del tiempo indico mediante la doble marcaciéon con el
antigeno Ki67 e ioduro de propidio y el andlisis fue realizado por citometria de flujo (n=4). B) El
recuento celular se realiz6 utilizando una cadmara de Neubauer en los periodos de tiempo
indicados (n=5). *p<0.05 vs pH 7.4.
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El preacondicionamiento acido incrementa las respuestas angiogénicas

de las CFCE

Con el propdsito de explicar el efecto dual de la acidosis, los niveles de pH en
el medio de cultivo fueron medidos a diferentes tiempos después de la acidificacion.
Encontramos que el pH del medio permanece estable en valores de 6.6 durante las
primeras 6-8 horas y luego se basifica lentamente hasta aproximarse al valor normal
de 7.4 a las 48 horas (Figura 12A). Estos resultados sugieren que, aunque la acidosis
inicialmente induce un arresto del ciclo celular, una vez que el pH se balancea, los
progenitores endoteliales expuestos a medio acido exhiben un incremento en sus
respuestas proangiogénicas. Para probar esta hipétesis, realizamos un
preacondicionamiento 4cido que consistié en incubar a los progenitores a pH 7.4 0 6.6
por un determinado periodo de tiempo y luego reemplazar el medio acidificado por
medio fresco a pH 7.4. Inicialmente realizamos un estudio cinético de la formacion de
tubulos para determinar el tiempo minimo de exposicion al medio acido que era
necesario para observar el efecto proangiogénico maximo. Observamos que la
exposicion a pH 6.6 durante tiempos cortos como 15 minutos o 1 hora no fue suficiente
para modificar la funcionalidad de las CFCE (Figura 12B) y, aunque a las 3 horas
notamos un incremento significativo en el nimero de ramificaciones, el efecto
proangiogénico maximo fue detectado luego de 6 horas (Figura 12B). Estos resultados

fueron similares cuando analizamos la proliferacion celular (Figura 12C).
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Figura 12. El preacondicionamiento &cido incrementa la proliferacién y la capacidad de
formacion de tubulos de las CFCE. A) Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH
7.4, 7.0 0 6.6 y los niveles de pH fueron medidos a diferentes tiempos utilizando un pHmetro
(n=3). B) Las células fueron incubadas en EGM2 normal o acidificado por el tiempo indicado y
luego sembrados sobre Geltrex en EGM2 fresco a pH 7.4. Luego de 18 horas, el nimero de
ramificaciones fue medido analizando las imagenes con el software Imaged (n=6). C) Las
células fueron cultivadas en EGM2 &cido por el periodo de tiempo indicado y luego el medio fue
reemplazado por EGM2 fresco a pH 7.4. Luego de 48 horas, la proliferacion celular fue
determinada por el ensayo colorimétrico de pNPP (n=3). *p<0.05 vs pH 7.4.

Habiendo determinado el tiempo 6ptimo de preacondicionamiento capaz de
inducir un aumento la proliferacion y tubulogénesis, en los siguientes experimentos
evaluamos otras respuestas angiogénicas de las CFCE bajo estas condiciones. Una
de las primeras etapas de la vasculogénesis es la migracion de las CFCE al sitio de
injuria en respuesta a un gradiente de citoquinas y quimioquinas, proceso denominado

quimiotaxis. Al estudiar esta funcidbn observamos que el preacondicionamiento &cido
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no fue capaz de modular la migracién de CFCE inducida por EGM2 o por VEGF solo
(Figura 13A). Considerando que el ligando SDF1 y su receptor CXCR4 juegan un
papel fundamental en la migracion de estas células, examinamos el efecto de la
acidosis en la quimiotaxis mediada por SDF1 y observamos que la misma aument6
significativamente a pH acido (Figura 13A). Interesantemente, este incremento fue
acompafiado por una elevada expresion del receptor de SDF1, el CXCR4, mientras
que los niveles de expresion del receptor de VEGF (KDR) o de la molécula de

adhesion PECAM no fueron alterados (Figura 13B).
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Figura 13. La quimiotaxis inducida por SDF1 y la expresién de CXCR4 se encontraron
incrementadas en las CFCE preacondiciondas. Las células fueron incubadas en EGM2
ajustado a pH 7.4 0 6.6 durante 6 horas y luego el medio fue reemplazado por EGM2 fresco a
pH 7.4. A) La migracion en respuesta a EGM2, SDF1 (20 ng/ml) y VEGF (20 ng/ml) fue
evaluada sembrando las células en transwells. Después de 24 horas, el recuento de células
migradas fue realizado bajo un microscopio éptico (n=4-5). B) La expresion de CXCR4, KDR y
PECAM fue determinada luego de 24 horas por citometria de flujo (n=4). Los resultados son
expresados en intesidad de fluorescencia media (IFM). *p<0.05 vs pH 7.4.
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Ademés de la migracion, la adhesién de las CFCE al endotelio activado o a
proteinas de la matriz extracelular son pasos fundamentales para un engraftment
exitoso en el sitio dafiado. Cuando analizamos la adhesién en condiciones estaticas,
las CFCE preacondicionadas mostraron un incremento tanto en la adhesion intermedia
(30 minutos) como en la focal (2horas) a fibronectina, colageno tipo | y a células
endoteliales maduras (HUVEC) activadas (Figura 14A). Resultados similares fueron
observados en condiciones dindmicas, donde la acidosis temporal indujo un
incremento en la adhesion de las CFCE a colageno tipo | y a HUVEC activadas
cuando las mismas fueron sometidas a una fuerza de cizallamiento fisiol6gica (Figura
14B). Luego de la interaccion con la matriz extracelular, las integrinas inician la
transducciéon de sefales mediante el reclutamiento de diversas proteinas de
sefializacién y adaptadores a través de sus dominios citoplasmicos como la quinasa
de adhesion focal (FAK, del inglés focal adhesion kinase), la cual desempefia un papel
principal en la sefializacion de integrinas y la migracion celular ***. Nuestros resultados
demuestran que los niveles de fosforilacion de FAK en Tyr576 fueron mayores en las

