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RESUMEN

El uso de vesiculas extracelulares (VE) tiene un alto potencial en medicina
regenerativa. Aunque principalmente se han estudiado las derivadas de
células estromales mesenquimales (MSC), las VE circulantes de sangre de
cordéon umbilical (veCU) o de adultos jovenes sanos (veAD), también
contienen factores que pueden favorecer la regeneracién tisular. Este
estudio evalla el efecto de veCU y veAD sobre la diferenciacién de MSC a
osteoblastos y adipocitos, y la angiogénesis de células endoteliales. Las VE
fueron aisladas por cromatografia de exclusiéon de tamafo, caracterizadas y
cuantificadas. Cultivos de MSC fueron tratados con veCU y veAD durante la
diferenciacion a osteoblastos o adipocitos. En ellas se estudid la expresion de
genes osteoblasticos o adipogénicos, la mineralizacién y la formacién de
vesiculas de grasa. Células endoteliales de vena de cordén umbilical



(HUVEC) fueron evaluadas en ensayos de angiogénesis. VeCU y veAD no
afectaron a la viabilidad de las MSC, pero veAD aumenté la de HUVEC. En
osteoblastos, aumenté la expresidon de coldgeno alfa-1 tipo | (COL1Al) con
veAD, pero la mineralizacién no se afecté. En adipocitos se inhibié Ia
expresion de adipo-triglicérido-lipasa (ATGL) y la proteina 4 de unién a acido
graso (FABP4), y disminuyé la formacién de vesiculas de grasa con ambos
tipos de VE. En HUVEC, veCU y veAD indujeron la angiogénesis. Los
resultados sugieren que ambos tipos de VE, procedentes de fuentes
abundantes, sin aspectos éticos importantes y faciles de aislar, tienen un
alto potencial en medicina regenerativa aplicada al hueso, inhibiendo la

adiposidad de la médula ésea y favoreciendo la angiogénesis.

Palabras clave: Células estromales mesenquimales. Adipocitos.
Osteoblastos. Vesiculas extracelulares circulantes. Exosomas.

Angiogénesis.

ABSTRACT

The use of extracellular vesicles (EVs) has a high potential in
regenerative medicine. Although mainly those derived from
mesenchymal stromal cells (MSC) have been studied, circulating EVs
from umbilical cord blood (evCU) or from healthy young adults (evAD)
also contain factors that can favor tissue regeneration. This study
evaluates the effect of evCU and evAD on MSC differentiation to
osteoblasts and adipocytes, and endothelial cell angiogenesis. MSC
cultures were treated with veCU and veAD during differentiation into
osteoblasts or adipocytes. The expression of osteoblastic or
adipogenic genes was studied Mineralization and Lipid droplet
formation were quantified. Umbilical cord vein endothelial cells
(HUVEC) were evaluated in angiogenesis assays. EvCU and evAD did
not affect MSC viability, but evAD increased HUVEC viability. In

osteoblasts, collagen type | alpha 1 (COL1lAl) expression was



increased by evAD, but mineralization was not affected. In
adipocytes, adipose triglyceride lipase (ATGL) and fatty acid-binding
protein 4 (FABP4) expression was inhibited, and Lipid droplet
formation was decreased with both types of EV. In HUVEC, evCU and
evAD induced angiogenesis. The results suggest that both types of
EVs, from abundant sources, without major ethical issues and easy to
isolate, have high potential in regenerative medicine applied to bone,

inhibiting bone marrow adiposity and favoring angiogenesis.

Keywords: Mesenchymal stromal cells. Adipocytes. Osteoblasts.

Circulating extracellular vesicles. Exosomes. Angiogenesis.

INTRODUCCION

El sistema éseo depende de un equilibrio entre la formacién y la
reabsorcién ésea. Cuando este equilibrio se ve interrumpido por un
traumatismo en forma de fractura ésea, este tejido tiene la capacidad
de autorrenovacion (1). En este proceso de cicatrizacién, intervienen
distintos tipos celulares, matrices extracelulares y moléculas de
sefalizacién (2), a lo largo de las tres principales fases que tienen
lugar: fase de inflamacién, fase reparativa y fase de remodelado. En
la fase reparativa, las células osteoprogenitoras y las células
mesenquimales indiferenciadas son inducidas a diferenciarse a
osteoblastos, en lugar de a otros tipos celulares, como los adipocitos
(3). Ademas, en el proceso regenerativo es fundamental la formacion
de nuevos vasos sanguineos que aporten el oxigeno y nutrientes
necesarios para la formacién ésea (2). Sin embargo, en algunos
casos, pueden producirse retrasos en la cicatrizacién, fracturas no
consolidadas o enfermedades Oseas (osteoporosis, osteonecrosis o
cancer). Las cuales, presentan una morbilidad significativa y merman
sustancialmente la actividad y calidad de vida de los pacientes que
las sufren. Por ello, es necesario nuevas estrategias terapéuticas que

puedan reducir la inmovilizacién prolongada o las intervenciones



quirdrgicas repetidas. Estas podrian ademdas suponer un coste
significativo para los sistemas sanitarios y la sociedad (4).

