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RESUMEN

Las células troncales mesenquimales de la gelatina de Wharton (WJ-MSC) se pueden obtener y
aislar facilmente del cordén umbilical al que se le considera un tejido de desecho postparto. Estas
celulas cuentan con capacidades prometedoras en la medicina regenerativa. Presentan un amplio
espectro de diferenciacion celular, baja inmunogenicidad, no tumorigénicas, autorrenovables y
conservan un fenotipo indiferenciado durante varios pases celulares. Dentro del enfoque terapéutico,
son consideradas las células por excelencia en el tratamiento de multiples lesiones y patologias.
Algunos tratamientos proponen realizar un trasplante de células troncales en el sitio de la herida. Sin
embargo, con esta técnica existen muchas desventajas como, por ejemplo; muchas de las células
trasplantadas no suelen permanecer el tiempo necesario para la cicatrizacién, por lo que existe una
baja tasa de supervivencia, no son capaces de migrar a otras regiones del cuerpo y la sefializacion
que inicia tanto el reclutamiento como la activacion de otros tipos celulares, no es sostenida.
Recientemente, se ha identificado que los efectos beneficiosos de las WJ-MSC en sitios de lesion, se
deben en realidad a los factores secretados por estas células, quienes inician y ejercen un efecto en la
sefializacion celular mediante la comunicacion paracrina. Con este nuevo enfoque, surge un nuevo
concepto conocido como “Modulacion del secretoma” el cual responde a la hipotesis de que las WJI-
MSC crecen, proliferan y secretan in vitro, en respuesta a los estimulos circundantes del
microambiente donde se encuentran. Las WJ-MSC producen y secretan maltiples factores paracrinos
con actividades antiapoptoticas, antifibréticas, angiogénicas, quimioatractivas e inmunomoduladoras
gue son liberados de manera constitutiva al medio. Esta secrecion, puede ser modulada con el
objetivo de dirigirla hacia la secrecion de un perfil proteico deseado y aplicable en terapias
especificas, sin la necesidad de trasplantes celulares. Este campo de investigacion esta en expansion,
por lo que adn no existe un protocolo estandarizado en la modulacion del secretoma. No obstante, se
juega con la manipulacién de las variables que pueden cambiar el nicho de las WJ-MSC, como la
hipoxia, el uso de agentes fisicos, agentes farmacoldgicos o los mismos factores de crecimiento en
diferentes concentraciones. En este estudio nos centramos en la modulacién del secretoma por
medio del uso de dos factores de crecimiento EGF y FGF que cominmente son utilizados en el
cultivo de WJ-MSC y que, ademas, durante los procesos de cicatrizacion de heridas se encuentran

altamente expresados.
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells from Wharton's jelly (WJ-MSC) can be easily obtained and isolated from
the umbilical cord, considered a postpartum waste tissue. These cells exhibit promising capabilities
in regenerative medicine. They display a broad spectrum of cell differentiation, low immunogenicity,
non-tumorigenic properties, self-renewal, and maintain an undifferentiated phenotype over several
cell passages. Within the therapeutic approach, they are considered the quintessential cells in treating
multiple injuries and pathologies. Some treatments propose transplanting stem cells at the wound
site. However, this technique has several disadvantages; for instance, many transplanted cells often
do not remain for the necessary time for wound healing, leading to a low survival rate. They are
unable to migrate to other body regions, and the signaling that initiates both the recruitment and
activation of other cell types is not sustained. Recently, it has been identified that the beneficial
effects of WJ-MSC at injury sites are actually due to factors secreted by these cells, initiating and
exerting an effect on cellular signaling through paracrine communication. With this new approach, a
new concept known as "Secretome modulation™ emerges, responding to the hypothesis that WJ-MSC
grow, proliferate, and secrete in vitro in response to surrounding stimuli within their
microenvironment. WJ-MSC produce and secrete multiple paracrine factors with anti-apoptotic, anti-
fibrotic, angiogenic, chemotactic, and immunomodulatory activities, constitutively released into the
medium. This secretion can be modulated to direct it towards the secretion of a desired protein
profile applicable in specific therapies, without the need for cellular transplants. This field of
research is expanding, hence there is no standardized protocol for secretome modulation yet.
Nevertheless, it involves manipulating variables that can alter the WJ-MSC niche, such as hypoxia,
the use of physical agents, pharmacological agents, or growth factors in different concentrations.
This study focuses on secretome modulation using two growth factors, EGF and FGF, commonly

employed in WJ-MSC culture and are highly expressed during wound healing processes.
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1. INTRODUCCION

1.1 Células troncales y su clasificacion

Las células troncales son una poblacién de células indiferenciadas presentes en organismos jovenes y
adultos, tienen la capacidad de autorrenovarse y de asistir en la renovacion de otros tejidos al
diferenciarse en una amplia variedad de linajes celulares. Las células troncales mesenquimales
exhiben caracteristicas in vitro como: la adherencia a superficies plasticas, morfologia fibroblastoide
y un inmunofenotipo positivo para CD73, CD90, CD105, CD44, HLA-ABC Yy negativo para CDA45,
CD19, CD34, CD11b y HLA-DR [1y 2]. En los primeros dias de gestacion humana, existen células
capaces de formar un organismo completo; conforme se avanza en el desarrollo embrionario, la
capacidad de diferenciacion celular se estrecha hasta donde la especializacién celular lo permite,
dicho de otra manera, la potencialidad de diferenciacion se reduce a la par que se alcanza la
formacion completa de tejidos y 6rganos. Por lo anterior, se han caracterizado las etapas de
potencialidad donde se encuentran células con diferentes capacidades de diferenciacién y diferentes
grados de especializacion [1]. Las células troncales totipotenciales pueden formar cualquier tipo
celular del organismo incluyendo la formacién de estructuras embrionarias como la placenta, el
cordon umbilical o el saco vitelino, de cualquiera de las tres capas germinales dentro del cigoto,
ejemplo de estas células son el propio évulo fecundado y las primeras cuatro células que se generan
tras su division [3]. Aproximadamente cuatro dias mas tarde de la fecundacion en humanos, el
blastocisto o ahora embrioblasto, es pluripotente. Las células troncales pluripotentes (PSC) son
capaces de formar cualquier capa germinal endodermo, ectodermo y mesodermo; exceptuando a las
estructuras extraembrionarias. Un ejemplo de células pluripotentes son las células troncales
embrionarias (ESC) [4]. Las células troncales multipotentes (MSC) tienen un espectro de
diferenciacién limitado a su propio linaje, es decir, pueden renovar a cualquier tipo celular de una
misma capa germinal, ya sea del endodermo, ectodermo o mesodermo. Las MSC tienen ventajas
asombrosas ya que se pueden aislar de tejidos jovenes y adultos, por lo tanto, no presentan
problemas éticos y legales en su manejo. Ejemplo de estas células son, las troncales hematopoyéticas
(HSC) o las células troncales mesenquimales (MSC) [5]. Algunas células multipotentes presentan la
habilidad de transformarse en tipos celulares no determinadas a una capa germinal, lo que habla de
gue su capacidad en la diferenciacion es mas compleja de lo que se pensaba [6 y 11]. Las células

unipotentes presentan capacidades estrechas de diferenciacion, lo hacen solo hacia un tipo de célula
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dentro de un tejido especifico, por ejemplo, las células satélites del musculo esquelético que se

diferencian solo en células musculares [7]. Ver figura 1.

- @ — Potencialidad Celular
-

Totipotencia

Pluripotencia

Gastrula
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Sistema Nervioso Rifiones Glandulas
Piel Mdsculo Endocrinas

Unipotencia Esqueleto S_digestivo
S. Reproductor Created in BioRender.com bio

Figura 1. Potencialidad celular de las células troncales. La potencialidad celular esta definida por la
capacidad de diferenciacion. La jerarquia de potencialidad estda mediada por el desarrollo
embrionario, siendo la totipotencia con la mayor capacidad de diferenciacion celular, seguido por la

pluripotencia, multipotencia y unipotencia. Imagen creada en BioRender.
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Figura 2. Capacidad de diferenciacion de las MSCs. Las MSCs se pueden diferenciar a maltiples
linajes celulares de origen mesenquimal como el adipogénico, osteogénico, condrogénico, vy
miogénico, no obstante, se ha evidenciado su potencial de diferenciacion a células de origen no
mesenguimal como las células del tejido nervioso y en fibroblastos de la dermis en piel. Estos
hallazgos respaldan el uso de las MSC para diversas aplicaciones experimentales y clinicas por su

gran plasticidad y expansion en cultivo. Imagen creada en Biorender.

1.2 Células troncales mesenquimales derivadas de la Gelatina de Wharton (WJ-MSC)

Las células troncales mesenquimales (MSC), son células troncales adultas autorrenovables vy
expandibles que, en cultivo, poseen una alta tasa de proliferacion y la capacidad de preservar sus
cualidades de troncalidad durante varios pases celulares [8]. Se encuentran en varios tejidos, incluida
médula Gsea, tejido adiposo, pulpa dental, placenta y cordén umbilical. Las MSC residen en su
microambiente especifico o nicho; rodeadas por diferentes tipos celulares como células epiteliales,
endoteliales, progenitoras e inmunitarias. Tienen ventajas sobre otros tipos celulares como los
privilegios inmunoldgicos, ya que su manejo reduce el riesgo al rechazo en trasplantes autélogos o

alogénicos y esto se traduce en una disminucion de complicaciones en la recuperacién postcirugia [9,

11
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32 y 33]. Sus caracteristicas de autorrenovacion a largo plazo y amplio espectro de diferenciacion
las ha colocado como las células por excelencia dentro de la medicina regenerativa y la ingenieria de
tejidos. Las MSC tienen la capacidad de diferenciare en adipocitos, condrocitos, osteocitos, células
hepéticas, neuronas, fibroblastos y varios tipos celulares mas [10] ver figura 2. El cordén umbilical
consta de una vena y dos arterias rodeadas por tejido conectivo mucoso conocido como gelatina de
Wharton, que a su vez esta cubierto por el epitelio amniético [11] ver figura 3. En varios estudios se
ha sefialado que en la gelatina de Wharton uno de los principales componentes celulares, son las
células troncales mesenquimales (WJ-MSC), que expresan marcadores caracteristicos de células

troncales embrionarias (ESC) y troncales multipotentes (MSC), como Nanog y Oct3/4A [12].

Componentes del Cordon Umbilical
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Figura 3. Estructura del cordén umbilical. ElI cordén umbilical estd formado por tres vasos
sanguineos: dos arterias y una vena umbilical. Estas a su vez, estan inmersas en un tejido que aporta
soporte y proteccion conocido como gelatina de Wharton. Cada elemento del cordén umbilical
contiene abundantes tipos celulares troncales de importancia clinica y que pueden ser facilmente
aislados y cultivados. Se encuentran células troncales hematopoyéticas, endoteliales, epiteliales y

mesenguimales. Imagen creada en BioRender.
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La gelatina de Wharton es una fuente ejemplar de MSC, ya que se pueden aislar y cultivar facilmente
del corddn umbilical, el cual es considerado un tejido de desecho en millones de nacimientos.
Ademas, las WJ-MSC se han descrito como células que, al existir lesion migran al tejido dafado,
activan y modulan al sistema inmune ya que expresan moléculas capaces de modular a las células
NK, células dendriticas, y ocasionar la expansion de células Thly Th2, y células T reguladoras, asi
como el aumento en la secrecion de las interleucinas 1L-10 y IL-4; disminucion en la secrecion del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y del interferon gamma (IFN-g) [13, 14 y 15]. Actualmente,
las MSC representan un grupo importante en la investigacion, pues son agentes inmunomoduladores
y protectores de los tejidos. Los factores secretados de manera constitutiva se encuentran altamente
regulados por factores mecanicos y quimicos, lo que les permite la supervivencia celular creando

nichos de autorrenovacion [16 y 17].

2. ANTECEDENTES

2.1 Secretoma de células troncales

Las MSC han atraido gran interés en el campo de la medicina regenerativa pues poseen
caracteristicas extraordinarias y Unicas en el tratamiento de multiples enfermedades y lesiones. Se ha
reportado que gran parte de la actividad regenerativa de las MSC, se debe en realidad a la accion
paracrina resultante de las moléculas bioactivas secretadas en respuesta al contexto tisular. Desde
esta perspectiva, el secretoma o sobrenadante se explora cada vez mas en varios casos clinicos y de
investigacion basica. Se han utilizado injertos de MSC en tejidos diana para que éstas liberen sus
moléculas de manera “in Situ” y en otros casos se ha utilizado solo los medios condicionados,
producto del cultivo de MSC, para dirigir la respuesta del tejido a una rapida recuperacion. Ahora
bien, se podria pensar que este secretoma es una mezcla constante de factores o metabolitos, pero en
realidad, la liberacion depende de los diversos estimulos presentes como: un ambiente inflamatorio,
la hipoxia, la presencia de otro tipo celular subyacente o bien, la presencia misma de otros factores
de crecimiento en el ambiente circundante [6, 18 y 19]. Las MSC producen una amplia variedad de
moléculas bioactivas, como lo son: proteinas, péptidos, lipidos, vesiculas extracelulares, ARN,
citocinas, quimiocinas, moléculas inmunomoduladoras y factores de crecimiento; que se pueden
concentrar y liofilizar sin que pierdan propiedades, esta es una ventaja novedosa sobre los
tratamientos celulares que requieren tener cultivo celular constante y posterior congelacion. Incluso,
los secretomas derivados de MSC podrian ser colectados y suministrados de manera inyectada,
colocados en conjunto con un andamio para su liberacion controlada, o para estimular la

diferenciacién hacia el tipo de célula que se encuentra dafiada [20, 21y 22].