CFCE preacondicionadas con respecto a las que no lo fueron (Figura 14C).
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Figura 14. La adhesién tanto estatica como dindmica se encuentran incrementadas las
CFCE preacondicionadas. Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 7.4 0 6.6
durante 6 horas y luego el medio fue reemplazado por EGM2 fresco a pH 7.4. Luego las CFCE
fueron tefiidas o no con el colorante éster de succinimidilo de carboxifluoresceina. A) La
adhesién a fibronectina, colageno tipo | y HUVEC activadas fue estudiada luego de 30 minutos
0 2 horas. Las células adheridas fueron fotografidas y contadas con el software Image J (n=5).
B) Las CFCE fueron perfundias sobre colageno tipo | y HUVEC activadas durante 15 minutos a
una fuerza de cizallamiento de 1dyn/cm2 (n=4). C) Las CFCE fueron sembradas sobre
fibronectina durante 30 minutos y los niveles de fosforilacion de FAK fue determinada por
Western blot. Cada membrana fue reincubada con un anticuerpo anti actina para calcular la
densidad 6ptica (DO) relativa de las bandas utilizando el software Gel-Pro (n=4).*p<0.05 vs pH
7.4.

En conjunto, estos resultados demuestran que el preacondicionamiento
acido incrementa las respuestas angiogénicas de las CFCE como la

proliferacion, la tubulogénesis, la migracién y la adhesion.
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Las CFCE derivadas de sangre periférica incrementan su actividad

angiogénica luego del preacondicionamiento acido

Aunque existe un consenso general de que las CFCE derivadas de sangre del
cordén poseen un mayor grado de proliferaciéon y forman vasos sanguineos mas
estables y funcionales in vivo que las CFCE de sangre periférica '°>'°, la posibilidad
de producir una buena cantidad de progenitores endoteliales adultos que puedan ser
utiizados de manera autbéloga sigue siendo un reto. Para dilucidar si el efecto
proangiogénico de la acidosis también era eficaz en las CFCE aisladas de sangre
periférica, repetimos los experimentos utilizando esta fuente de progenitores. Aunque
la tasa de proliferacion de estas células fue mas baja que las derivadas de sangre del
cordén umbilical, el preacondicionamiento acido indujo un ligero pero significativo
incremento en el nimero total de células luego de 48 horas (Figura 15A). Mas aun, la
la quimiotaxis mediada por SDF1 y la tubulogénesis también aumentaron
robustamente luego del preacondicionamiento de las CFCE de sangre periférica

(Figura 15B y C).

54



Resultados

Quimiotaxis inducida

Proliferacion por SDF1

20+ 180 -

150 *

3
>

120 +

== pH 7.4 90 ~

8 -
emgyme pH 6.6 60 -

Namero de células
totales (x107)
=
% del controla pH 7.4

30 4

0 T T T 1 0 1
0 12 24 36 48 7.4 6.6
Horas

Formacién de tabulos
300 ~
250
200
150 -

100 A

50 1
0

% del control a pH 7.4

7.4

Figura 15. El preacondicionamiento acido incrementé la actividad angiogénica de las
CFCE derivadas de sangre periférica. Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH
7.4 0 6.6 durante 6 horas y luego el medio fue reemplazado por EGM2 fresco a pH 7.4. A) El
recuento celular fue determinado utilizando una cdmara de Neubauer en los tiempos indicados
(n=4). B) La migracién en respuesta a SDF1 (20 ng/ml) fue determinada sembrando las células
en transwells. Después de 24 horas, el recuento de células migradas fue realizado bajo un
microscopio 6ptico (n=3). C) Las células fueron sembradas sobre Geltrex y el numero de
ramificaciones fue medido luego de 18 horas analizando las imagenes con el software ImageJ.
*p<0.05 vs pH 7.4.
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Vias de sefalizacion intracelular involucradas en el efecto proangiogénico

del preacondicionamiento acido

Con el propdésito de elucidar los mecanismos involucrados en los efectos
proangiogénicos del preacondicionamiento &cido, estudiamos las vias de sefalizacién
clasicas que regulan la funcionalidad de progenitores y células endoteliales como
ERK1/2, AKT y p38 %% |os ensayos de Western blot mostraron que el
preacondicionamiento &cido induce una mayor activacion basal de ERK1/2 y AKT
cuando las CFCE se encuentran en un medio de cultivo sin citoquinas como el EBM2 y
ademas potencia la fosforilacion de estas vias inducida por un medio rico en citoquinas
como el EGM2 (Figura 16). Con respecto a p38, si bien no se detecté una activacion
basal (en EBM2), la fosforilacion de esta via inducida por EGM2 se encontrd
completamente inhibida en progenitores preacondicionados (Figura 16). Estos
resultados sugieren que los efectos proangiogénicos observados en el
preacondicionamiento estdn mediados por la activacion de pERK1/2 y pAKT vy la