Recientes avances en la ingenieria de tejidos han propuesto la
combinacion de diferentes tipos celulares con biomateriales
sintéticos, como alternativa a los injertos éseos. Concretamente, las
células madre estromales mesenquimales (MSC) derivadas de médula
0sea, han sido propuestas para tratar diversas patologias, debido a su
capacidad de diferenciacién, regenerativa e inmunomoduladora (5).
Sin embargo, aunque pueden obtenerse de terceros donantes, la
posibilidad de la persistencia de las MSC implantadas en los pacientes
receptores o la formacién de tejidos ectdopicos han frenado su
aplicacién para la curacién de lesiones 6seas (6). Ademas, entre otras
limitaciones para su aplicacion se encuentran la dificultad para
mantener una potencia y viabilidad éptima durante la expansion
celular, y la forma de administracién al paciente (7). Estudios
recientes han revelado que el potencial de las MSC en la regeneracion
tisular esta ligado a su actividad paracrina, la cual, depende en parte,
de las vesiculas extracelulares (VE) derivadas del secretoma. Asi, se
ha propuesto el uso de estas VE en medicina regenerativa como una
estrategia terapéutica libre de células (8).

Las VE tienen una funcién de comunicacién intercelular y contienen
gran variedad de moléculas bioldgicamente activas, como proteinas,
lipidos y distintos tipos de acidos nucleicos que pueden ser relevantes
en la respuesta inflamatoria y en la regeneracion tisular a través de
sefales que se transmiten a células receptoras (9). En funcién de su
tamafio, las VE pueden ser clasificadas como microvesiculas,
exosomas Yy cuerpos apoptdticos. Concretamente, los exosomas,
oscilan entre 40 y 100 nm, tienen un origen endosomal y son
liberados por exocitosis de cuerpos multivesiculares a través de
membranas plasmaticas (7). Asi, pueden ser administrados por via
intravenosa y circular a través de fluidos corporales, como la sangre,
la orina o la saliva (10). Estos exosomas parecen transmitir los

efectos terapéuticos de la célula de origen, a la vez que solventan las



limitaciones propias del uso de células en medicina regenerativa
(7,9). Pueden ser aislados de multiples fluidos corporales como
semen, sangre, orina, saliva, leche materna, liquido amniético,
ascitico o cefalorraquideo y bilis (11). El contenido de estas VE
circulantes depende del estado del organismo, por lo que son una
fuente de biomoarcadores y de factores que pueden ser utilizados
incluso para aplicaciones terapéuticas, como alternativa a la VE
derivadas de MSC. Efectivamente, la utilizacién de VE de MSC supone
la manipulacién de cultivos celulares in vitro, lo cual puede provocar
pérdida de propiedades de las MSC e inestabilidad genética al
efectuarse fuera de su nicho natural (12). Esto puede ser evitado en
parte mediante lineas estables e inmortalizadas de MSC obtenidas
por manipulacidon genética, induciendo por ejemplo la expresion de la
telomerasa  transcriptasa inversa humana  (hTERT). Este
procedimiento ha producido MSC con una alta capacidad de
proliferaciébn y  expansiéon, manteniendo sus propiedades
inmunomoduladoras, de diferenciacion y regenerativas (13,14).
Aunque diversos estudios en animales han mostrado que con el
tiempo MSC inmortalizadas no se transforman en células tumorales y
por lo tanto concluyen que pueden ser consideradas como seguras
para su posible uso clinico, estos estudios tienen ciertas limitaciones.
Entre ellas se encuentran la falta de ensayos clinicos y el
desconocimiento aun sobre si las MSC inmortalizadas pueden
acumular mutaciones no deseadas tras largos periodos de expansion.
Por ello, se ha sugerido que el uso de estas células, tanto en terapia
celular como en terapia libre de células basada en el uso de VE, debe
estar sujeto a controles estrictos durante su cultivo (15). Esto
aumenta la complejidad del procedimiento debido a la necesidad de
mantener las lineas de MSC estables y el disefio de biorreactores para
la produccion a gran escala de VE. Por ello es interesantes estudiar
otras fuentes alternativas de VE con capacidad regenerativa, entre las
gue se encuentran las VE circulantes en sangre, las cuales pueden ser

obtenidas sin necesidad de expandir y mantener células en cultivo



(16). Ademas, la cantidad de VE obtenidas en plasma, puede ser
entre 10 y mas de 100 veces superior a la obtenida a partir de
cultivos celulares (17). Una posible fuente es la sangre de corddn
umbilical. La cual tiene una composicion similar a la de la médula
0sea en adultos, pero a diferencia de esta, también contiene una
serie de células inmunosupresoras, que le permite reducir los niveles
de citoquinas inflamatorias (18). En humanos se ha observado que las
VE derivadas de sangre de cordén umbilical (veCU), en relacién con
las de sangre periférica de adultos (veAD), poseen una mayor
expresién de miRNA involucrados en el embarazo, la supresién de la
leucemia, la inhibicion de la inflamacién, la movilidad celular y el
desarrollo del sistema nervioso, ademas de factores relacionados con
el desarrollo embrionario (19,20), lo que sugiere un alto potencial
regenerativo. En cuanto a las veAD, diversos estudios han mostrado
su potencial terapéutico para el tratamiento de procesos isquémicos y
cicatrizaciéon de heridas (21). Asi, el objetivo del presente estudio ha
sido evaluar los potenciales efectos veCU y veAD sobre Ila
angiogénesis de células endoteliales y la diferenciacion osteoblastica
y adipogénica de MSC.