13
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Dentro de los factores de crecimiento reportados para las MSC encontramos al factor de crecimiento
de fibroblastos (bFGF) [23]; el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) [24]; factor de
crecimiento de hepéatico (HGF) [25]; factor de crecimiento transformante (TGF-B1) [26]; factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) [27]; factor de crecimiento epidérmico (EGF); factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF); factor estimulante de crecimiento de granulocitos
macrofagos (GM-CSF); factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF-1); prostaglandina
(PGE2); interleucinas, 1L-10, IL-6, IL-8, entre otros. Desde hace tiempo se ha intentado caracterizar
el secretoma producido por las MSC y asi identificar a las moléculas clave que puedan sustituir a la
terapia con células [18]. Estas moléculas o metabolitos liberados tienen efectos benéficos en la
regeneracion, pueden promover la migracion, activacion, proliferacion, inhiben la muerte celular y la
fibrosis [28], también promueven la angiogénesis, vascularizacion y el reclutamiento de células, ver
Figura 4. La actividad paracrina de las MSC en contextos de lesiones aln esta en estudio, pero cada

vez, se responden mas dudas sobre el efecto del secretoma en maltiples patologias [29 y 30].

tos

Vs . Células
Fibroblastos . ..~~~ endoteliales
[

PI3K ERK1/2

Proliferacion y
migracion celular

MSC

Aceleracion de la

Created in BioRender.com bio

Figura 4. Secretoma o sobrenadante de MSC efecto en la regeneracion tisular.
En el secretoma producido y liberado por estas células, se encuentran citocinas y factores de

crecimiento como FGF, EGF y HGF que estimulan importantes procesos celulares proliferativos y
migratorios, mediante la activacién de vias de sefializacién que concluyen en la cicatrizacién de
heridas como PI3K/ Akt y ERK1/2. Imagen creada en Biorender.com y modificada de Park et al,
2018 [265].
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2.2 Modulacion de la composicién del secretoma de MSC

Las MSC son reconocidas por la gran cantidad de moléculas bioactivas que secretan, incluso, sus
propiedades paracrinas son un sello distintivo y Unico de interés, por sus efectos terapéuticos y el
mantenimiento de la homeostasis tisular. Es una necesidad, comprender como el microambiente que
las rodea puede influir en la secrecién, y asi encontrar la modulacion éptima de MSC. Existen
factores importantes a considerar: la fuente de obtencion de MSC, la edad del donante, la edad del
cultivo (pase celular); tales factores, parecen ser clave en la obtencion de un secretoma con
caracteristicas especificas [31, 32 y 33]. Como tal, la modulacién de la composicion del secretoma
es posible, y se puede lograr preacondicionando in vitro a las MSC. Los tratamientos que se han
descrito en el preacondicionamiento de las MSC engloban: cultivo con hipoxia, agentes
farmacolégicos, hormonas, citocinas y factores de crecimiento [32, 34-38].

2.2.1 Hipoxia

Habitualmente, la concentracion normoxica utilizada en el cultivo celular es de (21% Oy); la
concentracién de oxigeno fisioldgica en tejidos como sangre periférica y médula 6sea es del 12% de
0O [18]. El rango que determina un ambiente hipoxico para el cultivo celular oscila entre el 1% al
10% de O2. Se ha demostrado que las condiciones de hipoxia en el cultivo de MSC, provoca un alza
en la produccion de varios factores de crecimiento y que el preacondicionamiento hipdxico tiene
resultados prometedores en la regeneracion por parte de las MSC [39]. En la regeneracion de fibras
musculares, el cultivo de MSC en condiciones de hipoxia con 1% O,, favorecio la migracion y
proliferacién de células endoteliales y diferenciacion de mioblastos en un modelo de isquemia de las
patas traseras de raton, movilizando la regeneracion de fibras musculares esqueléticas mediante la
proteina Wnt4 [40]. Tomar en cuenta la fuente de nutrientes y oxigeno es vital para el cultivo de
MSC, pues el nicho in vivo es en realidad un microambiente hipoxico con una tension de oxigeno
entre el (0 al 5% O,) por lo tanto se recomienda un cultivo bajo condiciones limitadas de oxigeno
gue imitan las condiciones fisiol6gicas locales donde residen las MSC [41]. A nivel molecular la
hipoxia regula la transcripcién de genes, en especial la familia de Wnt. La via de sefializacion Wnt
engloba toda una familia de mas de 20 glucoproteinas secretadas, que forman una red de sefiales
intracelulares candnicas y no canonicas [42]. La via Wnt regula la expresién de genes relacionados
con la proliferacion, migracién y diferenciacién [40 y 43]. En la mayoria de los tejidos, un ambiente
hipdxico conduce a la activacion del factor inducible por hipoxia (HIF-1a por sus siglas en inglés), al

activarse, se inicia también la transcripcion de genes angiogénicos como el factor 1 derivado del
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estroma (SDF-1por sus siglas en inglés) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) [44 y
45]. Las MSC producen una variedad de factores de crecimiento que tienden al incremento cuando
son expuestas a la hipoxia, por ejemplo, las MSC de médula 6sea con 1% de O, provocd un aumento
de VEGF, FGF-2, HGF y IGF-1 [46]. El preacondicionamiento por hipoxia tiene relevancia
bioldgica, los factores de crecimiento angiogénicos y anti apoptéticos se pueden ver en MSC
derivadas de pulpa dental, tejido adiposo y placenta [47]. En resumen, el preacondicionamiento
hipoxico de MSC tiene resultados positivos como, una mayor produccion y secrecion de factores de
crecimiento, un efecto angiogénico en regeneracion tisular y un aumento en la supervivencia y

mantenimiento del fenotipo indiferenciado lo que permite la autorrenovacion celular.

2.2.2 Agentes farmacologicos

Las MSC han sido usadas como terapia en multiples patologias, pero ain no se ha logrado la
estandarizacion del preacondicionamiento del secretoma. Son muchos los farmacos que tienen un
efecto terapéutico en la proteccion de 6rganos que han perdido su eficiencia. La investigacion dentro
de este campo tiene como objetivo, el entender los mecanismos de los agentes farmacol6gicos que
asisten en situaciones de lesion. En un estudio de hipertension arterial pulmonar, utilizaron la
esfingosina-1-fosfato en el cultivo de MSC humanas, los resultaron mostraron la expresion de genes
gue promueven la angiogenesis y vascularizacion en los pulmones dafiados, asi como, un incremento
en la migracion y remodelacion cardiaca [48,55]. Asi bien, la atorvastatina (ATV), que es un
farmaco usado habitualmente para disminuir la cantidad de colesterol en sangre y prevenir infartos
de miocardio entre otras enfermedades, también ha sido usado en la terapia con MSC, especialmente
la ATV mejoro la expresion de CXCR4 y estimulé la migracion de MSC in vitro. Posteriormente, las
MSC pretratadas con ATV tuvieron una mejor supervivencia y aumento en la migraciéon en un
modelo de infarto agudo de miocardio [49]. El valproato (VPA) también ha sido usado en modelo
de accidente cerebrovascular en ratas, para favorecer la migracién de MSC a través de regular al alza
el receptor CXCR4 y metaloproteinasa 9 [50]. El preacondicionamiento de MSC derivadas de tejido
adiposo humano con quelante de hierro deferoxamina (DFX) provoc6 un aumento en la expresién de
factores neuroprotectores como el factor de crecimiento nervioso, citocinas con actividad
antiinflamatoria como IL4 e IL5, HIF-1a, VEGF y angiopoyetina-1 (Ang-1), en un modelo de
neuropatia diabética [51]. En la mayoria de los casos las concentraciones del farmaco no superan los
400uM ni las 72 horas de preacondicionamiento, ya que las concentraciones extremadamente altas,
podrian afectar la actividad y supervivencia de las MSC [52, 58]. Una gran variedad de farmacos,

son de interés por su rol como estimulantes de factores bioactivos con actividad angiogénica,
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neuroprotectora y antiinflamatoria; por lo que aiin son muchos los fArmacos que faltan por investigar

en preacondicionamiento del secretoma.

2.2.3 Citocinas y factores de crecimiento

Al analizar los estudios experimentales sobre el preacondicionamiento de las MSC con citocinas
inflamatorias, se encontr6 que los factores producidos predominantes son aquellos que tienen un
papel en la estimulacion y regulacién del sistema inmune. Algunos de los procesos incluyen la
inflamacion y la quimioatraccion de la mayoria de las células inmunitarias [52]. Al hablar de una
regulacion del sistema inmune, implica la inhibicién de las células NK y la supresion de la
proliferacion de células T [18,52-53]. Las MSC poseen propiedades inmunosupresoras,
antiapoptoticas, antioxidantes e inmunomoduladoras, que se activan tras la respuesta a varios
factores de sefializacion o por el contacto célula-célula [54-57]. Para entender el poder de las MSC
sobre el sistema inmune hay que analizar la gran cantidad de datos clinicos en el tratamiento de
diversas enfermedades relacionadas con el sistema inmune; al igual que los mecanismos celulares y
moleculares en la interaccion entre las MSC y las células inmunitarias [58,59]. Al igual que con el
efecto de los farmacos en el preacondicionamiento, también se ha observado una mejora en la
migracién por parte de las MSC. El cultivo de MSC preacondicionadas con IL-1p, muestra tener
efectos autocrinos y paracrinos como elevar la expresion de otras citoquinas como IL-6, IL-8 e IL-
23, también de varias quimiciocinas como, CXCL5, CXCL6, CXCL10 y CXCL11 [58,60]. Por otra
parte, el preacondicionamiento con factor 1 derivado de células troncales (SDF-1), promueve la
proliferacién y migracion en las MSC, protegiéndolas de la apoptosis [58,61]. TGF- B1, es otro
factor usado en el preacondicionamiento de las MSC, y su efecto in vitro, condujo a una
diferenciacién hacia osteocitos a través de la via SMAD/C/EBPs [62]. La proliferacién y la
migracién celular es uno de los efectos mas deseados en el preacondicionamiento con TNF-a; no
obstante, las MSC estimuladas con este factor ocasion6 la diferenciacion osteogeénica, al igual que
TGF- B1 [63]. La efectividad del pretratamiento con factores de crecimiento y citocinas en el cultivo
de MSC, se debe al efecto protector que ejercen estos factores al activar vias de sefializacion que
regulan la supervivencia celular y la proliferacion. PI3K/AKT, es una via de sefializacion que, rio
abajo, tiene incontables y muy importantes objetivos [64]. Xinaris y colaboradores modularon el
secretoma de MSC con el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), el secretoma se
aplicé en un modelo de lesién renal y los resultados fueron favorables, pues se evidencié un aumento
en la tasa de proliferacion celular y una disminucién de la apoptosis en rifién, [65]. Es un hecho que
los factores de crecimiento y sus receptores interactllan para activar la transduccién de sefiales en

maltiples procesos celulares. Por lo tanto, el preacondicionamiento con factores de crecimiento o
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citocinas pueden influir en el nicho celular in vitro y tener un efecto en el cultivo de MSC a través de
la comunicacion paracrina [66]. Si bien, existen varias estrategias en el preacondicionamiento de
MSC, aln queda mucho por investigar y estandarizar. Ver figura 5. La optimizacion de factores de
crecimiento, y la combinacion idonea en el preacondicionamiento depende de muchos factores
importantes a considerar como el tipo de lesion, el tejido en regeneracion, el efecto de los factores
liberados en el sitio de regeneracion, hasta su efecto en las respuestas inmunitarias [28, 44, 67].
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Figura 5. Estrategias en la Modulacion del secretoma derivado de MSC.
Las MSC son células altamente sensibles, que secretan factores de crecimiento en respuesta a

estimulos y fluctuaciones en el ambiente. Actualmente se estudian la hipoxia, los agentes
farmacoldgicos y los factores de crecimiento como estrategias en la modulacién del secretoma
derivado de MSC para “dirigir” a las MSC hacia la secrecion de un perfil proteico especifico para el
tratamiento de mdltiples patologias. Las estrategias en la modulacién continGan en investigacion.