inhibicién de p38.
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Figura 16. El preacondicionamiento acido activa ERK 1/2 y AKT e inhibe p38. Las células
fueron previamente incubadas en EGM2 o EBM2 ajustado a pH 7.4 o 6.6 durante 6 horas y
luego el medio fue reemplazado por medio fresco a pH 7.4. Los niveles de fosforilacién de
ERK1/2, AKT o p38 fueron detectados luego de 2 minutos por Western blot. Cada membrana
fue reincubada con un anticuerpo anti actina para calcular la densidad 6ptica (DO) relativa de
las bandas utilizando el software Gel-Pro (n=3-5). *p<0.05 vs EBM2 a pH 7.4, “p<0.05 vs EBM2
apH 6.6 y “p<0.05 vs EGM2 a pH 7.4.

Para probar esta hipétesis, en los siguientes experimentos el
preacondicionamiento acido fue realizado en presencia y ausencia de inhibidores
farmacoldgicos de AKT (LY294002), ERK1/2 (U0126) o p38 (SB203580) y, luego de 6
horas, las monocapa de células fue lavada y el medio de cultivo fue remplazado por
EGM2 fresco, con el objetivo de remover los inhibidores y restaurar el pH a 7.4. Las
concentraciones utilizadas de estos compuestos suprimieron efectivamente la
fosforilacion de las quinasas correspondientes y las variaciones en el pH del medio no
alteraron su actividad inhibitoria (datos no mostrados). Nuestros resultados mostraron
gue la supresién de las vias ERK1/2 y AKT inhibi6 completamente el aumento en la
proliferacion inducido por el pH &cido, mientras que el inhibidor de p38 no tuvo efecto

(Figura 17A). Por el contrario, la tubulogénesis no fue alterada por los inhibidores de
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AKT y ERK, no obstante se encontrd significativamente aumentada en presencia del

inhibidor de p38 (Figura 17B y C). De hecho, el bloqueo de p38 a pH 7.4 mimetiza el

aumento observado a pH 6.6 y ademas este inhibidor fue capaz de potenciar el

incremento en la formacién de tabulos observado en progenitores preacondicionados

(Figura 17B y C).
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Figura 17. Vias de sefializacion
involucradas en los efectos
proangiogénicos de la
acidosis. Las células fueron
incubadas en EGM2 ajustado a
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pH 6.6.
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El preacondicionamiento acido aumenta el potencial regenerativo de las

CFCE en un modelo murino de isquemia de miembro inferior

Zemani F. et al °” demostraron que las CFCE derivadas de cordén umbilical
son capaces de mejorar y acelerar la vascularizacién y regeneracion tisular en un
modelo murino de isquemia de miembro inferior. Considerando los resultados
obtenidos in vitro, nos propusimos evaluar el efecto del preacondicionamiento acido en
el potencial regenerativo de los progenitores endoteliales in vivo en dicho modelo. Las
CFCE fueron expuestas a pH 7.4 o 6.6 durante 6 horas, luego trasplantados de
manera endovenosa (intravenosa) o intramuscular en ratones inmunodeficientes y la
recuperacion del flujo sanguineo fue determinada luego de 14 dias. El analisis por
Doppler determind que la recuperaciéon del flujo sanguineo en el miembro isquémico
fue muy baja en los animales no trasplantados (grupo control) (perfusion relativa: 27.5
+ 4.5%) y aunque la administracion intravenosa de CFCE cultivadas a pH 7.4 mejoro la
reperfusion (37.2 + 6.5%), los animales que recibieron CFCE preacondicionadas
mostraron una recuperacion del flujo sanguineo en el miembro isquémico
significativamente mayor (55.5 + 4.1%, P < 0.05 vs. control, P < 0.05 vs. CFCE no
preacondicionadas) (Figura 18A). Interesantemente, la administracion intramuscular de
las CFCE no arroj6 diferencias con respecto a la inyeccion intravenosa (CFCE a pH
7.4:45.1 + 4.2%, CFCE a pH 6.6: 64.7 + 7.2% P < 0.05) (Figura 18B), sugiriendo que
las CFCE preacondicionadas poseen una mayor actividad proangiogénica que
contribuye directamente con la formacién de nuevos vasos, independientemente de su

capacidad de migrar hacia el sitio isquémico.
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Figura 18. El preacondicionamiento &cido mejora la neovascularizacién en un modelo de
isquemia de miembro inferior. Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 7.4 o
6.6 durante 6 horas y antes del trasplante, fueron tripsinizadas, lavadas y resuspendidas en
solucién salina. La solucion fisiolégica (vehiculo), las CFCE preincubadas a pH 7.4, o las CFCE
preincubadas a pH 6.6 fueron administradas de manera intravenosa (A) o intramuscular (B) y el
andlisis por Doppler fue realizado luego de 14 dias. (n=6 por grupo). *p<0.05 vs CFCE (pH 7.4).
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El analisis histolégico de los musculos gastrocnemios fue realizado en
preparados teflidos con hematoxilina/eosina o tricromico de Masson (Figura 19A). En
dichos cortes observamos que las CFCE a pH 7.4 redujeron los signos de inflamacion
en el tejido (Figura 19B) aunque no afectaron la densidad vascular (Figura 19C)
comparado con los animales que sélo recibieron solucién fisiolégica. Sin embargo, las
CFCE preacondicionadas suprimieron completamente los signos de inflamacion, a
valores similares a los observados en el musculo no isquémico (Figura 19 A, B), y
aumentaron significativamente la densidad vascular en comparacion con todos los
grupos de animales (Figura 19 A,C).