MATERIAL Y METODOS

Extraccion de vesiculas extracelulares de plasma sanguineo
Tras firma de consentimiento informado, mujeres sanas, sin
patologias crénicas y en edad adulta (entre 26 y 31 afios) fueron
sometidas a una Unica extraccidn de sangre. La sangre de corddn
umbilical fue donada por madres que cumplian los mismos criterios
de inclusién que las adultas sanas, y del mismo modo, firmaron su
consentimiento de participacion.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 3000 rpm 10 minutos para
la obtencién del plasma. Un mililitro de plasma se pasé por columnas
de cromatografias de exclusién de tamano PURE-EVs (HansaBioMed
Life Sciences Ltd.) utilizando disolucién salina tamponada con fosfato

(PBS) como vehiculo. Los 3 mililitros en los que eluyeron las VE se



concentraron mediante ultrafiltracibn con concentradores de
10 MWCO (Vivaspin 6 centrifugal concentrator, Sartorius) hasta un
volumen de 300-350 pl que se almacenaron a -20 °C hasta su uso. La
concentracién y tamafo de los exosomas obtenidos de cada muestra
se determinaron con un analizador de seguimiento de nanoparticulas
(Nanosight NS300) basado en la tecnologia “Nanoparticle Tracking
Analysis” (NTA) en el Instituto Universitario de Nanoguimica (IUNAN)

de la Universidad de Cérdoba.

Caracterizacion de las VE mediante Western blot

Las VE se caracterizaron mediante Western blot. Para ello, 10 ug de
cada muestra fueron cargados en un gel de acrilamida 8-16 %
(nUView  Tris-Glycine Precast Gels, NuSeP) en condiciones
desnaturalizantes y separados por electroforesis usando el sistema
“Mini-Protean” (Bio-Rad). Tras ello, las proteinas se transfirieren a una
membrana de difluoruro de polivinilidina (PVDF) (Bio-Rad) mediante
Trans-Blot Tranfer System (Bio-Rad). La membrana fue bloqueada con
una solucién al 5 % de leche desnatada en polvo en tampdén TTBS (20
nM Tril-CL pH 7.6, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween) durante 1h a
temperatura ambiente y se incub6 a 4 °C durante toda la noche, con
los anticuerpos primarios anti-CD81 (25kDa, 1:500; ref.: 10630D),
CD9 (25kDa, 1:1000; ref.: 10626D) y anti-CD63 (30-60 kDa, 1:1000;
ref.: 10628D), todos ellos en 1 % en leche con TTBS. Tras ello, se lavd
con TTBS y se incubd durante 1h con el anticuerpo secundario anti-
mouse (1:4000; ref.: 32430), en 2 % de leche con TTBS. Todos los
anticuerpos utilizados fueron de Invitrogen, ThermoFisher Scientific.
La deteccion se realizé utilizando el sustrato quimioluminiscente
Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) y las imagenes se
adquirieron con el sistema ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad) mediante el

software Image Lab 6.1 del mismo fabricante.

Cultivos celulares de MSC y HUVEC

Las MSC utilizadas se aislaron a partir de células mononucleares



criopreservadas comerciales (Stemcell Technologies, Colonia,
Alemania) segun el protocolo descrito previamente por nuestro grupo
(22). Fueron expandidas en medio esencial minimo alfa (aMEM) de
Biowest (Nuaillé, Francia), que contenia 2 mM de ultraglutamina
(Biowest), 10 % de suero bovino fetal (FBS; Gibco-Thermo Fisher
Scientific), 100 U de penicilina, 0,1 mg de estreptomicina/ml y 1 ng/ml
de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2) de Sigma-Aldrich (Saint
Louis, MO, EE. UU.). Las células endoteliales de vena de corddn
umbilical (HUVEC) de Lonza (Basilea, Suiza) fueron crecidas en medio
basal endotelial (EBM), con suplementos y factores de crecimiento,
conocido como medio de crecimiento endotelial (EGM) de Lonza. Este
contenia 10 % de FBS, hidrocortisona, gentamicina, factor de
crecimiento epidérmico humano (hEGF) y extracto de cerebro bovino.

Tanto los cultivos de MSC como de HUVEC se incubaron a 37 °C con
95 % de humedad y 5 % de CO,. Cuando alcanzaron el 90 % de
confluencia, las células fueron levantadas con tripsina-EDTA (Gibco) y
sembradas en placas de cultivo (Nalgene-Nunc-Thermo Fisher
Scientific) de 12 (P12), 24 (P24) o 96 pocillos (P96) para los diferentes

experimentos.

Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné utilizando el ensayo de bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT; Sigma-Aldrich). Las
MSC y HUVEC se sembraron en P96, a una densidad de 4000 y
8000 células por pocillo, respectivamente, en el medio de cultivo
correspondiente a cada tipo celular, segin lo descrito en el apartado
anterior. Tras 24 horas, el medio se sustituyd por medio con FBS libre
de exosomas, suplementado con distintas concentraciones de veCU o
veAD (10 x 106, 20 x 106, 40 x 106, 80 x 10¢ y
160 x 10° particulas/ml). Después de 72 h, se retiré el medio y se
anadieron 50 pl/pocillo de medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) sin rojo fenol suplementado con 1 mg de MTT/ml (ambos de

Sigma-Aldrich). Después de 2 h de incubacién, el medio fue retirado



y, los cristales de formazan producidos, disueltos en isopropanol. En
la solucién resultante, se midié la absorbancia a 570 nm, utilizando la
absorbancia a 650 nm como referencia, con un espectrofotdmetro de
microplacas PowerWave XS de BioTek Instruments (Winooski, VT, EE.
uu.).

Ensayo de migracion celular

La migracidon se estudié6 mediante el ensayo Scratch en P24. En
cultivos en confluencia, se generd una zona libre de células utilizando
la punta de una pipeta P200, y se adicionaron al medio distintas
concentraciones de veCU o] de veAD (10 x 10¢ y
160 x 10¢ particulas/ml). Los cultivos se mantuvieron hasta 24 h,
obteniendo imdagenes a distintos tiempos a través de un /ncuCyte
Zoom Imain System, Sartorius. Imdgenes a 18 y 15 h de migracion
para MSC y HUVEC, respectivamente, fueron analizadas con el
software Image) V1.53f51 (NIH; Bethesda, MD, USA). Los tiempos
fueron seleccionados debido a que en tiempos posteriores la zona
libre de células habia sido totalmente ocupada por las células, lo que
impedia identificar diferencias entre tratamientos. La migracion se
cuantificé en relacién al porcentaje del area inicial no ocupada por las
células.