Imagen creada en Biorender.com
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2.3 Factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

El factor de crecimiento epidérmico (EGF), fue descubierto en 1962. Desde entonces, se ha definido
como uno de los factores mas importantes en la maduracion de los tejidos epiteliales [68-69]. Es un
importante mediador de la proliferacion de muchos tipos celulares tanto in vivo como in vitro.
También se ha reportado su papel en la migracion celular dentro de un contexto de remodelacion
tisular, pues regula el crecimiento, la diferenciacion celular y acelera el cierre de heridas [70]. EGF
es un polipéptido de una sola cadena con 53 aminoacidos y es miembro del grupo 1 de la familia
EGF, en donde también se encuentran TGF-o y HB-EGF, todos con la misma capacidad de unirse al
receptor EGFR/ErbB1 de actividad de tirosina quinasa [71]. Especificamente EGF, sigue
sorprendiendo por su papel en la biologia celular y aplicacion clinica en enfermedades; por lo que
existe mucho interés en su organizacién y expresion génica [72]. EGF es un elemento que
comunmente se encuentra en fluidos como la saliva, orina, sangre, leche, entre otros [73]. La
concentracion de EGF en plasma sanguineo en ratones ronda en 1ng/ml [74]. En el caso de los
humanos, podemos encontrar niveles elevados de EGF en orina y en el rifion, pues es el principal
productor de este factor [75]. El receptor de EGF, EGFR o ErbB1 se expresa en un amplio espectro
de tejidos, tiene actividad tirosina quinasa que culminan en la activacion de Ras/Raf/MEK/ERK/JAK
y también de la via PISBK/AKT/mTOR que conducen a la proliferacién y diferenciacion celular [76].
Los factores de crecimiento son necesarios durante el desarrollo embrionario, ya que incluso el
crecimiento del embridén es dependiente de EGF y también la invasion del trofoblasto y el
crecimiento postimplantacion [77]. Dentro del contexto de la cicatrizacién de heridas, EGF y la
presencia de otros factores de crecimiento, citocinas y componentes de la matriz extracelular forman
un complejo que activamente se encargara de regresar al tejido a la homeostasis. En este nicho
regenerativo, también se encuentran involucradas a las células troncales epidérmicas, precursores de
fibroblastos, células madre del tejido adiposo y células del sistema inmune. La actividad celular en la
reparacion de tejidos se encuentra regulada y estimulada por varios factores de crecimiento como el
EGF, FGF, PDGF, TGF y VEGF. Un error o deficiencia en las células progenitoras o la actividad de
los factores tiene repercusiones negativas como una prolongacion del tiempo de recuperacion o la
presencia de cicatrices hipertréficas, [78-83]. Durante la regeneracion celular, es necesario
reemplazar a las células dafiadas, tal recambio, requiere de células troncales indiferenciadas que sean
capaces de expandirse y diferenciarse hacia el linaje especifico al cual estén sustituyendo. Sin
embargo, la poblacién de células troncales indiferenciadas residentes en cada tejido presentan un
bajo nimero y a menudo se requiere de la presencia de otros factores de crecimiento con actividad

protectora que mantenga Yy vigile la supervivencia de estas células [2,84]. EGF, se considera un
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fuerte regulador del destino de las células troncales de varios tejidos, por ejemplo, en cerebro,
corazén, médula dsea, intestino, piel entre otros mas [85-89]. Un factor determinante en el efecto de
los factores de crecimiento en el preacondicionamiento de las MSC es la dosis, pues existen efectos
dependientes de la sobreestimulacion [87]. En un estudio realizado por Nelson y colaboradores,
sobre los progenitores de células gliales, una concentracion alta (100ng/ml) de EGF, provocd un
aumento en la proliferacion celular en comparacion con las dosis bajas del factor [78,90]. Del
mismo modo, el preacondicionamiento con EGF desencadena la secrecién en MSC de VEGF y
HGF; asi que EGF no solo es un factor necesario para la supervivencia de las MSC en cultivo, sino
gue su preacondicionamiento ocasiona cambios en la actividad paracrina de las MSC, y que estas
produzcan otros factores de crecimiento [86].

De manera sinérgica, EGF puede combinarse con otros factores, por ejemplo, con FGF, para
desempefiar funciones diferentes pero que en conjunto forman una terapia combinada en la
regeneracion tisular [89,91]. Se ha sefialado que el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), tiene
la capacidad de incrementar la proliferacion de las MSC y que promueve la conservacion del
fenotipo troncal multipotente in vitro e in vivo [92-93]. FGF, fue descubierto en 1999 y al igual que
EGF, el FGF pertenece a una amplia familia en la que se encuentran 22 miembros, muchos de estos,
altamente relacionados en la regulacion del desarrollo embrionario. El tamafio de FGF se encuentra
entre los 150 a 300 aminoacidos. Sus funciones son variadas, aunque destacan el crecimiento celular
y el desarrollo de tejidos y recientemente se estudia su capacidad de inducir la diferenciacion [94].
Dado que se trata de una familia muy amplia, se han descrito cuatro receptores de la familia FGFR;
FGFR1, FGFR2, FGF3 y FGFR4 [95]. Al ser tantos receptores, es hormal encontrarlos en muchos
tejidos; por ejemplo, FGFR1 estd altamente expresado en cerebro, rifion, pulmon, corazén, masculo
esquelético y tejido adiposo. FGFR4, en higado, pulmones, vesicula biliar, intestino delgado,
pancreas, y glandulas suprarrenales [96-98]. Todos los receptores FGFR, tienen actividad de tirosina
guinasa que se activan vias de sefializacion como MAPK y PI3K/AKT [99]. Se ha demostrado que
bFGF es un factor con multiples efectos implicados en la proliferacién y diferenciacién de muchos
tipos celulares tanto de origen mesodérmico como del neuroectodermo [100]. Otras funciones bien
conocidas de bFGF incluyen su rol en la proangiogénesis, inflamacion a través de la activacion de la
caspasa 1, estimular la migracién y proliferacion en células endoteliales, musculares y fibroblastos y
una mejora en la supervivencia celular pues también es considerado un factor con actividad
antiapoptético. Ademas, se ha reportado que la sobreexpresion de otros factores como VEGF, podria
provocar la formaciéon de defectos vasculares durante la cicatrizacion, esta desventaja no se ha
reportado para bFGF [101-104]. Panagiota y colaboradores, utilizaron al bFGF en diferentes

concentraciones (0.01, 0.1, 1.5, 5, 10 y 20 ng/ml) en el cultivo de MSC humanas, observaron que el
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enriquecimiento ocasiond una mayor proliferacién por parte de las MSC a 5ng/ml, asi mismo, se
identificé un cambio en la morfologia de las MSC dependiente de la concentracion, en donde, a
mayor concentracion se perdia su forma ahusada. También, la adicion de bFGF en cultivo, provoco
la induccion de HLA-DR en una baja densidad celular [92-105]. Tesarova y su equipo, verificaron
que el medio enriquecido con bFGF mantiene las caracteristicas inmunosupresoras de las MSC
derivadas de cordon umbilical; y aumenta su proliferacién, cuando son preacondicionadas con 15
ug/mL de bFGF [106]. Otro estudio realizado en 2015 por Parivar y su equipo demostraron que,
bFGF se puede combinar con otras citocinas para dirigir a las MSC hacia la diferenciacion neural y
que estas células puedan ser usadas en el tratamiento de enfermedades relacionadas al SNC [107].
Usar las caracteristicas de ambos factores (EGF y FGF) podria ser la combinacién perfecta en la
cicatrizacion de heridas, aunque los efectos biolégicos sean diferentes. Por ejemplo, Fu et al., evalud
los efectos biolégicos de ambos factores en la cicatrizacion de heridas, y aunque ambos factores
actian a diferentes niveles en el proceso de regeneracion, su combinacion puede ser usada en
distintas etapas de la cicatrizaciéon o bien, usarlos bajo circunstancias especificas, ya que EGF
aumenta la velocidad de reepitelizacion y FGF podria usarse en lesiones que requieran una mayor
granulacion [108]. La viabilidad y eficacia del preacondicionamiento en cultivo de las MSC se
encuentra en estudio exhaustivo, desde los pases celulares, la seleccion de fuente de MSC, el uso de
factores como FGF y EGF para mejorar la proliferacion, asi como caracteristicas del paciente; como

la edad del donante, el almacenamiento y la congelacion del cultivo [92,109-112].

2.4 Factores de crecimiento producidos por las MSC

La mayoria de los procesos celulares importantes en la homeostasis tisular como la sintesis de matriz
extracelular, comunicacion célula-célula, migraciéon celular, activacién celular, proliferacion,
apoptosis, e incluso la diferenciacion hacia linajes especificos dependen de la activacién de vias de
sefializacién que responden a una comunicacion paracrina controlada [16]. Los factores de
crecimiento (GF, por sus siglas en inglés) son una familia de polipéptidos que regulan una amplia
variedad de procesos esenciales que mantienen y apoyan la regeneracion celular. Se han reportado
en estudios protedmicos anteriores, la presencia de mas de 40 metabolitos: citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento presentes en el secretoma de MSC [61]. Todos estos factores de crecimiento
tienen funciones especificas dentro de cada contexto tisular, algunos trabajan sinérgicamente con
otros, su efecto depende del tejido diana, la dosis, y si son liberados individualmente o combinados
[113].
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2.4.1 Angiopoyetina-2

Las angiopoyetinas (Angs) son una familia de factores de crecimiento vascular, estan relacionadas
con la fisiologia celular como supervivencia, proliferacion y migracion. También, las Angs regulan
la maduracidn, estabilizacion y la remodelacién vascular. Existen Angl, Ang2, Ang3 y Ang4; cuyas
actividades importantes estan reguladas a través de los receptores tirosina quinasa Tiel y Tie2, los
receptores mejor caracterizados [114]. Angiopoyetina-1 (Angl), es un factor de crecimiento
angiogénico que utiliza a Tie2 como receptor para emitir sefiales, mientras que angipoyetina 2
(Ang2) se describio inicialmente como un factor antagonista que utiliza el mismo receptor Tie2;
recientemente se ha demostrado que Ang2 tiene actividad agonista. Ang2, utiliza la via de
sefializacion tirosina quinasa con dominios de homologia Ig y EGF, esta via es de las principales y
mas importantes en la angiogénesis y presenta diferencias importantes al VEGF. Ang2 tiene una
longitud de 496 aminodcidos, su péptido sefial de secrecion es NH2 y un dominio similar al
fibrindgeno COOH-terminal, Ang2 interactta con Tie2 con la misma afinidad que lo haria Angl lo
que enciende su rol antagonico sin unirse a Tiel [115-116]. Ang2 se enciende en condiciones de
hipoxia, cancer y por mediadores inflamatorios como la trombina. La actividad antagonista o
agonista de Ang2 se determina por la presencia de Tiel. Ang2 es agonista (proangiogénico) cuando
esta presente Tiel y es antagonista en presencia de Tie2. La funcidn y rol de Ang2 depende de una
variedad de factores como, la sobreexpresion de Ang2, la presencia de VEGF, Angl y Tie2, el tipo
de célula diana, la concentracion y algunas condiciones patologicas especificas como el crecimiento
tumoral [114, 117]. En experimentos in vivo, se ha observado que las altas concentraciones de Ang2
pueden inducir una proliferacion mayor en células endoteliales. Este factor en sumamente importante
para el desarrollo embrionario, su presencia en etapas tempranas muestra un patrén de expresion
puntual en la aorta dorsal y en las ramas aorticas, en células asociadas al endotelio como los
pericitos, en células de musculo liso, ramas arteriales principales y en sitios de remodelacion
vascular, por lo tanto, se ha descrito como uno de los factores que se encuentra en abundancia en el

secretoma de MSC derivadas de placenta y cordén umbilical [118-119].

2.4.2 Eritropoyetina (EPO)
La eritropoyetina es una glucoproteina encargada de regular la eritropoyesis, es decir, se encarga de

la regulacion de la proliferacion de glébulos rojos, previene apoptosis e induce la diferenciacion en
los precursores de eritrocitos. Esta proteina tiene un tamafio de 192 aminoacidos, que después de la
modificacion postraduccional resulta en una proteina madura de 165 aminoacidos [120]. EPO tiene
interaccién con su receptor EpoR, este receptor pertenece a la familia de receptores de citocinas.

EPO inicia la cascada de sefializacién, cuando la hormona tiene contacto con EpoR que se encuentra
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en la membrana celular, al interactuar con el receptor se conforma un homodimero con dos
subunidades idénticas, activando una quinasa por transfosforilacion que a su vez activan a las
proteinas JAK quinasas, especificamente a las JAK2. La JAK2 activada, fosforila los residuos
tirosina que se encuentran en el dominio del receptor, estos residuos son sitios de anclaje de
sefializacion intracelular necesarios para activar la transcripcion STATS5, que a su vez modulan la
expresion génica de la via de sefializacion EPO/EpoR/JAK2/STATS [121-122]. La sintesis de EPO
esta regulada por la presencia de hipoxia a nivel de transcripcion génica. Este factor es producido por
todas las células, sin embargo, el rifidn en el cuerpo humano adulto y el higado durante el desarrollo
fetal, son los principales érganos productores de eritropoyetina EPO actGa como hormona, pero
también como factor de crecimiento, induce la diferenciacion osteogénica y endotelial, promueve la

angiogénesis y la secrecién de un gran namero de factores de crecimiento [123-124].

2.4.3 Factor estimulante de colonias macréfagos (M-CSF)
El factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF o CSF-1) esta asociado a la supervivencia,

proliferacion y diferenciacion de células del linaje de monocitos o macr6fagos, o eso se pensaba en
un inicio, que su papel era ser solo un factor de crecimiento hematopoyético [125]. M-CSF
promueve la diferenciacion de células madre hematopoyéticas hacia macréfagos. Sin embargo, M-
CSF juega un papel en otros procesos como: el metabolismo dseo, la eliminacion de lipoproteinas,
fertilidad y en el sistema inmune. Varios tipos celulares producen M-CSF para combatir infecciones
virales. Ademas, parece tener funciones importantes en la morfogénesis tisular a través de los
macrofagos que tienen contacto con otros tipos celulares y afectar las funciones de los tejidos como
cerebro y piel [126]. Su codificaciébn depende de un Unico gen con glucosilaciones
postraduccionales, por lo que podemos encontrar tres isoformas de M-CSF: como una glucoproteina
en ceélulas, como proteoglucano asociado a MEC y como glucoproteina soluble [127-130].  Asi
como todos los factores de crecimiento, M-CSF cuenta con un receptor de tirosina quinasa conocido
como M-CSFR [131]. M-CSF, parece encargarse principalmente de la regulacién de macréfagos
gue se encuentran remodelando tejidos, este complejo proceso involucra la regulacion del espesor
dérmico, la fertilidad masculina y el desarrollo neuronal [126]. Es tal la importancia de este factor,
gue podemos afirmar que la mayoria de los macréfagos residentes en los 6rganos son dependientes
del M-CSF local [132]. La regulacién del M-CSF en circulacién se controla a través de los
receptores presentes en los macréfagos que residen en higado y bazo. En los modelos de lesion
tisular se ha comprobado que la infiltracion de monocitos y la eliminacion de células dafiadas se

debe al potencial terapéutico que ejerce la accion paracrina de M-CSF [133]. Se han descubierto
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nuevas funciones del M-CSF, de las mas reciente encontramos su funcién en la estimulacién de
progenitores de osteoclastos, y aunque no esté clara la lista de células mesenquimales que producen
M-CSF necesarias para la osteoclastogénesis, se sabe que este factor es clave en la resorcion 6sea.
Ademas de su funcion en hueso, cerebro y piel, también desempefia funciones importantes en el

tracto intestinal y la inmunidad tumoral [134-136].

Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)

G-CSF, conocido como factor estimulante de colonias de granulocitos, desempefia un papel crucial
como regulador de la hematopoyesis y el sistema inmunitario innato. Su funcion principal consiste
en estimular la proliferacion, maduracion y diferenciacion de los neutréfilos y las células madre
hematopoyéticas. Multiples tipos celulares, como fibroblastos, macréfagos, células NK, células
epiteliales y células madre, entre otros, producen G-CSF. Este factor se une a su receptor, G-CSFR,
presente en la membrana celular de células T, células B y células endoteliales [136]. Ademas de su
papel en la hematopoyesis, G-CSF se secreta ampliamente en etapas tempranas del desarrollo y se
encuentra en tejidos como la placenta. En el ambito reproductivo, el G-CSF se ha asociado con
procesos clave como la receptividad del endometrio, la funcién ovérica y la implantacion
embrionaria [137-138]. Es utilizado cominmente en la movilizacion de células madre de la médula
6sea hacia la sangre periférica debido a su papel fundamental en la hematopoyesis [139]. Estudios
han indicado que el G-CSF tiene la capacidad de estimular una respuesta inflamatoria y afectar a
células T, promoviendo el cambio de TH1 a TH2, asi como a células presentadoras de antigenos
[140]. G-CSF es esencial para la produccién de neutréfilos, derivados de células progenitoras en la
médula dsea [141]. En individuos sanos, los niveles normales de G-CSF en sangre oscilan entre 30-
163 pg/mL, pero durante una infeccidn, estos niveles pueden aumentar significativamente,
alcanzando valores de 30-3199 pg/mL [142-143]. La expresion de G-CSFR en células precursoras
conduce a una mayor proliferacion de células granulociticas durante infecciones donde se observa un
incremento en los niveles de G-CSF [144]. G-CSF ha sido ampliamente utilizado en diversos
contextos clinicos e investigaciones, desde el tratamiento de infecciones en pacientes con pies
diabéticos hasta la gestién de neutropenia en pacientes con cancer. Recientemente, se ha explorado
su uso en casos de infertilidad [138, 145-146]. Su produccion responde a diversos estimulos, como la
inflamacion provocada por infecciones, donde factores como la interleucina-1p y el TNFa
desencadenan un aumento en su produccion. Su sintesis estd controlada por mecanismos trans y
postranscripcionales, siendo regulada en parte por vias de sefializacién en respuesta al estrés, como
la MAP quinasa [147-148].
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2.4.5 Factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF)

El factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF) se consideraba
inicialmente como un impulsor del crecimiento de células precursoras de la médula 6sea hacia los
granulocitos y macrofagos, siendo un factor de crecimiento hematopoyético. Sin embargo,
investigaciones recientes han revelado que el GM-CSF posee actividad proinflamatoria y desempefia
un papel relevante en enfermedades autoinmunes [149]. Este factor se produce principalmente en
células T y B activadas, macréfagos, células endoteliales, fibroblastos, células epiteliales,
condrocitos, células de Paneth y células mesenquimales. En humanos, su produccion es estimulada
por IL-1B e IL-12 en células T, mientras que, en fibroblastos y células endoteliales, por TNF- o e IL-
1 [150-151]. EI GM-CSF se une a su receptor presente en células mieloides y células endoteliales.
Este receptor esta compuesto por dos subunidades, o y B, donde la subunidad a. muestra una afinidad
baja hacia el GM-CSF, mientras que la subunidad B se relaciona con los receptores de IL-3 e IL-5
[152]. Su efecto, al igual que muchos factores de crecimiento, depende de la dosis y su subunidad f.
En condiciones saludables, concentraciones bajas de GM-CSF activan la via P1-3 a través de Ser585
de la cadena PB. No obstante, en areas de lesion tisular o inflamacion, concentraciones elevadas de
GM-CSF activan la via Jak2/STATS5 a través de Tyr577, provocando un aumento en la proliferacion
y supervivencia celular [149, 153-154]. A pesar de su reconocido papel como factor de crecimiento
hematopoyético, el GM-CSF despliega una gama de funciones. Actiia como un impulsor de citocinas
proinflamatorias, facilita la presentacion de antigenos, promueve la fagocitosis y la quimiotaxis en
leucocitos [155-156].

2.4.6 Factor de crecimiento hepatico (HGF)
El factor de crecimiento hepatico (HGF) es de origen mesenquimatoso y desempefia un papel crucial

al promover la migracion y proliferacién en diversas células en areas de lesion tisular [157]. Se trata
de una proteina compuesta por dos cadenas, a y 3, con una longitud de 692 0 697 aminoacidos [158].
Mas alla de su conocida funcién en la regulacion del crecimiento y regeneracion hepatica, el HGF
influye en una variedad sorprendente de células en casi todos los tejidos. Por ejemplo, en el pancreas,
actua sobre las células p pancreaticas; en el rifidn, impacta en las células tubulares renales y los
podocitos; en los pulmones, tiene efectos en las células epiteliales del bronquio y los alvéolos de tipo
Il; en el tejido nervioso, afecta a las neuronas del hipocampo y la corteza cerebral, asi como a las
neuronas motoras y sensoriales [158, 159]. EI HGF desempefia actividades biolGgicas vitales,
utilizando la via de sefializacion c-Met/HGF para activar el dominio de tirosina quinasa del receptor,
lo que conduce a la fosforilacion y agrupamiento de residuos de tirosina quinasa en el extremo C.

Entre las funciones destacadas del HGF se encuentra la remodelacién y construccion de tejidos. Se
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ha observado que las células madre mesenquimales (MSC) secretan niveles elevados de HGF, y este
factor contribuye al mantenimiento de la plasticidad cuando se combina con el factor de células
madre (SCF). Esta combinacion retrasa el envejecimiento celular y mejora el potencial de
diferenciacion tanto in vivo como in vitro. Por esta razon, el HGF se utiliza comUnmente durante la

expansion a largo plazo de las MSC en cultivo [158, 160-161].

2.4.7 Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-AA 'y PDGF-BB)
El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) representa un importante mitdgeno para

varias células, incluyendo aquellas del masculo liso y los fibroblastos, constando de dos cadenas
polipeptidicas estructuralmente similares, A y B. Estas isoformas ejercen efectos celulares al activar
los receptores de proteina tirosina quinasa. Ambas cadenas, unidas por enlaces disulfuro, tienen una
longitud de aproximadamente 100 aminoéacidos [158]. Mas alla de su implicacion en el desarrollo
embrionario y la cicatrizacion de heridas mediante la estimulacion de la proliferacion celular en
diversos tipos celulares, el PDGF también participa en la remodelacion y reorganizacion de los
filamentos de actina, lo que afecta la migracion celular [162-163]. Su expresion aumenta en
respuesta a la baja concentracion de oxigeno, asi como a la estimulaciéon por otros factores de
crecimiento o citocinas [164-165]. Ademas, tiene un papel importante en la atraccién y activacion
de macréfagos y neutrofilos, células cruciales en la sanacién de heridas in vivo. En etapas
posteriores de la cicatrizacion, el PDGF estimula la formacion de colageno, proteoglucanos,
fibronectina y acido hialurénico [166-169]. Aunque inicialmente se pensaba que las plaguetas eran
las Unicas células que secretaban PDGF, actualmente se sabe que los macrofagos activados, las
células endoteliales, las células del musculo liso arterial, los fibroblastos y los queratinocitos
epidérmicos son altamente secretoras de este factor de crecimiento. En sitios de lesion, el PDGF,
especificamente la isoforma PDGF-AA, se encuentra elevado, especialmente en fibroblastos de
heridas agudas y cronicas. Sin embargo, sigue siendo un enigma por qué la isoforma PDGF-AA
persiste durante mas tiempo en el proceso de cicatrizacion, mientras que la PDGF-BB predomina en
etapas posteriores [162,170]. Los receptores de PDGF, en especial los receptores 3, aumentan en
fibroblastos y células del musculo liso en presencia de inflamacion o lesiones cuténeas,
manteniéndose en niveles bajos de expresion cuando el tejido esta en reposo [171]. La disposicién
antiparalela de las subunidades del dimero PDGF-BB es similar a otras estructuras tridimensionales,
como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento transformante-
(TGF-P) y el factor de crecimiento nervioso. PDGF interactia con moléculas de matriz y proteinas
solubles [162]. La interaccion con la macroglobulina a2 sucede solo en PDGF-BB y no en -AA.

Los receptores de PDGF transmiten sefiales relacionadas, aunque no idénticas, siendo una
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diferencia notable que solo el receptor B regula la formacion de estructuras circulares de actina en
sitios especificos de la célula [172]. Las isoformas de PDGF inducen complejos homodimeros o
heterodimeros de receptores con efectos regulados y especificos, como la proliferacion,
quimiotaxis, migracion y prevencion de la apoptosis. Se ha observado que la aplicacion local de la
isoforma PDGF-BB provoca un aumento en el tejido de granulacion, una fase proliferativa
caracterizada por la presencia de fibroblastos, coldgeno y elastina, lo que resulta en una aceleracion
del tiempo de cicatrizacion [173]. En otros casos, se ha mostrado que la isoforma BB aumentan la
tasa de reepitelizacion y la neovascularizacion. Con respecto a su efecto en las células, PDGF-BB
es popular por inducir la proliferacion y diferenciacion de fibroblastos. Su efecto es tan fuerte, que
comunmente se usa PDGF-BB como tratamiento para la cicatrizacion de heridas en personas con

una baja capacidad de cicatrizacién como lo son los pacientes diabéticos [174].

2.4.8 Factor de células troncales (SCF)
Si bien es posible obtener y aislar MSC de varios tejidos, su cantidad es limitada. Por consiguiente,

la expansion in vitro de estas células, preservando su fenotipo y manteniendo su naturaleza troncal,
se vuelve crucial [175]. El factor de células troncales (SCF) o también conocido como ligando de c-
kit, puede encontrarse tanto como proteina transmembranal como una proteina soluble. Tiene una
funcion hematopoyeética al unirse a su receptor (c-kit). El receptor c-kit 0 CD117 es un receptor de
tipo tirosina quinasa tipo Ill, de la misma familia que los receptores de PDGF y flk-2 [176]. SCF
presenta receptores en diversas células hematopoyéticas, incluyendo linfocitos B y T, asi como en
otros tipos celulares. En el plasma humano, el SCF circula a una concentracion de aproximadamente
3.3 ng/ml, mientras que su receptor c-kit se encuentra en una proporcion molar hasta 30 veces mayor
[177-178]. Durante el desarrollo embrionario, SCF y c-kit son expresados en sitios hematopoyéticos
como el saco vitelino, el higado fetal y la médula 6sea. Asi mismo, SCF también se encuentra en
tejidos adultos. Es producido por células endoteliales de la médula, fibroblastos y células troncales
[179]. SCF es un factor que puede actuar en conjunto con otras citocinas como EPO, IL-3, GM-CSF
y G-CSF. Su efecto es protector, promueve la supervivencia de células progenitoras, provoca la
entrada de las células troncales en el ciclo celular y actla especialmente en tejidos que han sufrido
algin dafio o infeccidn, como atrayente de leucocitos y macrofagos a la zona de lesion [178]. SCF,
en conjunto con IL-2, induce la diferenciacion de células asesinas naturales (NK) y puede
incrementar el nimero de precursores de células dendriticas en cultivos in vitro. Por estas razones, el
SCF se considera un factor esencial y determinante en la proliferacién, diferenciacién y activacién de
mastocitos. Del mismo modo, SCF es un factor de mantenimiento de troncalidad para las MCS

dentro del nicho celular [180].
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2.4.9 Factor de crecimiento transformante-alfa (TGF-a)
El factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a) es un polipéptido, que actia gracias a la union

con el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). TGF-o se produce en una gran
variedad de células y tejidos embrionarios y adultos [181]. TGF-a, es producido por macréfagos,
eosinofilos, queratinocitos, fibroblastos y células troncales. El papel de TGF-a en la cicatrizacion de
heridas ha sido estudiado con mucho interés por ser un estimulante de varios receptores y actuar a
través del mismo mecanismo molecular que EGF [182]. Aunque el TGF-o y el EGF se unen al
receptor con una afinidad similar, se observan diferencias que no pueden atribuirse a la unién con el
ligando. Mas bien, estas discrepancias parecen estar relacionadas con la capacidad del receptor para
recibir estimulos maltiples del ligando, lo que prolonga la sefializacion en el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). Por lo tanto, se plantea que el TGF-o podria prolongar la actividad
del receptor durante un periodo mas extenso en comparacion con el EGF [183]. TGF-o trabaja
sinérgicamente con EGF, ambos comUnmente usados en el tratamiento de cicatrizacion de heridas
epiteliales. Estos factores de crecimiento regulan la motilidad celular en varios tipos celulares como
cérnea 0 queratinocitos epidérmicos [184-185]. TGF-o promueve proliferacion, migracion,
angiogénesis y recientemente se ha sefialado como uno de los principales factores que incrementa el
desarrollo epitelial [186]. La cicatrizacién de heridas requiere de cuatro tipos celulares principales,
células endoteliales, fibroblastos, macrofagos y queratinocitos. Una vez que se detecta una herida,
los queratinocitos y las células que se encuentran en los bordes de la lesion estimulan la propagacion
de sefiales celulares que provocan una mayor migracion celular y una posterior proliferacion [187-
188]. La via de sefializacion crucial para controlar la proliferacion y migracién de queratinocitos se
activa mediante el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el cual responde a la
accion de ligandos como EGF y TGF-a. EGFR desempefia un papel fundamental en diferentes
etapas del proceso de cicatrizacion, incluyendo la fase inflamatoria, la contraccion de la herida, la
multiplicacion celular, la migracién y la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis). La
produccion de TGF-a puede estar asociada con diversas afecciones, como cancer intestinal,

carcinoma papilar de tiroides, cancer de mama y del epitelio olfatorio. [189-191].