Estos resultados demuestran que las CFCE preacondicionadas tienen un
mayor potencial regenerativo in vivo ya que no sélo disminuyen la inflamacién

local sino que también aumentan la vascularizacion en el musculo isquémico.
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Las CFCE preacondicionadas son mas resistentes al efecto nocivo del

microambiente inflamatorio

Tanto las CFCE endo6genas como las trasplantadas con fines regenerativos se
enfrentan a la hostilidad del microambiente inflamatorio, el cual presenta sefiales de
estrés y dafio que pueden afectar la sobrevida y funcionalidad de estos progenitores.
Dado que la isquemia es un sitio favorable para la formacion intracelular de acido
arico, el cual es liberado luego de la muerte celular y forma cristales de urato

monosodico (MSU) en los fluidos extracelulares ”’

, este compuesto es considerado
uno de los méas abundantes DAMPs en los tejidos isquémicos y es capaz de inducir la
necrosis de los progenitores endoteliales (datos no publicados de nuestro laboratorio).
Por otro lado, hemos demostrado que las histonas extracelulares, otro DAMPs que
pueden llegar al espacio extracelular como consecuencia de muerte celular o durante
la formacion de trampas extracelulares de neutrdéfilos, tienen un efecto citotéxico sobre

las CFCE ya que inducen principalmente la piroptosis ¥

. Una de las principales
citoquinas proinflamatorias del microambiente isquémico es el TNFa, el cual es un
conocido agente proapoptético de las CFCE '®. Con estos antecedentes, decidimos
estudiar si el preacondicinamiento acido era capaz de proteger a las CFCE de estos
tres estimulos presentes en el microambiente isquémico e inflamatorio, los cuales
inducen tres tipos diferentes de muerte celular. Interesantemente, la muerte mediada
por los cristales de MSU, las histonas y el TNFa fue significativamente reducida en las
CFCE expuestas a pH acido comparada con las células a pH 7.4 (Figura 20A).

Resultados similares fueron observados luego de la tincion con Anexina V e ioduro de

propidio (Figura 20B).

Aunqgue ha sido reportado que en pacientes diabéticos que la presencia de
factores de riesgo cardiovasculares es perjudicial para la neoangiogénesis y la
reparacion tisular, el efecto en la sobrevida de las CFCE en condiciones de alta

glucosa es controversial 1%°. Nuestros resultados muestran que aunque la alta glucosa
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sola no induce la muerte celular de estos progenitores, ésta potencia
significativamente el efecto proapoptético del TNFa. Este efecto fue observado en las
tanto en las CFCE a pH 7.4 como a pH 66, aunque en las células preacondicionadas

el efecto nocivo fue menor (Figura 20C).
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Figura 20. El preacondicionamiento acido protege a las CFCE de los efectos nocivos del
microambiente inflamatorio. Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 7.4 0 6.6
durante 6 horas y luego el medio fue reemplazado por EGM2 ajustado a pH 7.4. Luego las
CFCE fueron incubadas con cristales de MSU, TNFa e histonas extracelulares y la muerte fue
determinada luego de 24 horas por analisis de la morfologia nuclear por microscopia de
fluorescencia (A) y por doble marcacién de Anexina V e ioduro de propidio (B) y citometria de
flujo (n=6). C) Las CFCE fueron incubadas con TNFa a las concentraciones indicadas en
presencia o ausencia de glucosa y la apoptosis fue medida por andlisis de la morfologia
nuclear por microscopia de fluorescencia luego de 24 horas (n=6). *p<0.05 vs pH 7.4. #p<0.05
vs el mismo tratamiento a pH 7.4.
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Ademds de este efecto citoprotector, el preacondicionamiento acido incrementé
las respuestas angiogénicas de las CFCE que fueron expuestas a concentraciones no
citotoxicas de TNFa en presencia y ausencia de alta glucosa. Tanto la proliferacion
como la tubulogénesis y la migracion fueron significativamente inhibidas por el TNFa y,
mas aun, en condiciones de alta glucosa. Sin embargo, el efecto inhibitorio observado
en cada una de estas respuestas angiogénicas fue significativamente revertido por el

preacondicionamiento acido (Figura 21).

Estos resultados demuestran que el preacondicionamiento 4cido no sélo
ejerce un efecto citoprotector sobre las CFCE sino también mejora sus