Diferenciacion de MSC a osteoblastos y adipocitos

En cultivos de MSC al 60-80 % de confluencia, se indujo Ila
diferenciacion a osteoblastos o adipocitos. La diferenciacién
osteoblastica se mantuvo durante 21 dias en medio suplementado
con 10 nM de dexametasona, 0,2 mM de acido ascérbico y 10 mM de
B-glicerolfosfato (Sigma-Aldrich), en presencia o ausencia de las
distintas concentraciones de VE evaluadas (10 x 10° y 160 x 10°
particulas/ml). Por otro lado, la diferenciacién hacia adipocitos fue
inducida con 500 nM de dexametasona, 0,5 mM de
isobutilmetilxantina y 50 uM de indometacina (todos de Sigma-

Aldrich), manteniéndose durante 14 dias, en presencia o ausencia de



las distintas concentraciones de VE.

Tinciones citoquimicas

La tincién con rojo de alizarina a los 21 dias de la diferenciacion
osteoblastica se utilizé para la visualizacién y cuantificacion de la
mineralizacion de la matriz extracelular. Cultivos en P12 se fijaron con
formaldehido al 3,7 % durante 10 min y posteriormente fueron
tenidos con 40 mM de rojo de alizarina en agua, pH 4,15 (Sigma-
Aldrich) durante 10 min. A continuacidn, los pocillos se lavaron varias
veces con isopropanol al 60 %, se secaron y se visualizaron con
microscopio 6ptico. Las mediciones de depdsitos de rojo de alizarina
se llevaron a cabo después de la elucién con acido acético al 10 %, la
neutralizacién con hidréxido de amonio al 10 % y la cuantificaciéon por
espectrofotometria a 405 nm de absorbancia de la solucién
resultante.

La formacion de vesicula de grasa en los cultivos inducidos a
diferenciarse en adipocitos se evaludé mediante tincion Oi/ Red O. Para
ello, las células se fijaron con formaldehido 3,7 % durante 15 min, se
lavaron con 60 % de isopropanol en agua y se tifieron durante 15-
20 min con una solucién del 0,3 % de Oil Red O (peso/volumen) en
60 % de isopropanol. A continuacion, las células se lavaron dos veces
en agua destilada, se tifleron con hematoxilina y se tomaron
imagenes, al menos nueve por pocillo, con un microscopio 6ptico. La
tincion de las vesiculas de grasa fue cuantificada con el software
Image) (NIH) y los valores fueron normalizados con el niumero de
células por imagen. La acumulaciéon de lipidos en los cultivos se

expresd como: (area teiida con Oil Red O/ n.2 de células).

Aislamiento de ARN y cuantificacion de la expresion génica

Se tomaron muestras para el aislamiento de ARN y el posterior
analisis de genes marcadores de Ila adipogénesis vy
osteoblastogénesis, de cultivos de MSC, a los 10 dias de ser inducidas

a diferenciarse a osteoblastos o adipocitos. EI ARN se aislé siguiendo



las instrucciones del fabricante utilizando el kit NZY total RNA
isolation (NZYTech, Lisboa, Portugal) y cuantificado con un
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). A
continuacién, 900 ng se retrotranscribieron con el kit de sintesis de
ADNCc iScript de Bio-Rad (Hercules,CA, EE. UU.). Pruebas de reaccién
en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) se
llevaron a cabo en un CFX96 Connect (Bio-Rad). Cada reaccién
contenia 1 uL de ADNc, 10 pmol de cada par de cebadores (Tabla 1) y
SensiFAST Sybr No-Rox Mix de Bioline (Londres, Reino Unido). El
programa de amplificaciéon de PCR incluyé un ciclo a 95 °C durante
2 min (desnaturalizacién del ADN y activacion de la ADN polimerasa)
y 44 ciclos de amplificacién: 95 °C durante 5 s (desnaturalizacion del
ADN) y 65 °C durante 30 s (hibridacion y extensién). Los resultados se
analizaron con el software CFX Maestro V 2.3. (Bio-Rad) para la
obtencién de los ciclos umbrales (Ct) Como gen constitutivo se utilizé
el gen codificante de la RNA polimerasa Il subunidad A (POLR2A) vy la
expresion relativa respecto a las muestras control se expresaron
como unidades arbitrarias calculadas a través del método 244,
donde AACt= ACt (muestra) - ACt (muestra control); y ACt
(muestra) = Ct (muestra gen interes) - Ct (muestra gen constitutivo)
y ACt (muestra control) = Ct (muestra control gen interes) - Ct

(muestra control gen constitutivo).

ENSAYO DE ANGIOGENESIS EN HUVEC

Con el objetivo de evaluar el efecto de las veCU y veAD sobre la
angiogénesis en HUVEC, se realizé un ensayo de formacion de
estructuras tubulares en matrigel. Células HUVEC fueron pretratadas
durante 24h con distintas concentraciones de veCU o veAD (10 x 10°
y 160 x 10° particulas/ml) en medio EGM + 10 % FBS sin exosomas.
Para el ensayo de angiogénesis, 10 ul de Matrigel reducido en
factores de crecimiento (Corning, NY, EE. UU.) a 4 °C fue anadido a
microplacas P96 de Greiner Bio-One (Kremsmunster, Austria),

dejandose gelificar a temperatura ambiente. A continuacién, de cada



cultivo de HUVEC pretratado con las distintas VE, se afadieron
15 000 células por pocillo, resuspendidas en 70 ul de EBM + 2 % FBS
sin exosomas, suplementado con el tipo y concentracién de VE
correspondiente. Las células se mantuvieron en condiciones de
cultivo durante 4 ha 37 °Cy 5 % CO,. Tras este periodo de tiempo, se
tomaron imagenes al microscopio éptico que se analizaron con la
extensidn Angiogenesis Analyzer del software Image]. Como control
negativo de angiogénesis, se utilizaron cultivos mantenidos en medio
de cultivo sin suplementar con VE y, como control positivo, el medio
fue suplementado con 30 ng/ml del inductor angiogénico factor de

crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2).