2.4.10 Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es miembro importante de los factores de

crecimiento que regulan la angiogénesis. También, es reconocido por tener un efecto mitdgeno y
antiapoptético en células endoteliales. VEGF, tiene efecto en la migracion y en la permeabilidad

celular, secrecién, entre otras funciones endoteliales. Forma una familia grande donde se incluyen
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cinco miembros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D vy el factor de crecimiento de placenta
(PIGF), que regulan vasculogénesis, angiogénesis y linfangiogénesis [192-193]. VEGF, se une a dos
receptores con actividad de tirosina quinasa, Flt-1 y KDR/FIk-1. La formacion de nuevos vasos
sanguineos a partir de los preexistentes se estudia como modelo necesario para el entendimiento de
varias vias de sefalizacion usadas por VEGF y Ang en etapas tempranas embrionarias hasta en
tejidos adultos [194].  El receptor de VEGF es muy interesante, actualmente se sabe que, en
organismos no vertebrados, el gen receptor similar a VEGFR carece de actividad en la regulacion de
la migracion y proliferacion celular [195]. VEGF-A actla durante la embriogénesis, y se ha visto
que su funcidn es vital para la formacion de vasos sanguineos en esta etapa, pues en ratones knockout
se exhibe un fenotipo embrionario con la formacién de vasos sanguineos irregulares e inmaduros, lo
gue provoca letalidad en los roedores [196]. Los VEGR, son similares estructuralmente hablando, a
los receptores de PDGF. Sin embargo, a nivel de sefializacion son bastantes diferentes, los receptores
PDGFR actua sobre la subunidad p85 de PI3K y estimula PI3-Akt y Ras, mientras que VEGFR,
pocas veces activa considerablemente esta via [197-198]. El factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) tiene la capacidad de inducir la osteogénesis de forma indirecta al desencadenar la
liberacion paracrina de factores de crecimiento osteogénicos, particularmente el VEGF-A. Este
factor desempefia un papel crucial en procesos de reparacién dsea como la osificacion
intramembranosa y endocondral. Ademéas, VEGF regula el proceso de cicatrizacion de heridas
interviniendo en la epitelizacion, la formacién de colageno y el equilibrio de células inflamatorias.
Asimismo, en conjunto con otros factores como el FGF y el TGF-B, VEGF actia como un factor de
crecimiento colaborador. Estas citocinas angiogénicas coadyuvan en la angiogénesis y la
recuperacién de lesiones o heridas al facilitar la formacion de nuevos vasos sanguineos [198-199].
VEGF-A participa activamente en la angiogénesis embrionaria y en la restauracion de heridas,
VEGF-B participa en la angiogénesis embrionaria, VEGF-C y VEGF-D en la linfangiogénesis y en

situaciones de angiogénesis patoldgica existen niveles altos de PIGF [199-201].

2.5 Aplicacion clinica del secretoma de células troncales

Las células troncales mesengquimales o MSC tienen incontables ventajas, multiples propiedades y
una obtencion y aislamiento relativamente eficaz. Las MSC actlian fuertemente a un nivel paracrino,
su secretoma es un “coctel” resultante de la combinacién de altos niveles de moléculas bioactivas
liberadas en respuesta al ambiente. Esta mezcla de factores de crecimiento no es constante, en
realidad depende de los estimulos presentes in vivo e in vitro. No se cuestionan los resultados

positivos ni el rol complejo, durante la reparacion de heridas por parte de las MSC.
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Hasta hace poco las MSC habian sido investigadas en la mayoria de las lesiones de hueso y
cartilago [202]. Desde entonces, muchos de los experimentos han buscado innovar en el empleo de
las MSC para el tratamiento de una variedad de patologias. Las MSC son una herramienta
terapéutica de enfermedades autoinmunes como el lupus [203]. Otro aprovechamiento del potencial
de las MSC ha sido para tratar enfermedades cardiovasculares como el infarto de miocardio [61,
204-205], la esclerosis multiple [206], cirrosis hepéatica [207], diabetes [208], lesiones pulmonares
[209], enfermedades renales [210], en ortopedia y odontologia [211], lesiones cutaneas [212], entre
otras.

La evidencia del potencial regenerativo e inmunomodulador del secretoma de las MSC sigue en
investigacion preclinica, aunque, tal parece que ya se ha establecido que el uso del secretoma es
seguro y viable en el método de obtencion y su actividad paracrina, ademas de no presentar riesgos o
efectos secundarios en los pacientes [213-215]. La aplicacion clinica del cultivo de MSC para la
obtencion del secretoma aln continua en estandarizacion.

Principalmente se investiga el preacondicionamiento en cultivo de las MSC, el proceso de
almacenamiento mas eficiente y el mantenimiento del fenotipo troncal a lo largo de los pases
celulares in vitro [216]. En retrospectiva, existen argumentos confiables para usar el secretoma
derivado de MSC. Los efectos terapéuticos de las MSC se deben a la secrecion de biomoléculas
activas solubles. Como la citocina TGB-p producida por las MSC, que median la remodelacion en el
miocardio cuando este sufre de infarto [217]; o el factor de crecimiento de queratinocitos gque junto
con Angiopoyetina derivada de las MSC forman una barrera protectora de dafio que pudiera
modificar la permeabilidad del epitelio alveolar y el endotelio [218]. También, otros factores
importantes secretados por las MSC son interleucina-10 y prostaglandina-E2 con propiedades
antinflamatorias [216 y 219]. EIl injerto de MSC tiene bajo porcentaje de proliferacién y
mantenimiento in situ, aunque se realice con diferentes técnicas [220]. Por ultimo, el uso del
secretoma como herramienta libre de células, tiene el mismo efecto terapéutico que la terapia con
células, pero sin todas las desventajas que lo acompafian. Si bien, aln falta mucho por investigar, la
terapia libre de células a partir del secretoma producido por las MSC se dirige por buen camino [216
y 221].
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3. JUSTIFICACION

La eficiencia terapéutica de los injertos de MSCs en sitios de lesion o modelos in vivo es limitada,
cuando existe un dafio grave o irreversible la supervivencia celular es deficiente debido a procesos
normales que regulan la reparacién como son la inflamacién, muerte o la diferenciacion celular. Se
conoce que los factores de crecimiento secretados por las MSCs son los responsables de iniciar y
coordinar las cascadas de sefializacion que promueven la supervivencia, migracion y proliferacion
celular. El interés fundamental, dentro de la ingenieria de tejidos es utilizar estos precursores clave
de la renovacion tisular que son producidos de manera constitutiva por las células y asisten en el
proceso de regeneracion. Conocer y modular la secrecion de los factores de crecimiento que las
MSCs producen mediante su preacondicionamiento in vitro adquiere relevancia para aprovechar su
potencial en la aplicacion del secretoma como herramienta terapéutica o para el desarrollo de

distintos dispositivos médicos sin aplicar terapias celulares.

4. HIPOTESIS

EGF y FGF han sido usados como suplemento en el cultivo celular de MSC. Sin embargo, ain no se
ha explorado su efecto en el preacondicionamiento de células troncales. Por lo que si las cultivamos
con estos dos potentes factores de crecimiento, tendra un efecto en la actividad bioldgica de las MSC

in vitro.

5. OBJETIVO

Caracterizar la presencia y concentracion de distintos factores de crecimiento como producto del
preacondicionamiento celular con EGF y FGF en el cultivo de MSC derivadas de la Gelatina de
Wharton (WJ-MSC).

5.1 Objetivos especificos
Cultivar MSC derivadas de la Gelatina de Wharton (WJ-MSC).

Comprobar el fenotipo de las WJ-MSC.

Obtener y caracterizar el secretoma de WJ-MSC bajo las siguientes condiciones de cultivo:
2.1 WJ-MSC sin estimulo.

2.2 WJ-MSC con estimulo de EGF y FGF.

2.3 WJ-MSC con distinta fecha de almacenamiento.
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6. METODOLOGIA

6.1 Obtencion y cultivo de células troncales mesenquimales de la Gelatina de Wharton (WJ-MSC)
Las WJ-MSC fueron obtenidas por cultivo primario del cordén umbilical en DMEM-F12
suplementado con 10% de SFB y antibidtico penicilina y estreptomicina al 1% con cambio de medio
cada 48 horas, hasta alcanzar una confluencia del 80%.

Procedimiento: (1) El fragmento de cordon umbilical se lava con HBSS y alcohol al 70% para retirar
el exceso de plasma sanguineo, (2) Al cordén umbilical se le retiran los vasos sanguineos y se
obtienen cortes mas pequefios, menores a 5 mm, (3) se realizan dos lavados con solucion salina
Hanks suplementada con antibi6tico (penicilina y estreptomicina al 1%) en tubo Falcon durante 30
minutos, (4) se retira la solucion Hanks con antibiético y se realizan dos lavados mas, solo con
Hanks de 30 seg, (5) los fragmentos se colocan por explante con la zona de la Gelatina de Wharton
en contacto con el plastico, en cajas petri de 90mm de diametro, (6) se afiaden 5ml de medio de
cultivo DMEM F12 a cada caja petri, suplementado con SFB al 10% vy antibiético (penicilina y
estreptomicina al 1%), (7) el cambio de medio se realiza cada 48 horas y se incuban a 37°C hasta
alcanzar el 80% de confluencia, (8) al alcanzar la confluencia se cosecha la monocapa celular
mediante incubacion con HBSS suplementado con tripsina 0.05%-EDTA 0.02% durante 3 minutos,
(9) se inactiva tripsina con proporcion 1:2 de DMEM-F12 y se centrifuga a 1800 rpm durante 5
minutos, (10) retener boton celular y resuspender en 1ml de medio DMEM-F12, (11) realizar conteo
celular en cadmara de Neubauer y sembrar células en nuevas cajas petri a 1 x 10 # células/ml y
adicionar 5 ml de medio DMEM F12, (12) realizar respectivos cambios de medio cada 48h hasta

alcanzar pase 4 y confluencia del 100%.

6.2 Fenotipo de las WJ-MSC por citometria de flujo

Caracterizar a las WJ-MSC aisladas por explante por citometria de flujo utilizando anticuerpos para
los marcadores de superficie CD73, CD90, CD105, CD44, HLA-ABC, HLA-DR, CD34, CD11b,
CD19 y CD45. Procedimiento: (1) se cosechan las células y se resuspende en tubos de
microcentrifuga a 1 x 10 # células/ml por cada tubo, (2) centrifugar a 1200 rpm durante 1 min,
decantar y lavar con 0.5 ml de PBS (buffer fosfato salino) en total 2 lavados, (3) resuspender en 50 pl
de PBS y tenir con 0.3 pl de anticuerpo correspondiente, (4) incubar por 15 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente, (5) realizar dos lavados con PBS, de acuerdo al procedimiento del paso 2, (6)
resuspender y fijar con formaldehido, (7) evaluar presencia de marcadores de superficie por

citometria de flujo, (8) analizar el fenotipo de las WJ-MSC con el software FlowJo.
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6.3 Modulacion in vitro: preacondicionamiento con factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF)

A partir del pase 3 y en 80% de confluencia, las células WJ-MSC son estimuladas con un medio de
preacondicionamiento con dos factores de crecimiento, para el preacondicionamiento in vitro del
cultivo. Se preparan tres medios de cultivo: a) medio de crecimiento (DMEM-F12 sin rojo fenol
suplementado con SFB al 10% vy antibidtico penicilina y estreptomicina al 1%); b) medio de
preacondicionamiento (DMEM-F12 sin rojo fenol suplementado con EGF y bFGF (medio
proporcionado por Novograft Laboratories) y antibiético penicilina y estreptomicina al 1%) y
suplementado con 2% de SFB; c¢) medio plano (DMEM-F12 sin rojo fenol, sin SFB y sin factores de
crecimiento antibiético penicilina y estreptomicina al 1%).

Procedimiento: (1) Tras 25 dias de cultivo a las WJ-MSC y confluencia del 80%, se retira el medio
(DMEM-F12 de crecimiento); (2) se realizan dos lavados con 6ml de PBS con duracion de 30 seg
hasta retirar el remanente del medio DMEM-F12; (3) se afiade 10ml el medio de
preacondicionamiento y se mantiene por 48h en incubacion, (4) pasadas las 48h, se retira el medio de
preacondicionamiento y se realizan tres lavados con 6ml de PBS, (5) se colocan 10ml de medio
DMEM F12 sin rojo fenol plano, (6) el medio plano se deja por 48h, (7) después de 48h el secretoma
producido por las WJ-MSC se colecta en tubos Falcon de 50 ml y se almacena a -70°C, (8) una vez
realizada la colecta, las células permanecen con 10ml de DMEM-F12 de preacondicionamiento por
48h, (9) pasadas las 48h, se retira el medio de preacondicionamiento y se realizan tres lavados con
6ml de PBS, (10) se colocan 10ml de medio DMEM F12 sin rojo fenol plano, (11) después de 48h el
secretoma producido por las WJ-MSC se colecta en tubos Falcon de 50ml y se almacena a -70°C. El
ciclo de preacondicionamiento y colecta del secretoma se mantiene hasta el pase 4 y se almacena en
tubos Falcon de 50ml a -70°C, para su posterior analisis. Para el grupo control sin
preacondicionamiento, se aplicd un ciclo de cambio de medios entre el a) medio de crecimiento
(DMEM-F12 sin rojo fenol suplementado con SFB al 10% y antibidtico penicilina y estreptomicina
al 1%) y c) medio plano (DMEM-F12 sin rojo fenol, sin SFB y sin factores de crecimiento;
antibidtico penicilina y estreptomicina al 1%); con el mismo protocolo que el grupo

preacondicionado. Se realizaron un total de 6 ciclos para cada grupo experimental.