propiedades angiogénicas en condiciones proinflamatorias y de alta glucosa.
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Figura 21. El preacondicionamiento acido incremento las respuestas angiogénicas de las
CFCE en presencia de TNFa y condiciones de alta glucosa. Las CFCE fueron incubadas en
EGM2 ajustado a pH 7.4 o 6.6 durante 6 horas y luego el medio fue reemplazado por EGM2
ajustado a pH 7.4. A continuacién, las células fueron incubadas con TNFa, glucosa o la mezcla
de ambos. A) El recuento celular fue determinado utilizando una camara de Neubauer luego de
48 horas (n=4). B) Las células fueron sembradas sobre Geltrex y la formacion de tubulos fue
medido luego 18 horas (n=6). C) La reparacion de heridas fue determinada a las 6 horas
después del dafio a la monocapa confluente (n=5). D) La quimiotaxis inducida por SDF1 (20
ng/ml) fue determinada sembrando las células en transwells y el numero de células migradas
fue analizado luego de 6 horas (n=4). *p<0.05 vs pH 7.4. #p<0.05 vs el mismo tratamiento a pH
7.4. &p<0.05 vs TNFa a pH 7.4.
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El presente trabajo de tesis muestra que la exposicién de las CFCE a un medio
acido tiene un doble efecto sobre la funcidn de estas células. Mientras que la
incubaciéon de CFCE en condiciones de pH bajo inicialmente induce una reduccién en
la proliferacion, quimiotaxis, reparacion de heridas y formacién de pseudotubulos, una
exposicion limitada de las CFCE a un medio 4cido, seguida por la restauracién de los
valores de pH a 7.4 (procedimiento conocido como preacondicionamiento acido),
resulta en una expansion ex vivo mas eficiente y en una mayor actividad angiogénica
incluyendo la proliferacién, la respuesta quimiotactica al SDF1, la adhesion, la
tubulogénesis y su potencial regenerativo in vivo, tal como se demostré en un modelo
murino de isquemia de miembro inferior. Ademas, el preacondicionamiento acido
protege de la muerte y aumenta las respuestas angiogénicas de las CFCE en
condiciones inflamatorias y de alta glucosa.

Nuestros hallazgos indican que varias respuestas angiogénicas disminuyeron
durante las primeras horas de incubacién a pH bajo, incluyendo la migracion inducida
por EGM2, la reparacién de heridas, la formacién de pseudottbulos y la proliferacion,
gue fue evidenciada por una reduccién en la actividad de la fosfatasa acida y un
arresto del ciclo celular. Un efecto citostéatico similar ha sido reportado por D'Arcangelo
D. et al en células endoteliales de aorta bovina. Las mismas fueron expuestas a pH 7,0
durante 20 minutos y mostraron una severa disminucion de sus funciones
angiogénicas ''°. Estos resultados también coinciden con nuestras observaciones en
células endoteliales maduras de micro y macrovasculatura, en las cuales la exposicién
al medio acido redujo de manera significativa e irreversible su capacidad proliferativa y
de reparacion de heridas. Por el contrario, el deterioro funcional de los CFCE
observado inicialmente durante la incubaciéon en medio acido fue totalmente reversible,
ya que una vez que el pH del medio se equilibré y se aproximé a valores normales, no
s6lo la proliferacion sino también otras respuestas angiogénicas de las CFCE

aumentaron significativamente.
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El preacondicionamiento celular es un mecanismo de proteccion endogena
donde los tejidos pueden detectar y adaptarse al entorno cambiando su fenotipo y la
funcién celular. Esto se logra a través de la exposicion de las células a un estrés
particular, tal como la hipoxia, anoxia, acidosis, cambios de temperatura, citoquinas y
tratamientos farmacologicos, antes de la inyeccion de las mismas en el tejido dafiado
11 Se ha adoptado como una estrategia para mejorar el potencial terapéutico de todo
tipo de células progenitoras, incluyendo las CFCE '*?. Ha sido demostrado que la

exposicion a la acidosis durante breves episodios es capaz de limitar la lesiéon por

1 114

isquemia y reperfusion en corazén ** y en pulmén in vivo, y ejerce efectos

15118 y neuronas ** in vitro, sin embargo el

antiapoptéticos en las células endoteliales
efecto del preacondicionamiento acido en células madre y progenitores son pocos y
controversiales. De acuerdo con nuestros resultados, Cencioni C. et al demostraron en
progenitores hematopoyéticos murinos (células cKit+) que aunque la exposicion larga
(3-5 dias) a un medio extracelular &cido indujo apoptosis de los mismos, un periodo
mas corto de acidosis (24 horas) aument6 la quimiotaxis, la migracién transendotelial,
la diferenciacion hacia el linaje endotelial in vitro y la recuperacién del flujo sanguineo

en un modelo murino de isquemia de extremidades posteriores '8

. En contraste,
nosotros demostramos anteriormente que la exposicion de progenitores
hematopoyéticos humanos (células CD34") a la acidosis durante un periodo tan breve
como 30 segundos fue suficiente para desencadenar la apoptosis de estas células, y
la restauracion del pH al valor fisiologico de 7.4 no evit6 el efecto citotoxico ni tuvo
efectos beneficiosos sobre sus funciones . Estos resultados son opuestos no solo a
lo observado por Cencioni C. et al en progenitores murinos sino también con nuestros
datos actuales que muestran que la acidosis no induce apoptosis de las CFCE y
ademas mejora sus propiedades proangiogénicCDs. Aunque las CFCE son una
subpoblacién de células CD34", el mayor grado de diferenciaciéon hacia el linaje

endotelial probablemente les confiere una mayor resistencia a los efectos citotoxicos

de la acidosis.
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En el presente trabajo observamos que el preacondicionamiento acido no fue
capaz de modular la migracion de CFCE en respuesta a EGM2 o VEGF, asi como
tampoco alteré los niveles de expresion del receptor 2 de VEGF (KDR). Estos