Analisis estadistico

Los datos se muestran como la media mas el error estandar de la
media (media = SEM). En todos los experimentos el numero de
replicados para cada parametro estudiado fue de al menos 3. La
comparacion entre los distintos tratamientos se realiz6 mediante la
prueba ANOVA para detectar cambios significativos, seguida de una
prueba de Tukey para identificar diferencias significativas entre pares
de tratamientos. Se han considerado cambios significativos para p
< 0,05.

RESULTADOS

Caracterizacion de las VE circulantes del plasma sanguineo de
cordon umbilical o de adultos

El analisis del tamafio de las veCU y veAD por Nanoparticle Tracking
Analysis muestra que la mayoria de las VE obtenidas tienen un
diametro comprendido entre 50 y 150 nm (Figs. 1 A y B). La
concentracién de particulas por ml de plasma de cordén umbilical
estuvo comprendida entre 0,7 x 10 y 1,3 x 10, y la de plasma de
sangre de adulto entre 3,2 x 10 y 1.1 x 10*. Por otro lado, la
caracterizacion de la expresion proteica de los marcadores CD81, CD9
y CD63, mediante Western blot indicé que, ambos tipos de VE,



expresan dichos marcadores (Fig. 1C). Estos resultados muestran
cémo tras el procesamiento de las muestras de plasma de sangre de

cordén umbilical o de adulto, se obtuvieron VE circulantes.

Efecto de las veCU y veAD sobre la viabilidad celular de MSC y
HUVEC

Para evaluar el efecto de veCU y veAD, en la viabilidad celular de
cultivos de MSC, las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de VE (10 x 10, 20 x 10% 40 x 10°% 80 x 10° y
160 x 10¢ particulas/ml) durante 48 h. Los resultados mostraron que
la viabilidad no se vio afectada significativamente con ninguna de las
dosis y tipo de VE (Fig. 2A). En base a estos resultados, en cultivos de
HUVEC, se evalud el efecto de la menor y mayor concentracién de VE
utilizadas en el estudio sobre la viabilidad en MSC (10 x 10° y
160 x 10° particulas/ml). En este caso, se observé un aumento
significativo de la viabilidad cuando las células fueron tratadas con la
concentracién mas pequena (10 x 10°) de particulas/ml de veAD (Fig.
2B).

Efecto de las veCU y veAD sobre la migracion de MSC y HUVEC
En el ensayo de migracién celular, la presencia de 10 x 10° o
160 x 10% particulas/ml de ambos tipos de VE (veCU y veAD),
disminuyeron la migracién en cultivos de MSC y de HUVEC, tras 18 h
o 15 h, respectivamente (Fig. 3). La disminucion tendié a ser mayor

en presencia de veAD (Fig. 3).

Efecto de las veCU y veAD sobre la diferenciacion de MSC
Diferenciacion osteogénica

Los resultados de mineralizacién de la matriz extracelular después de
21 dias de diferenciacién osteogénica en las MSC inducidas a
diferenciarse a  osteoblastos en presencia de distintas
concentraciones de veCU y veAD, muestran que ninguna de las

concentraciones utilizadas afecté a dicha mineralizacién (Figs. 4 Ay



B).

A los 10 dias de diferenciacion osteoblastica, también se estudié en
estos cultivos la expresion de genes marcadores osteoblasticos como
el factor de transcripcion 2 relacionado con runt (RUNX2) y osterix
(SP7), codificantes de dos factores de transcripcidon responsables de
la diferenciacién osteogénica, e sialoproteina de unién a integrina
(IBSP) y colageno alfa-1, tipo | (COL1A1l), codificantes de proteinas de
la matriz extracelular. Los resultados mostrados en la figura 4C
indican que, al igual que en la mineralizacién, el tratamiento con los
distintos tipos de VE no produjo cambios significativos en la expresion
de estos genes osteoblasticos. Tan solo, en la expresién de COL1Al
se observd un aumento en los cultivos tratados con la mayor

concentracién de VE (Fig. 4C).

Diferenciaciéon adipogénica

En MSC diferenciados a adipocitos, los resultados del analisis de la
tincién Oil Red O mostré que la presencia de veCU o de veAD en el
medio adipogénico, disminuyd la formacién de vesiculas de grasa
respecto a los cultivos no tratados (Fig. 5B). En cuanto a la expresién
del gen codificante del principal factor de transcripcién responsable
de la diferenciacién adipogénica, el receptor de peroxisoma-
proliferador-activado gamma 2 (PPARG2), no se observaron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos a los 10 dias
de diferenciacién adipogénica. Cambios fueron observados en la
expresion de genes involucrados en el metabolismo grasos, como
adipo-triglicérido-lipasa (ATGL) y la proteina 4 de unién a acido graso
(FABP4). Los niveles de ARNm de ATGL disminuyeron en los cultivos
tratados con 160 x 10° particulas/ml de veCU y la expresién génica
de FABP4 fue inhibida con las dos concentraciones usadas de veAD
(Fig. 5C). La disminucién de la expresién de los genes ATGL y FABP4
pueden ser relacionados con la disminucién de la formacién de
vesiculas de grasa y con distintos mecanismos de accién de las veCU

y veAD sobre los cultivos de MSC diferenciados a adipocitos.