6.4 Procesamiento y caracterizacion del secretoma de WJ-MSC: ensayo mdltiple de factores de
crecimiento humano, LEGENDplex de Biolegend y citometria de flujo
El secretoma total del cultivo de células troncales mesenquimales derivadas de la Gelatina de

Wharton se almacena por pases, en tubos Falcon de 50 ml a -70°C. Todos los secretomas son
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liofilizados a -109°C/0.075Pa durante 30-32h en una liofilizadora Coolsafe Basic cilindrica, hasta
obtener una liofilizacion completa. El secretoma liofilizado de cada tubo fue etiquetado, pulverizado
y almacenado a -70°C en un refrigerador REVCO. Para la caracterizacion del secretoma se requiere
del ensayo multiple de factores de crecimiento humano LEGENDplex, es un kit usado para la
cuantificacion precisa de multiples factores de crecimiento en el secretoma de cultivo celular y otras
muestras bioldgicas en suspension. Este kit permite evaluar 13 factores de crecimiento diferentes y
sus concentraciones, simultineamente en cada muestra de secretoma liofilizado humano. Los
factores analizados fueron: Ang-2, EGF, EPO, bFGF, G-CSF, GM-CSF, HGF, M-CSF, PDGF-AA,
PDGF-BB, SCF, TGF-a y VEGF.

Procedimiento:(1) se crea una curva de concentracién conocida (C0-C7), colocando 25 uL de Wash
Buffer (WB) a CO para el control, y a C1-C7 se les afiadio 25 L de los reactivos de la curva C1-C7
en tubos de microcentrifuga, (2) para los liofilizados (grupos experimentales), se pesan 0.025¢g de
cada liofilizado en 250uL de WB y se homogeneiza la solucion en tubos de microcentrifuga con
ayuda de un vortex, (3) a todos los tubos se les afiade 25 pL de Assay Buffer, (4) a todos los tubos se
les afiade 25 pL de perlas provenientes del kit listas para su uso y se homogeneizan con ayuda de
vortex durante 10 segundos, (5) se incuban en obscuridad y con agitacion constante a temperatura
ambiente durante 2h, (6) luego de la incubacidn, se centrifugan todos los tubos a 10,000 rpm/ 5min
en microcentrifuga, (7) se retira el remanente de la tincion y se verifica la presencia de botén con
perlas en color azul, (8) se realiza un lavado con 200 uL de WB, se mezcla en vortex durante 5
segundos y se centrifuga a 10,000 rpm/ 5min, (9) se repite un segundo lavado como en (7) y (8), (10)
A todos los tubos se les coloca 13 pL de anticuerpo de deteccion y se incuban en obscuridad y
agitacién constante a temperatura ambiente durante 1h, importante: no se realizan lavados al concluir
(10), (11) inmediatamente se afiaden 13 puL de SA-PE y se incuban en obscuridad y agitacién a
temperatura ambiente durante 30 min, (12) se realizan dos lavados como en (7) y (8) y se retira el
exceso de WB con ayuda de micropipeta conservando el botén celular, (13) el boton que contenia las
perlas se resuspende en 150 puL de WB vy se transfirieren a tubos de citometria para su analisis por
citometria de flujo. Los datos obtenidos son analizados en el software que ofrece LEGENDplex de
Biologend, los cuéles nos dan valores de concentracion en pg/ml de cada uno de los 13 factores

analizados y la curva de (C0O-C7).
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Andlisis estadistico

Para la caracterizacion del secretoma producido por las WJ-MSC en cultivo con y sin el
preacondicionamiento con EGF y FGF se realiz6 un analisis general y descriptivo con ayuda del
software LEGENDplex de Biologend que ofrece valores en pg/ml de la concentracion precisa de los
13 factores de crecimiento de la siguiente manera: se realizé un andlisis general sin importar el factor
de crecimiento para identificar en cudl condicion habia una mayor produccién de factores de
crecimiento. Los datos fueron separados en grupos bajo diferentes condiciones de cultivo:

Grupo A: formado por los datos obtenidos bajo cultivo con DMEM-F12 con rojo fenol y en medio
de crecimiento (sin factores de crecimiento), una mezcla de Pase 1 a Pase 2.

Grupo B: formado por los datos obtenidos bajo cultivo con DMEM-F12 con rojo fenol y en medio
de crecimiento (sin factores de crecimiento), una mezcla de Pase 3 a Pase 4.

Grupo C: formado por los datos obtenidos bajo cultivo con DMEM-F12 sin rojo fenol y en medio
de crecimiento (sin factores de crecimiento),

Grupo D: formado por los datos obtenidos bajo cultivo con DMEM-F12 sin rojo fenol y en medio
de preacondicionamiento (con factores de crecimiento EGF y FGF) de pase 3, comparando el
secretoma obtenido en 2019 (almacenado).

Grupo E: formado por los datos obtenidos bajo cultivo con DMEM-F12 sin rojo fenol y en medio
de preacondicionamiento (con factores de crecimiento EGF y FGF) de pase 3, secretoma obtenido
en 2021 (fresco).

Los datos fueron comparados estadisticamente por un analisis de varianza de una via (ANOVA) y
prueba Sidak usando el software estadistico GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA) considerado p<0.05 como estadisticamente significativo. Se usé una N=4 en cada grupo y se
consideré como variable dependiente a la concentracién en pg/ml y a la variable independiente a
cada uno de los 13 factores de crecimiento, para cada condicién de cultivo. Para el analisis por cada
factor de crecimiento comparado en cada condicion de cultivo se realizé una prueba ANOVA de una

via y una prueba t de student usando el software estadistico GraphPad Prism 8.
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7. RESULTADOS

7.1 Fenotipo de las células troncales mesenquimales (WJ-MSC)
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Figura 6. Inmunofenotipo de las WJ-MSC. Marcadores representativos del fenotipo mesenquimal,
CD73, CD90, CD105, HLA-ABC y CD44; positivos y CD45, CD19, CD34, CD11b y HLA-DR,;
negativos. Se observaron a las poblaciones control, histogramas en color gris. Las poblaciones
positivas (histogramas en color rosa) y la poblacion negativa (histogramas en color azul) por lo
tanto, se obtuvo una poblacion aislada de células troncales mesenquimales de cordon umbilical.
Para el fenotipo mesenquimal post-preacondicionamiento con EGF y FGF se observaron a la

poblacion positiva en color naranja y a la poblacion negativa en color morado.
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El analisis del fenotipo celular por citometria de flujo de las WJ-MSC, mostrado en la Figura 6, se
observo que las células presentaron una alta expresion de CD73+, CD90+, CD105+ y CD44+ y
HLA-ABC+; una expresion negativa de CD45-, CD19-, CD34-, CD11b- y HLA-DR-; en todos los
casos mayor al 89%, con lo que se comprob6 su fenotipo mesenquimal para el grupo que no recibio6
estimulacion con EGF y FGF. En el caso de las poblaciones preacondicionadas con EGF y FGF,
existio una pequefia poblacion negativa para: CD105+ y HLA-ABC+. En los marcadores negativos
no hubo modificaciones con o sin preacondicionamiento de EGF y FGF.

7.2 Caracterizacion del secretoma de WJ-MSC

7.2.1 Analisis de la produccion total de factores de crecimiento encontrados en el secretoma bajo

distintas condiciones de cultivo
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Figura 7. Cuantificacion precisa de los factores de crecimiento producidos por las WJ-MSC en
diferentes condiciones de cultivo y almacenamiento. Se obtuvieron seis grupos; A: pases tempranos
(1 y 2) con rojo fenol, B: pases tardios (3 y 4) con rojo fenol, C: pase 3 sin rojo fenol, D: pase 3 sin
rojo fenol y con estimulo de (EGF y FGF) y “almacenado” del afio 2019, E: pase 3 sin rojo fenol y
con estimulo de (EGF y FGF) “fresco” del afio 2021. Se encontr6 diferencia significativa en A vs.

E, (n=4) * p= 0.0197. Los datos se compararon estadisticamente mediante un analisis de varianza de
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una via (ANOVA) y prueba Sidak usando el Software estadistico GraphPad Prism 7 considerando
p<0.05 como estadisticamente significativo.

El analisis estadistico de los cambios en las concentraciones (pg/ml) entre los grupos
experimentales cultivados con/sin rojo de fenol, no mostrd diferencia significativa. Con esto,
comprobamos que el rojo de fenol podria no alterar la actividad productora y secretora de las WJ-
MSC, por lo que incluso, el cultivo primario de WJ-MSC se podria realizar desde un inicio, en un
medio libre del rojo de fenol y las células contarian con la misma actividad secretora. Del mismo
modo, estadisticamente, no hubo diferencia en cuanto a las concentraciones (pg/ml) entre los grupos
experimentales dependientes del pase celular. La produccién y secrecion de factores de crecimiento
fue similar entres los pases 1 a 4, por lo que las células son igualmente secretoras en etapas
tempranas como tardias. Con respecto al preacondicionamiento con (EGF y FGF); se observaron de
manera cualitativa dos comportamientos, los primeros tres grupos (A, B y C) que no recibieron
preacondicionamiento, tuvieron una concentracion similar entre si. Por otro lado, en los grupos: D
y E, el preacondicionamiento con EGF y FGF provocé un cambio en la produccién y secrecion de
factores de crecimiento, evidenciado por el aumento en la concentracion. La diferencia significativa
fue notoria entre el grupo A (WJ.MSC pase temprano) vs el grupo E (WJ-MSC de pase 3
estimuladas con EGF y FGF, fresco), ver figura 7. Con respecto al almacenamiento del secretoma y
el mantenimiento de las caracteristicas bioldgicas, comparamos un secretoma resultado del
preacondicionamiento con EGF y FGF; previamente liofilizado y almacenado en el afio 2019
(grupo D), observamos que no existio diferencia significativa con respecto al contenido proteico,
cuando este es comparado con un secretoma “fresco” (grupo E) con las mismas caracteristicas de
preacondicionamiento. El analisis de ambos liofilizados (almacenado y fresco) mostrd, un rango de
concentraciones similares, independiente de los factores de crecimiento analizados, por lo que el

almacenamiento del secretoma liofilizado es posible, ver figura 7.

7.2.2 Analisis comparativo maltiple LEGENDplex: produccion y secrecion de factores de
crecimiento.
Una vez analizado en qué condiciones de cultivo, se obtuvo una mayor produccion y secrecién de

factores de crecimiento, fue necesario realizar un estudio mas detallado por cada uno de los
factores. Los resultados del analisis LEGENDplex del secretoma de WJ-MSC, respaldaron la
presencia de varios factores de crecimiento, asi como su composicion relativa que ayudan a

incrementar el conocimiento del perfil del metabolismo de las MSC durante su cultivo in vitro.
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Figura 8. Factores de crecimiento asociados con la proliferacion, angiogénesis, troncalidad,
regeneracion y cicatrizacion de heridas.
En todos los casos: A (pases tempranos 1 y 2), B (pases tardios 3 y 4), C (pase 3 cultivadas en

medio DMEM-F12 sin rojo fenol), D (pase 3 estimuladas con EGF y FGF “almacenado” del afio
2019), E (pase 3 estimuladas con EGF y “fresco” del afio 2021). En todos los grupos se observan
concentraciones mayores a los 2000 pg/ml.

Los resultados recopilados confirman que las WJ-MSC producen y secretan factores de crecimiento
con actividades angiogénicas, proliferativas, migratorias, quimioatractivas con relevancia en la
medicina regenerativa. La tecnologia del kit anélisis multiple de Biolegend LEGENDplex, utiliza
perlas con alta sensibilidad para la cuantificacion de varios analitos presentes en una suspension
como lo es, el secretoma de MSC. Estos analitos pueden ser citocinas o factores de crecimiento
(FC), que se categorizan por concentracion de manera simultdnea en un mismo ensayo. Se
evaluaron un total de 13 FC incluidos: Ang-2, EPO, VEGF, SCF, GM-CSF, M-CSF, G-CSF,
PDGF-AA, PDGF-BB, EGF, FGF, HGF, TGF-a; para cada una de las condiciones de cultivo y se
subdividieron de acuerdo con su funcion, pese a que varios de los FC descritos a continuacion
tienen méas de una funcion o comparten actividad al combinarse con otras citocinas [237-238]. En
cuanto a los factores de crecimiento, en el presente estudio, se encontraron niveles por encima de
los 2500 pg/ml de: EGF, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, PDGF-AA y VEGF, ver figura 8. Por lo que,
las WJ-MSC producen de manera constitutiva, FC, asociados con la proliferacion celular, incluso
sin el preacondicionamiento con EGF y FGF. También, particularmente en HGF y bFGF en este
estudio se observéd una diferencia significativa en cuanto a la secrecién de factores de crecimiento
dependiente de la condicion de cultivo. Para HGF esta diferencia fue notoria en el grupo C vs grupo
E, ambas muestras pertenecientes al pase 3, el grupo C (sin preacondicionamiento), grupo E (con
preacondicionamiento). En el caso de bFGF, observamos también un caso significativo entre los
datos del grupo A vs el grupo D, grupo A (sin preacondicionamiento pases tempranos), comparado

con el grupo D (preacondicionamiento y almacenado), ver figura 8.