resultados son consistentes con los publicados por Goerges AL. et al **°

que muestra
que la expresion en la superficie de los receptores de VEGF 1 y 2 en células
endoteliales de la aorta bovina no son modificados por modificaciones del pH
extracelular. Por otra parte, hemos demostrado que el preacondicionamiento &acido
favorece la migracion de estos progenitores en respuesta a la quimioguina SDF1,
efecto que estuvo asociado a una mayor expresion de su receptor, el CXCR4, en la
superficie celular. En ese sentido, ha sido reportado que la exposicién de células
progenitoras hematopoyéticas murinas (cKit+) derivadas de la médula 6sea a un
medio extracelular &cido incrementa su actividad angiogénica y su potencial
terapéutico a través de un aumento en la expresién de SDF1 y CXCR4 8. Aunque el
papel preponderante de SDF1/CXCR4 en el preacondicionamiento hipoxico de células
madre y progenitores ha sido reportado en varios trabajos ', en el presente estudio
demostramos por primera vez que esta via de sefalizacion esta implicada en el efecto
proangiogénico del preacondicionamiento acido sobre los “verdaderos” progenitores
endoteliales humanos.

El reclutamiento de las CFCE a los sitios de neoangiogénesis involucra la
migraciéon y la adhesién al endotelio activado como asi también la interaccion con los
componentes de la matriz extracelular, los cuales son etapas claves para un
engraftment  exitoso. Nuestros resultados demuestran que las CFCE
preacondicionadas mejoran la adhesién a fibronectina, colageno tipo | y HUVEC
activadas con TNFa tanto en un modelo estatico como en un modelo dinamico, con
una fuerza de cizallamiento fisiolégico. M&s aun, mayores niveles de activacion de
FAK fueron encontrados en las CFCE cultivadas a pH 6.6, reforzando la idea que la
adhesion focal se encuentra aumentada en la acidosis. FAK es una proteina

fosforilada dependiente de integrinas que se localiza en sitios de adhesién focal que,
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mas alla de su clasico rol en la adhesion y en la migracién, también regula varios
procesos biolégicos incluyendo motilidad, diferenciacion, angiogénesis y sobrevida a
través de la cascada FAK/Src/Paxilina *?°. Nuestros hallazgos sobre la adhesion de las
CFCE y la activacion de FAK después de la exposicion a un medio &cido junto con el
aumento en la proliferacién, la migraciéon y la formacion de pseudotibulos sugieren
gue las integrinas endoteliales podrian estar involucradas en el efecto proangiogénico
del preacondicionamiento acido.

Si bien se ha descrito ampliamente que el preacondicionamiento 4cido protege

eficazmente a 6rganos y células contra los efectos nocivos de la isquemia **1°, |

0S
mecanismos moleculares implicados en este efecto protector no se conocen con
exactitud. Nuestros resultados mostraron que el preacondicionamiento acido aumenté
la fosforilacion de ERK1/2 y AKT en las CFCE y que ambas vias fueron responsables
de su mayor actividad proliferativa, ya que la inhibicibn farmacologica de estas
moléculas dio lugar a una completa supresion del efecto mitogénico observado a pH
bajos. Curiosamente, la activacion de ambas vias de sefializacion a causa de la
acidosis ha sido descrita previamente en células endoteliales coronarias, aunque la

15116 Mas aun, la

misma estuvo ligada al efecto antiapoptético de la acidosis
activacion de ERK1/2 y PISK/AKT por ligandos inductores de la proliferacion celular ha
sido ampliamente reportada en varios tipos celulares incluyendo diversas poblaciones

de progenitores endoteliales °*#1%2

Por otra parte, hemos observado que la
activacion de p38 por EGM2 fue completamente bloqueada a pH 6.6; sin embargo, el
tratamiento previo de las CFCE con el inhibidor de p38 (SB203580) no tuvo efecto
sobre la proliferacién. En este sentido, aunque el papel de p38 en la proliferacion de
progenitores endoteliales es todavia controvertido, la mayor parte de los estudios que
utilizaron el SB203580, tanto in vitro como in vivo, han descrito un efecto negativo de
este compuesto no sélo en el crecimiento y la sobrevida celular sino también en la

123-126

tubulogénesis . Interesantemente, también demostramos que el bloqueo de p38

aumento la tubulogénesis in vitro a pH 7.4, lo que sugiere que la via de p38 es un
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regulador negativo de la formacion de tabulos en las CFCE y el hecho de que esta
quinasa se encuentra completamente inhibida en progenitores preacondicionados
explicaria, al menos en parte, la regulacion positiva del preacondicionamiento acido
sobre la tubulogénesis.

La relevancia de nuestros hallazgos in vitro fue confirmada por los ensayos in
vivo. Mientras que la infusion de CFCE favorece significativamente la reperfusion
sanguinea en un modelo experimental de isquemia de miembro inferior, el
preacondicionamiento acido de estas células beneficia ain mas la revascularizacién
tisular. En este contexto, nuestros datos mostraron que la tasa de perfusion sanguinea
en el tejido isquémico luego de la administracion de CFCE por via sistémica
(intravenosa) fue similar a la observada luego de la administracion local
(intramuscular), sugiriendo asi que las CFCE preacondicionadas poseen una mayor
actividad proangiogénica que contribuye directamente con la formacion de nuevos
vasos, independientemente de su capacidad de migrar hacia el sitio isquémico. El
analisis histol6gico del muasculo gastrocnemio indic6 que el nimero de vasos
sanguineos (densidad vascular) fue mayor en los animales que recibieron CFCE
preacondicionadas. Ademas de este efecto proangiogénico, estos progenitores
ejercieron un efecto antiinflamatorio local, reflejado en el bajo nimero de nucleos
centralizados e hipertroficos y escaso infiltrado de leucocitos. Dicho efecto fue aun
mas marcado Yy significativo cuando las CFCE fueron preacondicionadas. A pesar de
estos datos, nuestras investigaciones in vivo no fueron suficientes para elucidar la
participacion exacta de las CFCE en la revascularizacion del musculo isquémico, ya
qgue no resulta claro si contribuyen de manera estructural o a través de un efecto
parécrino. Las CFCE pueden contribuir a la formacién de nuevos vasos in vivo a través
de tres mecanismos '*’. 1) forman nuevos vasos por si mismas, 2) se insertan en la
vasculatura del ratén, o 3) ejercen un efecto paracrino. Dado que se ha demostrado
previamente en el mismo modelo de isquemia que estas células progenitoras se