Estudio del efecto de las veCU y veAD sobre la angiogénesis
Los resultados de la cuantificacién de la longitud total de segmentos y
la de estructuras tubulares indican que todos los tratamientos con VE
aumentaron la angiogénesis respecto a la HUVEC no tratadas (Control
-). Este aumento fue mas significativo con los tratamientos con veCU
(Figs. 6 By C).

DISCUSION

La medicina regenerativa aplicada al hueso tiene un gran potencial
para el tratamiento de patologias como la osteoporosis, la artrosis, la
osteonecrosis y las fracturas traumaticas. Aunque la terapia celular
ha sido ampliamente evaluada en la regeneracidn 6sea con
resultados prometedores (23), actualmente se considera que el uso
de VE derivadas de MSC como herramienta terapéutica libre de
células, puede evitar los inconvenientes de Ila produccion e
implantacion de células progenitoras con fines terapéuticos en hueso
(7). Sin embargo, la obtencién de VE derivadas de MSC, incluso de
lineas celulares inmortalizadas, supone el establecimiento vy
mantenimiento de cultivos celulares estables. Lo cual, aumenta la
complejidad de su aislamiento y requiere de instalaciones adecuadas
para su uso clinico. Por lo tanto, es conveniente evaluar la posible
capacidad terapéutica de otras fuentes de VE que cumplan que sean
facil de acceder, abundantes y su obtencién no presente aspectos
éticos importantes.

Asi, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de VE derivadas
de sangre de corddn umbilical y de personas adultas sanas, sobre
procesos relacionados con la regeneracién 6ésea, como la
angiogénesis de células endoteliales y la diferenciacién osteoblastica
y adipogénica de MSC derivadas de médula ésea.

Nuestros resultados han mostrado que ambos tipos de VE no afectan
significativamente a la diferenciaciéon osteogénica, pero disminuyen la

adipogénesis en MSC y aumentan la angiogénesis de HUVEC. Aunque



las veCU parecen favorecer mas la angiogénesis y las veAD pueden
intervenir de manera mas significativa en el metabolismo graso, a
través de su inhibicion sobre FABP4, no hemos detectado otras
diferencias importantes entre ambos tipos de VE. Ello podria ser en
parte debido a que ademas de nutrientes y oxigeno procedentes de la
sangre maternal, la sangre de vena de cordén umbilical, transporte
VE procedentes de la madre (24). Con lo cual, ademas de exosomas
de origen fetal habria exosomas de adulto.

La respuesta a un dano tisular requiere de una serie de eventos
moleculares y celulares que incluyen a la migracién celular entre
otras (25). Segun los resultados obtenidos, la migraciéon de MSC y
HUVEC disminuyd, aunque con las veCU el descenso de la migracién
celular fue menor que con las veAD. Estos resultados sugieren que el
contenido de ambos tipos de VE, favorecié la diferenciacién, pero
disminuyd la migracion celular. Dicho efecto ha sido descrito
previamente por otros autores, que mostraron como durante la
diferenciacion osteogénica y condrogénica de MSC, la migracién
disminuyé conforme progresaba la diferenciacién (26). Ademas,
también otros autores han descrito que VE derivados de plasma de
individuos sanos inhiben la migracion de células endoteliales
microvasculares (27).

La diferenciacién osteogénica de las MSC es un proceso complejo
regulado por varios factores, como el microambiente éseo, el cual
influye notablemente en la osteogénesis (28) y donde participan las
VE, regulando distintos aspectos fisiolégicos de las células madre
(29). En este contexto, nuestros resultados han mostrado que la
expresion génica del gen COL1A1 aumentd en los cultivos tratados
con veAD, lo cual, podria favorecer la mineralizacion (30). Sin
embargo, en la expresiébn de otros genes osteoblasticos, no se
observaron cambios significativos con los tratamientos con veAD o
veCU. Esto se puede relacionar con que ninguna de las VE evaluadas
afecto a la mineralizacion de MSC diferenciadas a osteoblastos. La

induccién de la formacidn 6sea por VE derivadas de MSC se ha



observado en numerosos estudios previos (31). Sin embargo, la
aplicacién de exosomas derivados de plasma de adolescentes sanos
sobre MSC no inducidas a diferenciarse no afecta significativamente a
la diferenciacidn osteogénica, aunque cuando se trataron cultivos
primarios de osteoblastos, si se observdé un aumento de la actividad
de la fosfatasa alcalina (ALPL) (7). No obstante, en ese estudio la
mineralizacion no fue estudiada, por lo que no se puede concluir el
posible efecto de esos exosomas sobre la maduracién final de los
osteoblastos tratados. En otro estudio si han demostrado que el
tratamiento de cultivos de MSC derivadas de médula 6sea con VE de
plasma de sangre de cordén umbilical aumenta la mineralizacion (32).
Las diferencias con los resultados obtenidos en el presente estudio
podrian ser debido a la concentraciéon de exosomas utilizada (no
pueda ser comparada pues esta expresada en pg/ml) y a que las MSC
proceden de ratén y no de humanos.

En relacién con la diferenciacidon adipogénica, el tratamiento con las
VE circulantes evaluadas produjo una disminucion en la formacién de
vesiculas de grasa. Ello fue acompafado por una disminucién de la
expresion del gen ATGL en los cultivos tratados con veCU y del FABP4
en veAD, involucrados en el metabolismo graso y en la formacién de
vesiculas de grasa (33,34). Es interesante sefalar que la expresién
del gen PPARG, no fue afectada con los tratamientos, lo que sugiere
gue las VE utilizadas pueden afectar mas a la maduracion que a la
diferenciacion temprana de los adipocitos.