8. DISCUSION

El analisis del fenotipo celular por citometria de flujo de las WJ-MSC evidencié un fenotipo
mesenguimal, la expresion positiva de CD73+, CD90+, CD105+, CD44+ y HLA-ABC+; vy la
expresion negativa de CD45-, CD19-, CD34-, CD11b- y HLA-DR- en este estudio, concuerda con

lo observado por Liau y colaboradores en 2020 donde, se sefial6 una morfologia fibroblastoide y la
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adherencia a superficies plasticas caracteristica [106 y 222]. El preacondionamiento de las WJ-MSC
con los factores EGF y FGF, mantuvo el fenotipo mesenquimal en gran parte de la poblacion
celular. Sin embargo, el marcador CD105+ y HLA-ABC+ presentaron una disminucion del
porcentaje de expresion, con respecto a las WJ-MSC no estimuladas, ver figura 6. Estos cambios
en el perfil de expresién también fueron reportados por Riekstina y colaboradores en 2008.
Riekstina y su equip6, preacondicionaron MSC derivadas de piel con EGF y FGF-2 a 20ng/ml y
40ng/ml respectivamente; y al analizar el fenotipo, observaron a CD90+, CD105+, CD73+, CD45-,
CD14-, HLA-DR-, fenotipo que se conservaba en el 95% de la poblacién de los pases 1 a 3. No
obstante, con el preacondicionamiento a partir del pase 3, observaron una pequefia poblacion
positiva para CD34, estos cambios en el perfil post-preacondicionamiento concuerdan con nuestro
estudio, ya que CD105+ y HLA-ABC+ también presentaron alteraciones en el pase 3, por lo que
planteamos la posibilidad de que el preacondicionamiento con EGF y FGF después del pase 3
podria modificar el perfil de las WJ-MSC en cultivo [223].

Yang y su equipo observaron que las WJ-MSC presentaban una proliferacién significativamente
mayor en los primeros pases (pase 2-3), destacando el pase 3 como la etapa con la maxima
proliferacién celular. Sin embargo, notaron que esta capacidad de proliferacién disminuia a medida
gue avanzaban los pases celulares. Si bien, en el presente estudio, no se realizaron pruebas de
proliferacién, de manera descriptiva, también se observd este comportamiento. Yang, también
menciond, que a partir del pase 5, las WJ-MSC presentan cambios morfoldgicos, como una
geometria aplanada e irregular y un cambio en la capacidad de proliferacion y secrecion, explicado
por el envejecimiento de las MSC in vitro [224-225].

Riekstina, también describi6 cambios en la morfologia de las MSC al preacondicionarlas con
diferentes concentraciones de EGF y bFGF (5, 10, 20, 40 ng/ml), observaron cuerpos celulares
dendriticos y esferas flotantes en el citoplasma. También, al analizar la capacidad proliferativa,
observaron que el uso de ambos factores no tiene efecto en la proliferacion celular, pero si, en la
actividad biolégica. Al cuantificar la secrecion de bFGF en el grupo control (medio de cultivo
enriquecido solo con 10% de SFB), encontraron 317-410 pg/ml por 5 x1074 células, [223]. En el
presente estudio la produccién de bFGF en el grupo control fue de 4000-5000 pg/ml por 1.45 x
1075 células tras seis ciclos de colecta, por tanto, con el protocolo de este estudio, se obtuvieron
mayores concentraciones de FC. FGF-2/bFGF, es un estimulante de varios tipos celulares
incluyendo fibroblastos, mioblastos, células endoteliales y muchos mas tipos de origen
mesodérmico. bFGF es un factor cominmente usado en el cultivo de MSC, en varios trabajos se ha

evidenciado su efecto en la proliferacion celular dependiente de la dosis [105-107 y 223].
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De acuerdo con nuestros hallazgos, el uso de EGF y FGF ha demostrado tener un efecto en las
WJ-MSC, en el pase 3. El preacondicionamiento con EGF y FGF ocasion6 que las WJ-MSC
aumentaran su actividad bioldgica, al producir y secretar una mayor concentracion de factores de
crecimiento. Se comprob6 que las WJ-MSC, segregan una variedad de factores de crecimiento que
incluyen Ang-2, EPO, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, PDGF-AA, PDGF-BB, SCF, TGF-0, VEGF,
HGF, EGF y bFGF. Todos estos factores son esenciales en el proceso de autorrenovacion
mesenquimal por medio de mecanismos autocrinos y por contribuir a la formacion de un secretoma
rico en factores que desempefian un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis y la
regeneracion tisular por medio de mecanismos paracrinos [226]. EGF, también es un factor de
crecimiento con efecto en la proliferacion en células de origen mesodérmico y ectodérmico como
fibroblastos y queratinocitos [86 y 227]. No obstante, las concentraciones reportadas para una
combinacion éptima, con efectos en la proliferacion celular son (20ng/ml) de EGF y (40ng/ml) de
FGF suplementados con SFB a bajas concentraciones (5-10 %). Aunque, es necesario estandarizar
la dosis ideal de EGF y FGF en el preacondicionamiento de MSC, es un hecho que estos dos
factores tienen efecto en la actividad bioldgica, en el cultivo in vitro de WJ-MSC [226-229]. Si
bien, la mayoria de los estudios publicados enfatizan el uso de ambos factores de crecimiento con
efecto en la proliferacion y el mantenimiento del fenotipo mesenquimal, el presente trabajo
contribuye de manera novedosa a la investigacién, pues EGF y FGF reflejaron un efecto en la
actividad biol6gica de las WJ-MSC, no solo en la proliferacion celular.

En un estudio realizado por Pereira y colaboradores, reportaron en el secretoma de MSC tras el
preacondicionamiento de 48h; elevadas concentraciones de G-CSF y TGF-B1; y ausencia de EGF,
incluso en los grupos sin preacondicionamiento (células cultivadas en DMEM con SFB al 10%).
Tanto G-CSF como TGF-B, juegan un papel importante en la movilizacion de células progenitoras y
proteccion de células madre, respectivamente. Sin embargo, las concentraciones de G-CSF
presentes en el secretoma, no superaron los 1500pg/ml en los grupos preacondicionados [238]. Por
otra parte, en el presente estudio, se encontraron concentraciones por encima de los 2500 pg/ml en:
GM-CSF, M-CSF y G-CSF, en todas las muestras independientemente del preacondicionamiento.
Sugerimos que esta diferencia pueda deberse a que Pereira, realizé un ciclo de acondicionamiento
de s6lo 48 h, y en el presente estudio, fue de 6 ciclos. El periodo de modulacién o
preacondicionamiento es un tema de discusion. Ya que se ha observado que tanto la confluencia
como el periodo de preacondicionamiento tienen efectos en la concentracion de FC en el secretoma.
En la revisién realizada por Chouaib, enfatiza una mayor concentracién de proteinas conforme
mayor sea la confluencia, y el tiempo de cultivo [239], mientras que Sagaradze y colaboradores

demostraron, que el pico mas alto de secrecion se alcanza entre los dias 7-10 de cultivo, por lo que
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sugiere periodos cortos de preacondicionamiento [240]. El protocolo sobre el tiempo de
preacondicionamiento, es aun controversial y hoy en dia, no existe una estandarizacion con respecto

al cultivo de las MSC para la obtencion del secretoma.

Dentro de los factores mas importantes, podemos encontrar a los factores angiogénicos y
vasculogénicos como: Ang-2, EPO y VEGF. Después de una lesion, VEGF tiene un papel relevante
en la hematopoyesis necesaria para la neovascularzacion. Se ha descrito que muchas de las células
endoteliales y hematopoyéticas tienen una alta expresion de receptores de membrana como Tie2,
FIt-1 y Flk-1 que pueden interactuar con VEGF y otras citocinas angiogénicas como Angl y Ang2
[241]. Hildoran y colaboradores mencionaron que, las angiopoyetinas: Angl y Ang2 se
encuentran mayormente expresados en células progennitoras CD34+, de linaje hematopoyético
[242]. En el presente estudio, el analisis comparativo para factores angiogénicos se encontro, que
Ang2 es secretada en un rango de 1000-6200 pg/ml, siendo nuestra poblacion CD34 negativa, ver
figura 8. Por lo que se comprobd, que las WJ-MSC, producen un secretoma rico en factores
angiogénicos, incluida Ang2. El efecto de estos factores en muchas ocasiones es dependiente de la
dosis, por ejemplo; Kim y su equipo encontraron, que un efecto angiogénico notorio o incluso la
activacion de la via PI3K/AKt, requiere concentraciones mayores a los 800 ng/ml de Ang2, y que en
concentraciones bajas en un rango de (50-400 ng/ml), es apenas detectable y carece de efecto en la
angiogénesis [243]. Otro factor detectado en el presente estudio fue EPO, que se ha descrito como
una glucoproteina que puede actuar como hormona y como un factor de crecimiento, que se activa
en casos de hipoxia. Su activacion ocasiona la movilizacion de millones de glébulos rojos maduros
y la sobreexpresion de genes que codifican para la biosintesis de hemoglobina. En tejidos como
cerebro, corazén y musculo esquelético, EPO puede tener una accion protectora de células MSC y
células del sistema inmune [124]. EPO, no solo estimula la eritropoyesis, también puede inducir la
remodelacion dsea, la angiogénesis y ocasionar que las MSC aumenten la secrecion de factores de
crecimiento [257]. En un estudio con MSC derivadas de médula dsea (BM-MSC)
preacondicionadas con EPO, las células mostraron una mayor supervivencia, asi como la expresién
de factores como: HIG1a, VEGF, Ang, Bcl-2 y Bel-xL [124, 245]. Villalobos y equipo reportaron
gue, en humanos sanos, EPO se encuentra en sangre en una concentracion de 1-7 pmol/L [246]. En
el presente estudio, las WJ-MSC preacondicionadas con EGF y FGF, secretaron EPO en un rango
de 3800-7500 pg/ml, y encontramos una mayor concentracién de EPO en el grupo D (secretoma
“almacenado”), aunque sin diferencia significativa con respecto a las otras condiciones de cultivo,

ver figura 8. Las WJ-MSC segregan en su secretoma EPO de manera constitutiva y, que el
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preacondicionamiento con EGF y FGF favorecié a una mayor secrecion de este factor, sin la
presencia de un ambiente hipoxico.

SCF, es una citocina importante en la reparacion de heridas, su presencia y secrecion tiene efecto
en la velocidad de reepitelizacion mediante la activacion del receptor c-kit en los queratinocitos.
Incluso, la activacién de c-kit conduce a la expresion de otros FC que incluyen a KGF, EGF, PDGF-
BB y TGF-a; que, a su vez, aumentan la migracion y proliferacion de fibroblastos y neutréfilos
[247]. Por lo que la presencia de un factor puede tener efecto en cascada, en la secrecion de otros
factores que trabajan sinérgicamente en importantes procesos celulares. SCF es esencial en el cierre
de heridas en etapas tempranas por su alto reclutamiento de células de la piel e inmunes. Para
demostrar el papel de este factor en el cierre de heridas, Miyamoto y equipo demostraron que, en
lesiones corneales en ratones mutantes con deficiencia en SCF/c-kit, el tiempo de recuperacion es
mas lenta y que después del uso topico de 8000 pg/ml de SCF, se restaura la velocidad de curacion
de la herida, ya que tiene efecto en la proliferacion celular y en la sintesis de otros factores
regenerativos. Por lo que se confirmo el efecto de SCF en la cicatrizacion de heridas corneales. Los
mecanismos moleculares y celulares de SCF en el cierre de heridas siguen en investigacion [248].
Como se ha mencionado previamente, es crucial determinar la dosis éptima para el tratamiento de
lesiones. En el caso de lesiones extensas o tratamientos repetidos, podria ser necesario administrar
concentraciones elevadas de factores especificos. En el presente estudio, SCF se identificd en un
rango de 1200 a 4600 pg/ml en el secretoma de WJ-MC. Esta concentracion es considerablemente
mayor en comparacién con los niveles de SCF detectados en sangre (3300 pg/ml) y los informados
en otras investigaciones, lo cual sugiere un incremento notable con un potencial terapéutico
significativo [177]. En un estudio realizado por Bozkaya y equipo encontraron que, en el secretoma
de BM-MSC, por cada 10x10* células se secretan 125.91 pg/ml de HGF; en plasma sanguineo la
concentracién reportada es de 2340.56 pg/ml [139]. En este estudio, observamos que HGF es
secretado en concentraciones mayores a los 4000 pg/ml en los grupos que no recibieron
preacondicionamiento con EGF y FGF (grupos A-C), y mayores a los 6000 pg/ml en los grupos
modulados con dichos factores (grupos D-E), ver figura 8. FGF-2/bFGF es un factor de crecimiento
antiapoptético y antifibrético al que se ha sefialado su rol en la proliferacion celular y en la
cicatrizacion de heridas [236, 249]. Pereira y su equipo reportaron que las MSC cultivas con
preacondicionamiento, secretaron altas concentraciones (3111 pg/ml) de FGF-2 [238]; que,
comparado con el presente estudio, el rango de concentraciones fue de 3000-4000 pg/ml solo en los
grupos sin preacondicionamiento, y de 6000-8500 pg/ml en los grupos con preacondicionamiento,
ver figura 8; lo que es un aumento evidente. Con este protocolo, el preacondicionamiento con EGF

y FGF, favorecio en una mayor secrecion de factores de crecimiento necesarios en la cicatrizacion
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de heridas. Ademés, FGF-2 puede trabajar sinérgicamente con VEGF, acelerando la regeneracion
tisular; ambos factores no solo estan presentes, lo estdn en grandes cantidades y juntos tienen una
un efecto protector de tejidos [250].