intercalan en los nuevos vasos murinos %, es concebible que las CFCE
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preacondicionadas desarrollen un comportamiento similar 'y contribuyan
estructuralmente a este proceso. Con respecto al efecto antiinflamatorio de las CFCE,
especulamos que el mismo puede estar relacionado a una accién paracrina de estos
progenitores quienes, una vez en el lugar, podrian aumentar los niveles locales de
citoquinas antiinflamatorias. En este sentido, fue demostrado previamente que los
progenitores endoteliales mejoran las funciones neurolégicas en ratas con hemorragia
cerebral, reduciendo los niveles locales de citoquinas proinflamatorias como el IFN-y,
IL6, y TNFa, y aumentando citoquinas antiinflamatorias como TGF-B1 y IL10 **°. Mas
aun, Moubarik et al. sugirieron que los progenitores endoteliales podrian ser clave en
la atenuacion de la injuria neurologica luego de una oclusién de la arteria cerebral
media, regulando positivamente citoquinas de proteccién neuronal como IGF-1, y
regulando negativamente al proBDNF, el cual es un factor proinflamatorio **°.

A pesar del potencial terapéutico de las CFCE, una de las principales
limitaciones para el uso de estas células como terapia es la baja frecuencia de estos
progenitores en sangre periférica y médula Osea, dificultando enormemente el
trasplante de células aut6logas. Mas aln, el nimero y la funcionalidad de los mismos
se encuentra severamente reducido en sangre periférica de pacientes con diversas

enfermedades cardiovasculares >'%

, quienes representan las poblaciones de eleccién
para la terapia celular con fines regenerativos. Por estos motivos, se ha impulsado el
desarrollo de nuevas estrategias que permitan optimizar los resultados terapéuticos,
incluyendo la expansién ex vivo y la diferenciacion de estas células. En este sentido,
nuestros datos mostraron que la acidosis regula positivamente la funcionalidad de
CFCE derivadas no solo de sangre del corddn sino también de sangre periférica,
sefialando al preacondicionamiento &cido como un procedimiento Util para mejorar el
namero Yy la actividad angiogénica de las CFCE adultos, que pueden ser utilizadas en
trasplantes aut6logos.

Una limitacion adicional es la baja viabilidad de las células trasplantadas en el

sitio de injuria, probablemente debido a los altos niveles de sefiales dafinas presentes
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en el microambiente inflamatorio e isquémico, conocidas como DAMP, como asi
también la presencia de citoquinas proinflamatorias y factores de riesgo
cardiovascular. Mas aun, no solo las CFCE trasplantadas también los progenitores
endogenos o in situ pueden ser afectados negativamente por estas condiciones de
estrés. Uno de los DAMP mas abundantes en tejidos isquémicos es el MSU. La
isquemia promueve la conversiébn de las xantina deshidrogenasa a oxidasa, que
produce, ademas de radicales libres, una gran cantidad de &cido Urico intracelular, el
cual es liberado al espacio extracelular luego de la muerte celular, formando cristales
de MSU (8 9). Estos cristales inducen necrosis de las CFCE, un efecto que también ha
sido reportado en otros tipos celulares ™. Por otro lado, previamente demostramos
que las histonas extracelulares, otro DAMP liberado de células necréticas y durante la
formacion de trampas extracelulares de neutrofilos, inducen principalmente la
piroptosis de las CFCE %, mientras que el TNFa es una citoquina proapotética

conocida *°.

Interesantemente, encontramos que el preacondicionamiento acido
protege con gran eficacia a las CFCE de los efectos nocivos de los cristales de MSU,
TNFa e histonas extracelulares, estimulos que inducen diferentes tipos de muerte
celular como la necrosis, apoptosis y piroptosis, respectivamente.

Los efectos citotoxicos de los componentes del microambiente inflamatorio
isquémico se vuelven aun peores en presencia de factores de riesgo cardiovascular
como hipertension, obesidad, alta glucosa o colesterol. En diabetes, la isquemia es
una complicacion frecuente y la regeneracion tisular en estos pacientes es deficiente
con respecto a los normales debido a las caracteristicas y factores de riesgo
asociados a la enfermedad, por lo que estos pacientes son una poblacion de eleccién
para la aplicacion de la terapia celular con fines regenerativos. A pesar de ello, los
efectos de la alta glucosa en la sobrevida y funcionalidad de las CFCE han sido
escasamente estudiados y son aun hoy controversiales. Mientras algunos estudios

125,132

describen un efecto citotéxico directo de la alta glucosa , otros estan de acuerdo

con nuestros hallazgos que muestran que la alta glucosa sola no es capaz de inducir
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apoptosis, aunque efectivamente ejerce un efecto inhibitorio en la actividad
angiogénica de las CFCE '*%, También observamos que la apoptosis inducida por el
TNFa se encuentra potenciada en condiciones de alta glucosa, efecto que fue
significativamente prevenido por el preacondicionamiento acido.