El hecho de que cada uno de los tipos de VE circulantes evaluadas
haya afectado a la expresion de distintos genes adipogénicos, sugiere
diferencias en su cargo entre las cuales podria estar el contenido en
miRNA. Asi, se ha demostrado que la expresiéon de FABP4 puede
inhibirse por varios miRNA, como miR-369-5p y miR-455 (35) mientras
que ATGL puede inhibirse por el hsa-miR-214-3p (36). Por lo tanto, en
estudios posteriores seria interesante determinar las diferencias de
cargo entre las veCU y veAD para identificar posibles mecanismos de

accién sobre la diferenciacién de las MSC. También hay que destacar,



gue sobre el efecto de las VE circulantes sobre la adipogénesis es
importante conocer la naturaleza y salud de los donantes. Asi,
exosomas circulantes de adolescentes obesos favorecen Ia
diferenciacion adipogénica mas que la osteogénica, en relacién a los
derivados de adolescentes sanos de peso normal (31).

Ha sido descrito que el aumento de la adiposidad de la médula ésea
durante el envejecimiento es producido como consecuencias de
cambios en el microambiente medular, que favorecen Ia
diferenciacion de las MSC a adipocitos en lugar de osteoblastos (37).
Por lo tanto, aunque nuestros resultados no muestran un efecto de las
veCU y de las veAD sobre la osteoblastogénesis, si han mostrado su
capacidad de disminuir la adipogénesis. Por lo tanto, la aplicacién de
estas vesiculas podria prevenir el aumento de la adiposidad de la
médula 6sea y como consecuencia favorecer la formacion ésea a
través de un potencial aumento de osteoprogenitores. Esto esta
apoyado por estudios que han mostrado que la inyeccidon intravenosa
de VE de sangre de cordén umbilical en ratones viejos durante dos
meses, una vez por semana, disminuyen la pérdida de hueso
relacionada con la edad, estimulando la formacién e inhibiendo la
resorcién dsea (32).

La formacién de vasos sanguineos es fundamental en los procesos
regenerativos para proporcionar el aporte de nutrientes, oxigeno y
facilitar la llegada de células progenitoras e inmunitarias. Nuestros
resultados indican que las VE circulantes evaluadas aumentan la
angiogénesis de HUVEC. Resultados de otros autores han mostrado
un efecto angiogénico de veCU en cerdos (38) y en otros modelos
animales. Estudios /n vitro han mostrado que VE derivadas de sangre
de corddén umbilical y de la madre, aumentan la angiogénesis de
células endoteliales microvasculares humanas (HMEC) (39) y de
HUVEC (40). También exosomas derivados de suero de humanos
sanos de entre 20 y 30 afos tienen efecto proangiogénico a través de
la inhibicion de la inflamacién de los macréfagos. Asi, la aplicacion

local de estos exosomas junto con injertos éseos, favorecié la



regeneracion de hueso en un modelo de defectos éseos mandibulares
en ratas, a través de la disminucion de la inflamacién y el aumento de
la angiogénesis (41). Por lo tanto, nuestros resultados estan en linea
con estos estudios y apoyan que tanto la sangre de adultos sanos
como la de cordén umbilical podrian suponer una fuente abundante
de VE con fines terapéuticos. Entre las posibles aplicaciones
terapéuticas se encontrarian los relacionados con la formacién dsea,
debido a sus efectos sobre la diferenciacién de MSC y la induccion de

la angiogénesis.

CONCLUSIONES

En conclusién, ambos tipos de VE no afectaron a la mineralizaciéon en
MSC diferenciadas a osteoblastos, pero disminuyeron la adipogénesis
en MSC y aumentaron la angiogénesis de HUVEC. Asi, estos hallazgos
sugieren que ambos tipos de VE, procedentes de fuentes abundantes,
sin aspectos éticos importantes y faciles de aislar, tienen un alto
potencial en medicina regenerativa aplicada al hueso, inhibiendo la

adiposidad de la médula 6sea y favoreciendo la angiogénesis.
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Tabla I. Cebadores utilizados para QRT-PCR

Secuencia Product
Gen
(5'-->3) o (pb)
Polymerase (RNA;
DNA directed) Il TTTTGGTGACGACTTGAACTGC 125
polypeptide A CCATCTTGTCCACCACCTCTTC
(POLR2A)
Runt-related
o TGGTTAATCTCCGCAGGTCAC
transcription factor 143
ACTGTGCTGAAGAGGCTGTTTG
2 (RUNX2)
_ AGCCAGAAGCTGTGAAACCTC
Osterix (SP7) 163
AGCTGCAAGCTCTCCATAACC
Integrin-binding AGGGCAGTAGTGACTCATCCG 171
sialoprotein (IBSP) CGTCCTCTCCATAGCCCAGTGTTG
Collagen, type |, CGCTGGCCCCAAAGGATCTCCTG 263
alpha 1 (COL1A1l) GGGGTCCGGGAACACCTCGCTC
Peroxisome
proliferator GCGATTCCTTCACTGATACACTG 136
activated receptor GAGTGGGAGTGGTCTTCCATTAC
gamma 2 (PPARG?2)
Patatin Like
Phospholipase CCAACACCAGCATCCAGTTCA 102
Domain Containing ATCCCTGCTTGCACATCTCTC
2 (ATGL)
Lipoprotein  lipase AAGAAGCAGCAAAATGTACCTGAAG 113
(LPL) CCTGATTGGTATGGGTTTCACTC
Fatty-acid-binding  TCAGTGTGAATGGGGATGTGAT 162

protein 4 (FABP4)

TCTGCACATGTACCAGGACACC
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Figura 1. Cuantificacion y caracterizacion de los exosomas circulantes extraidos de plasma de corddn
umbilical (CU) o de sangre periférica de adultos sanos (AD). A Grafica de una muestra representativa de
exosomas extraidos de CU. B Grafica representativa de exosomas de extraidos de plasma de adulto. C
Expresion proteica de CD63, CD9 y CD81 por Wester Blot.