Es sabido, que varios de los FC conocidos hasta el momento, tienen la capacidad de provocar la
secrecion de otros FC especificos y que en conjunto apoyen la reparacion tisular. Por ejemplo, se ha
demostrado que, tras una lesién en bronquiolos en ratones, durante los primeros dias, aumentan los
niveles de EGF, TGF-a y HGF, y esta sefializacion disminuye hasta los 7 dias posteriores a la lesion
[251]. Las posibles combinaciones entre FC con efectos en la reparacion tras heridas son infinitas,
la combinacion optima dependera del contexto del tejido y del tipo de lesion. Ryan y equipo,
encontraron que, para inducir la proliferacion de células alveolares tras lesion, es la necesaria la
presencia y combinacion de EGF y TGF-a, ya que TGF-a es de los factores que si o si debe estar
presente si de cicatrizacion de heridas se habla, principalmente, se requieren niveles elevados de
esta citocina en lesiones por rasgufios o cortes en tejidos epiteliales [252-253]. Otra combinacion
con posibles efectos beneficiosos implica el uso de, EGF, FGF y HGF. Estos tres factores han
demostrado ser los primeros en ser secretados durante el proceso de reparacion tisular. Esta triada se
destaca actuando como un “coctel” que podria ser aplicada en un tejido dafiado para estimular la
proliferacidn, migracion y diferenciacion celular requerida de manera sostenida que remplazaria la
necesidad de utilizar maltiples factores. En situaciones donde la reepitelizacion requiera un proceso
d angiogénesis, esta combinacion puede complementarse con VEGF y PDGF para acelerar el
proceso de cicatrizacion y reparacion de heridas. En ultima instancia, la utilizacion del secretoma de
WJI-MSC dependera del objetivo especifico, ya que es un medio rico en proteinas con funciones

dedicadas a la remodelacion tisular con propiedades antiapoptéticas [113, 254-255].

Dentro de la terapia libre de células, se han obtenido mejores resultados mediante la
administracion simultanea de maltiples factores de crecimiento, permitiendo su accion sinérgica
para alcanzar un efecto terapéutico 6ptimo. Sin embargo, surge una interrogante crucial: ;Qué tanto
es tantito?, esta interrogante se enfoca en las implicaciones de utilizar un secretoma con dosis
elevadas de ciertas citocinas o FC. Por ejemplo, citocinas proinflamatorias o angiogénicas que
podrian inducir la formacion de vasos sanguineos aberrantes [256]. Es vital conocer y controlar los
niveles de citocinas administradas localmente, debido a la estabilidad de estos, una vez colocados in
vivo. Por otro lado, las vias moleculares que median la secrecion del secretoma nos ayudarian a
comprender mejor el perfil de comunicacion involucrados en la reparacion de tejidos y su

aplicacion clinica. Se han involucrado una amplia gama de vias de sefializacion del secretoma de
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celulas mesenquimales, como la via PI3K/Akt, que se cree esta involucrada en la produccion y
secrecion de FC [61, 257-258].

Las MSC son reconocidas como células altamente secretoras de factores inmunomoduladores,

protectores y troficos. Sin embargo, existen evidencias de que el perfil secretor, asi como la
potencialidad, varia con respecto a la fuente de obtencién de MSC. En un estudio realizado por
Sung Ho Shin y colaboradores encontraron que, al comparar el secretoma de mesenquimales de
tejido adiposo, médula dsea, placenta y gelatina de Wharton, existian diferencias en la composicion.
Por ejemplo, los secretomas derivados de origen fetal como lo son placenta y gelatina de Wharton
son mas diversos en términos de la composicién; que los derivados de médula 6sea y tejido adiposo.
Su estudio identifico un total de 265 proteinas en el secretoma de tejido adiposo, 253 proteinas en
secretoma de médula 6sea, 511 proteinas en secretoma de placenta y 440 proteinas en secretoma de
gelatina de Wharton. Siendo el secretoma de WJ-MSC, el que contenia mas proteinas relacionadas
con el desarrollo tisular y la diferenciacion hematopoyética [113]. También es una ventaja que el
secretoma de las MSC, al estar libre de células y mostrar concentraciones de FC relativamente bajas
de forma basal, reduzca el riesgo de inducir una respuesta inflamatoria grave o provocar rechazo
inmunoldégico y asi proporcionarle una mayor seguridad al paciente [243].
Por lo anterior, es importante mencionar que sigue siendo un reto, controlar los cambios en los
perfiles de secrecion de las MSC, ya que existen variables como la fuente de obtencién, la edad del
donante y las condiciones de cultivo, que pueden influir en el preacondicionamiento in vitro y, por
ende, en la calidad del secretoma. La mayoria de las técnicas actuales para el analisis del secretoma
se basan en la identificacion de proteinas por ensayos inmunoldgicos y espectrometria de masas
[240,259-260], el control total de todas las variables mencionadas sigue en investigacion, asi como
de técnicas nuevas, que permitan una lectura sensible y simultdnea del contenido proteico total del
secretoma. La eleccion del pase celular también es motivo de estudio y discusién. Se ha informado
que las MSC pueden cambiar su fenotipo y multipotencia cuando estas son sometidas al cultivo in
vitro durante varios pases celulares; por este motivo se ha sugerido usar pases tempranos anteriores
al 4, donde las células son altamente secretoras, proliferativas y el fenotipo es mesenquimal en un
alto porcentaje [261].

El medio de cultivo y su suplementacion con suero fetal bovino (SFB), que comlinmente se usa
en el cultivo celular de otros tipos celulares incluidas las MSC, son todo un tema en el
aprovechamiento del secretoma como herramienta terapéutica. Dentro de los componentes del SFB
pueden encontrarse virus, proteinas pridnicas, endotoxinas y otros contaminantes que podrian
afectar la viabilidad del cultivo de MSC, ademas de que existen cambios en la composicion del SFB

de un lote a otro por cambios del tipo geograficos y estacionales [262-263]. Dicho esto, una de las
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sugerencias en la obtencion del secretoma y su modulacién, es realizar cambios de medios de
cultivo al momento del preacondicionamiento del secretoma, colocar a las células en un medio libre
de SFB o con bajas concentraciones y posteriormente colectar el secretoma liberado en un medio
plano (sin/bajas concentraciones de SFB), como se realiz en el presente estudio, para limitar los
posibles sesgos debidos al uso del SFB [21 y 227].

Al igual que el preacondicionamiento de MSC, las estrategias de lioconservacion del secretoma,
también se encuentra en desarrollo de un protocolo que permita extender la vida util de este, sin
comprometer las caracteristicas estructurales y funcionales de los componentes bioactivos liberados
por las MSC. Driscoll y colaboradores, reportaron a la liofilizacion, como una estrategia eficiente
para preservar la integridad del secretoma derivado de MSC, al igual que en el presente estudio, se
confirmé que la liofilizacion mantuvo las caracteristicas del secretoma y que esta técnica podria
seguir aprovechandose para extender la vida media biol6gica del secretoma de MSC [230-231].
Varias técnicas de criopreservacion que incluyen el tratamiento con trehalosa y temperaturas
menores a -80 °C han tenido resultados positivos en el almacenamiento y conservacion del
secretoma [232-233]. Sin embargo, la liofilizacién ha demostrado tener los mejores resultados,
permitiendo el almacenamiento por largos periodos de tiempo sin modificar la integridad del

secretoma, gue in vitro, conserve su bioactividad y que se encuentre listo para ser usado [230].

Si bien EGF y FGF han sido identificados como factores cominmente empleados en el cultivo de
MSC para fomentar la proliferacion y preservar del fenotipo mesenquimal, en el presente estudio se
ha confirmado su dependencia de la dosis. Se evidenci6é que un incremento en las concentraciones
de ambos factores podria dirigir a las MSC hacia una modificacion o aumento de factores y
citocinas de interés. Por consiguiente, se aspira a controlar el perfil secretor de las MSC para
canalizarlo hacia factores clave con miras al tratamiento y uso clinico de diversas enfermedades
degenerativas. Los valores de todos los factores de crecimiento obtenidos apoyan el uso terapéutico
0 en la cicatrizacién de heridas. Dentro del proceso de cicatrizacidn existe una comunicacion celular
que implica el intercambio de informacion entre diferentes tipos de células, en esta comunicacion se
centra el inicio de muchas de las actividades celulares. La proliferacién, diferenciacién, migracion y
apoptosis requieren de una instruccion clara y eficiente [234-237]. Actualmente en la base de datos
PubMed del NCBI al teclear en el buscador “Stem cells” aparecen 230,979 resultados, al especificar
la fuente de origen “Wharton’s jelly derived stem cells” encontramos 555 estudios, de los cuales,
solo 27 corresponden al estudio del secretoma. Con respecto al preacondicionamiento o
“Modulacion” en células mesenquimales, encontramos 68 trabajos publicados, con diferentes

estrategias; consultado en enero del 2024. Un ensayo completo del secretoma de las MSC es
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necesario para el entendimiento del perfil constitutivo en el cultivo de células troncales, asi como
técnicas y estrategias en la modulacion de la produccion de factores de crecimiento que es esencial
para el desarrollo y disefio de terapias acelulares. Si bien, se conocen algunos de los factores de
crecimiento que se regulan al alza mediante el preacondicionamiento celular, queda pendiente una
lista completa de los factores del secretoma expresados constitutivamente independientes de la
fuente de MSC para que puedan ser comparadas con el perfil del secretoma bajo modulacién.

El uso de los agentes bioactivos producidos y secretados en cultivo, son un tratamiento menos
invasivo que la inyeccion local de las citocinas individuales que no ofrecen un potencial terapéutico
sostenido o incluso que un trasplante de MSC que cominmente requiere de un injerto superior a los
2x10 © células por cada Kg del peso del paciente [238, 264]. Dentro de las complicaciones
encontradas en el trasplante de MSC, es que una vez que son inyectadas in vivo, las MSC son
enfrentadas a un entorno hostil con presencia de sefiales de muerte que a menudo disminuye la
supervivencia celular e incrementa la tasa de apoptosis. [58].

Asi mismo, nuestro estudio evidencia que el secretoma final, puede ser congelado, liofilizado y
almacenado sin que pierda integridad estructural y funcional hasta por dos afios. Este
descubrimiento podria ser una opcién rentable y con mucho potencial en el mercado. También, es
importante considerar que nuestro estudio se centrd en el perfil secretor de las WJ-MSC evaluado
sOlo in vitro, y podriamos esperar gque al compararlo con el trasplante de MSC en el sitio de lesion
existieran diferencias dependientes del entorno modulador. Podriamos observar la presencia o
ausencia de algunas citocinas o factores de crecimiento, o ligeros cambios en la concentracion.
Incluso el microambiente en el contexto de una enfermedad puede determinar sefiales que
modifiquen los patrones de secrecion [237-238].

Todavia existen muchos obstaculos en el preacondicionamiento celular de las MSC. Por ejemplo,
aun se desconocen las dosis aplicables de los FC en el preacondicionamiento y las inyectables en el
tratamiento especifico de alguna patologia. Tampoco se ha definido la combinacion optima de FC
en el preacondicionamiento de MSC. Si bien, la composicion del secretoma puede tener diferencias
dependientes de la fuente de obtencidon, existen similitudes. Podemos decir, que en todos se
encuentran proteinas relacionadas con la remodelacién de la MEC, la homeostasis y que existen
vias de sefializacion que se activaran segun la fuente y el contexto tisular. Cualquier secretoma de
MSC, contendré en su “céctel”, proteinas que regularan migracion, proliferacion y otros procesos
protectores de tejidos [113]. Dentro de las perspectivas a futuro es importante considerar que antes
de la aplicacion clinica de este secretoma se deben regular los protocolos de fabricacién y la calidad
de produccion. Asi como, delimitar la mejor fuente de obtencion de poblaciones de MSC y los

factores que forman la combinacién méas potente para cada caso clinico [239].
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9. CONCLUSIONES

Se ha logrado exitosamente la obtencion, aislamiento y proliferacion de células mesenquimales
derivadas de la gelatina de Wharton (WJ-MSC), evidenciandose marcadores representativos tanto
positivos como negativo en todos los grupos experimentales. Se observé que estas células exhiben
una mayor actividad biol6gica en lo que se definié como pases tardios (3-4), por la evidencia en el
ligero aumento de su actividad secretora en esta condicion de cultivo. Por consiguiente, se sugiere
realizar el preacondicionamiento cuando las células alcancen una confluencia del 80% en el pase 3.

Ademas, se ha llegado a la conclusion de que es posible cultivar y expandir células mesenquimales
en un medio libre de rojo fenol sin que esto altere su actividad secretora. La modulacion del perfil
bioactivo secretado por las WJ-MSC es posible y existen diversas estrategias. En este estudio se
confirm6 que el preacondicionamiento con EGF y FGF actuaron como potentes estimulos que
inducen cambios en la actividad biol6gica de estas células, que se reflejado por el incremento de la
concentracion de factores de crecimiento clave en el mantenimiento de la homeostasis tisular.
Asimismo, se ha evidenciado la viabilidad de almacenar el secretoma liofilizado hasta por dos afios
sin la perdida de caracteristicas estructurales y funcionales. En efecto, la obtencion y preservacion
del secretoma permite su aprovechamiento como un dispositivo terapéutico en el campo de la

medicina regenerativa.
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