La citoquina proinflamatoria TNFa se encuentra aumentada en el plasma y en
los tejidos de pacientes con enfermedades cardiovasculares e inflamatorias y es
considerado un factor de riesgo por desarrollar en estas condiciones clinicas '*.
Varios trabajos que estudiaron los efectos de esta molécula en los progenitores
endoteliales concuerdan en que altas concentraciones de TNFa (>20 ng/ml) inducen
apoptosis y bajas concentraciones de esta citoquina (~10 ng/mL) reducen las
respuestas angiogénicas como la proliferacion y la formacion de pseudotibulos . De
acuerdo con estas observaciones, encontramos que el TNFa tiene un significativo
efecto proapotético a una concentracion de 50 ng/ml y, a niveles no citotéxicos (10
ng/ml), inhiben la proliferacion, la migracion y la tubulogénesis.

Con respecto a los mecanismos involucrados en los efectos antiangiogénicos
del TNFa y la alta glucosa, ha sido demostrado previamente que el TNFa reduce la
actividad angiogénica de las CFCE a través de la fosforilacion y activacion de la via de
sefializacion de p38 y, al mismo tiempo, una supresién de la via de AKT/PI3K 23134,
Similarmente, la via de p38 es activada en condiciones de alta glucosa y resulta clave
en la inhibicién de la proliferaciéon y la diferenciacion de las CFCE en estas condiciones
123125 Dado que en el presente trabajo también demostramos que el
preacondicionamiento &cido aumenta la formacién de psuedotibulos mediante la
inhibicion de p38 y aumenta la proliferacion por activacion de AKT/PI3K, es posible
pensar que estas vias de sefializacién son responsables, al menos en parte, de la
proteccion que les confiere el preacondicionamiento &cido a las CFCE contra el efecto
antiangiogénico inducido por el TNFa y/o la alta glucosa.

En conclusion, nuestros resultados muestran que una exposicion limitada de

las CFCE a un medio extracelular &cido incrementa la actividad angiogénica de estas
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células a través de la activacion de ERK1/2, AKT y FAK y de la inhibicién de p38.
Ademas de explicar un posible mecanismo fisiopatolégico de compensacion que se
produce bajo condiciones inflamatorias, nuestros hallazgos podrian ofrecer una nueva
estrategia para la medicina regenerativa. En este contexto, la terapia celular es una
herramienta prometedora para el tratamiento de enfermedades isquémicas, sin
embargo, todavia hay mucho trabajo por hacer para superar las limitaciones asociadas
a este procedimiento. Hoy en dia sabemos que el namero y la funcion de los
progenitores endoteliales se encuentran reducidos en pacientes con enfermedades
cardiovasculares y por el entorno hostil que rodea a los tejidos isquémicos. Mdltiples
estrategias (ej. diversos protocolos de preacondicionamiento, modificaciones
genéticas, la administracion de drogas) se centran actualmente en aumentar el
namero de progenitores, la sobrevida y sus propiedades angiogénicas. En el presente
trabajo revelamos que el preacondicionamiento acido representa una estrategia
simple, de bajo costo y aplicable clinicamente para optimizar la expansion ex vivo de
CFCE, las cuales resultan mas resistentes a condiciones adversas tipicamente
presentes en pacientes con enfermedades cardiovasculares como la inflamacién y la
alta glucosa, y con un mayor potencial terapéutico. Asimismo, nuestros hallazgos
sefalan el posible uso de drogas farmacoldgicas dirigidas a bloquear la quinasa p38

como candidatos potenciales para mejorar la neovascularizacion.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados demuestran que el preacondicionamiento acido ejerce un

efecto proangiogénico sobre las CFCE, ya que promueve:

1) la proliferacion, mediante la activacion de las vias de ERK1/2 y AKT,

2) la formacion de tabulos, a través de la inhibicion de la activacion de p38,

3) la quimiotaxis inducida por SDF1, junto con el aumento de la expresion de su
receptor CXCR4,

4) la adhesién a células endoteliales activadas y a componentes de la matriz
extracelular, asi como también la fosforilacion de la quinasa de adhesion focal FAK, y
5) la regeneracion tisular en un modelo murino de isquemia de miembro inferior,
reduciendo la inflamacion y aumentando la densidad vascular post isquemia en el
musculo gastrocnemio.

También demostramos que el preacondicionamiento 4cido es una estrategia
efectiva en condiciones de estrés e inflamacion, ya que protege a los progenitores
endoteliales de:

1) la accién citotéxica de DAMPs como el MSU vy las histonas extracelulares y de la
citoquina proinflamatoria TNFa, principales componentes del microambiente
isquémico.

2) el efecto antiangiogénico del TNFa en condiciones normales y de alta glucosa.

De esta manera, en el presente trabajo revelamos que el preacondicionamiento
acido representa una estrategia simple, de bajo costo y aplicable clinicamente para
optimizar la expansion ex vivo de CFCE con un mayor potencial terapéutico para ser

utilizados con fines regenerativos.
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