Figura 1. Cuantificacién y caracterizacién de los exosomas
circulantes aislados de plasma de sangre de cordén umbilical (veCU)
o de sangre periférica de adultos sanos (veAD). A y B. Muestran el
andlisis mediante de la distribucién del tamafno de las particulas
obtenidas de veCU y veAD, respectivamente. C. Muestra la expresion
proteica mediante Western blot de los marcadores de VE CD63, CD9 y
CD81, en veCU y veAD.
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Figura 2. Cuantificacién de la viabilidad celular en MSC (A) y en
HUVEC (B) tratadas durante 72 horas con distintas concentraciones
de veCU o veAD circulantes. *p < 0,05 respecto a los cultivos no

tratados (control).
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Figui

Imdgenes representativas de cultivos de MSC o HUVEC, en el tiempo
0 de haber realizado una linea libre de células en la placa, y alas 18 o
15 h de cultivo, respectivamente, en presencia o ausencia de
distintas concentraciones de veCU o veAD. B. Cuantificacién del
porcentaje del drea de migracién en MSC a las 18h de tratamiento. C.



Igual que en B, a las 15h con HUVEC. *p < 0,05 respecto a los cultivos

no tratados (control).

A

Cuantificaciéon Rojo de Alizarina

&

Q -
CONTROL veCU veAD veCU veAD

10X108 10X108 160X10° 160X10°

itrarias
®

»

Unidades Arbi

T T
CONTROL veCU veAD veCU veAD
10x108 10x10° 160x108 160x108

VE (particulas/ml)

C

RUNX2 SP7

1 1
w [}
< ©
g =
S S
= 14 = 1.
2 £
<
w [~}
-]
'g 0. § 0.
= =
=3 =
=] =] | I

0.0 T T - T T

CONTROL  veCU veAD veCU veAD CONTROL  veCU veAD veCU veAD
10x10% 10x10° 160x10°  160x108 10x108 10x10% 160x10®  160x10°
VE (particulas/ml) VE (particulas/ml)
COL1A1

2.0
w
£ ] *
g o =
o =
= z
g g
= =]
(] -]
- b=
= =

T T 0 T T
CONTROL veCU veAD veCU veAD CONTROL veCU veAD veCU veAD
10x10° 10x10° 160x10%  160x10° 10x108 10x10% 160x10%  160x10°
VE (particulas/ml) VE (particulas/ml)

Figura 4. Estudio de la capacidad de diferenciacion osteoblastica de MSC tratadas con diferentes
concentraciones de exosomas de corddon umbilical (CU) o plasma de adultos (AD). A Imagenes
representativas de los diferetnes cultivos de MSC tratados con exosomas. B Cuantificacion de la tincién
Alizarin-Red. C Expresién génica de genes marcadores osteoblaticos (RUNX2, SP7, IBSP y COL1A1), de
cultivos de MSC tratadas con exosmas, a los 10 dias de la induccion a diferenciarse a osteoblastos. *
p<0,005 respecto a los cultivos no tratados (control).

Figura 4. Estudio de la capacidad de diferenciacidon osteoblastica de
MSC tratadas con diferentes concentraciones de veCU y veAD. A.
Imagenes representativas de la tincion con rojo de alizarina para la
mineralizacién de la matriz extracelular, de cultivos de MSC inducidos
a osteoblastos y tratados con distintas concentraciones de veCU o
veAD durante 21 dias. B. Cuantificacién de la tinciéon con rojo de
alizarina. C. Expresidon génica de genes marcadores osteoblasticos



(RUNX2, SP7, IBSP y COL1A1l), de cultivos de MSC tratadas con veCU
o veAD, a los 10 dias de la induccion a diferenciarse a osteoblastos.

*p < 0,05 respecto a los cultivos no tratados (control).
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MSC tratadas con diferentes concentraciones de de veCU y veAD. A.
Imagenes representativas de la tincion con “Oil Red O” de vesiculas
de grasa, de cultivos de MSC inducidos a adipocitos y tratados con
distintas concentraciones de veCU o veAD durante 14 dias. B.
Cuantificacién de la tincién “Oil Red O”. C. Expresion génica de genes



marcadores adipogénicos (PPARG, ATGL, LPL y FABP4), de cultivos de
MSC tratadas con veCU o veAD, a los 10 dias de la induccién a

diferenciarse a adipocitos. *p < 0,05 respecto a los cultivos no

tratados (control).
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Figura 6. Estudio de la Angiogénesis en cultivos de HUVEC. A.
Imagenes representativas de la formacién de estructuras tubulares en
cultivos HUVEC sobre matrigel y tratados con diferentes
concentraciones de veCU o veAD. El control (-) corresponde a cultivos
no tratados y el control (+) a cultivos tratados con bFGF (30 ng/ml)
como factor angiogénico. B y C. Representacién grafica de la



cuantificacion en el ensayo de angiogénesis de la longitud total de
segmentos, y el nimero de estructuras tubulares, respectivamente.

*p < 0,05 respecto a los cultivos no tratados (control [-]).



