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I. Justificacion del estudio

Durante las Ultimas décadas, el aumento de la esperanza de vida y el
consecuente envejecimiento de la poblacién ha dado lugar al incremento de Ia
incidencia de diversas enfermedades —cardiovasculares, respiratorias, renales,
autoinmunes o neuroldgicas— en cuya fisiopatologia interviene un estado inflamatorio
cronico en el tejido afectado, lo cual dificulta su tratamiento. De hecho, actualmente,
muchas de estas enfermedades carecen de tratamiento curativo y se limita a

tratamiento sintomatico.

La cronificacién de la inflamacién ocurre como consecuencia de un desequilibrio
del estado redox celular, debido a una desregulacion de los sistemas antioxidantes
celulares que da lugar a una sobreproduccién de especies reactivas y a un ambiente
prooxidativo. Dichas especies reactivas pueden llegar a dafiar componentes celulares
como proteinas, lipidos y DNA, y modificar las rutas de sefializacion, impidiendo asi una
correcta resolucidn de la inflamacion. Tanto la alta prevalencia de las enfermedades
anteriormente mencionadas como su coste sociosanitario asociado, hacen necesario
intensificar la investigacion en el ambito del estrés oxidativo y la cronificacion de la

inflamacién con el objetivo de proponer estrategias terapéuticas mas efectivas.

Una de las estrategias mas estudiadas ha sido la terapia antioxidante con
diferentes farmacos. Aunque se han obtenido resultados positivos in vitro, su eficacia in
vivo es limitada, por lo que continla en estudio. Actualmente, la terapia celular con
células madre mesenquimales (MSCs) es uno de los enfoques terapéuticos mas
prometedores para hacer frente al estrés oxidativo y restaurar las funciones bioldgicas
del tejido dafado. Incluso se han propuesto diferentes mecanismos para incrementar la
actividad de las MSCs, utilizando agentes externos, mejorando asi su actividad en
situaciones de estrés oxidativo. Estos avances abren nuevas vias de investigacidon
encaminadas a abordar el tratamiento de las enfermedades asociadas al estrés

oxidativo.
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Il. Introduccién

1.1. LESION TISULAR Y RESPUESTA INFLAMATORIA

La inflamacion es una reaccion tisular, conservada a lo largo de la evolucidn, que
se conoce desde hace casi 2000 afios y cuyos sintomas clinicos fueron descritos por el
médico romano Cornelius Celsus en el primer siglo A.D. (Védrenes, 1876). Es una
respuesta inespecifica a un estimulo nocivo, bien por infeccién por patdégenos o por
dafio tisular de diversa etiopatogenia (traumatismo, isquemia, estrés y factores
ambientales como la radiacion ultravioleta) (Rock y cols., 2010), que provoca cambios en
la homeostasis de los tejidos y en el flujo sanguineo, asi como la activacion y migracidn
de células del sistema inmune y la secrecién de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento. La respuesta inflamatoria ocurre fundamentalmente en tejidos conectivos
vascularizados, teniendo como objetivo la eliminacién del agente causante, la
reparacion estructural y funcional de los tejidos afectados, y una transiciéon hacia el

estado de homeostasis (Medzhitov, 2010).

La respuesta inflamatoria se produce a nivel del estroma de los érganos. Este
estroma estd constituido por multiples tipos celulares (fibroblastos, pericitos, células
musculares lisas y endoteliales, pre-adipocitos y células madre mesenquimales)
asociados a una matriz extracelular que les proporciona soporte estructural y participa
en el control de la sefalizacion celular. Entre las células estromales citadas, los
fibroblastos desempefian una funcion relevante, ya que ayudan a definir la estructura
histoldgica y, por tanto, la arquitectura de los drganos, y favorecen un microambiente
adecuado donde se llevan a cabo funciones especializadas. Asi, los fibroblastos
controlan la homeostasis tisular, participando en multiples procesos biolégicos como la
sintesis y depdsito de los componentes de la matriz extracelular, la regulacion de Ila
diferenciacion epitelial, la cicatrizacién y la senescencia, entre otros (Sriram y cols.,

2015).

El inicio de la respuesta inflamatoria requiere la interaccion entre las células
residentes del estroma y poblaciones celulares propias del sistema inmunitario que
migran al compartimento estromal. Esta comunicacion celular se lleva a cabo
fundamentalmente mediante la liberacidon de factores solubles de efecto paracrino. El

conjunto de factores liberados como consecuencia del dafio tisular (DAMPs, Danger
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Associated Molecular Patterns) activa a efectores del sistema inmunitario que
desencadenan la reaccién inflamatoria. Entre estos efectores se encuentran la familia de
receptores transmembrana Toll (TLRs, Toll-like Receptors) y la familia de receptores
citoplasmaticos NOD (NLRs, NOD-like Receptors), que juegan un papel fundamental
como mediadores de la inflamacion (Feldman y cols., 2015). La unidn de los DAMPs a los
receptores TLRs o NLRs provoca la activacién de las vias de sefializacién asociadas a la
inflamacion y, por tanto, la produccién de citocinas proinflamatorias y prostaglandinas.
Dichos mediadores inducen la produccion de exudados inflamatorios que contienen
proteinas plasmaticas vy leucocitos, principalmente neutréfilos y monocitos,
extravasados debido a la vasodilatacién, y que pueden dar lugar a la relocalizacion y

activacion de macréfagos en el lugar donde se ha producido el dafio (Leiy cols., 2015).

Las células inflamatorias activan los fibroblastos residentes a través de diferentes
mediadores como interleucina 1 beta (IL-1B), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o
especies reactivas del oxigeno (ROS) o del nitrégeno (RNS). Como respuesta, los
fibroblastos activados expresan citocinas, como TNF-a, IL-1B e interleucina 6 (IL-6) ,
entre otras, que reclutan células del sistema inmune, como neutréfilos y macrofagos,
perpetuando el microambiente inflamatorio mediante la activacion de genes que
controlan la supervivencia celular, la angiogénesis y la migracion celular (Bollrath y

Greten, 2009; Yu y cols., 2009; Grivennikov y Karin, 2010).

Ademas, existen otros factores importantes implicados en la regulacion de la
respuesta inflamatoria, entre los que se encuentran el factor de transcripcion nuclear
kappa B (NF-kB) y la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2), cuya funcion como mediadores en
la inflamacion se abordard con mds detalle en el siguiente apartado de esta

introduccion.

La respuesta inflamatoria normalmente finaliza tras la eliminacidn de las células
inflamatorias (neutrdfilos, linfocitos y macrofagos), asi como tras la supresion de la
activacion de los genes proinflamatorios y el trafico celular, proceso que se conoce como

resolucion de la inflamacidn (Serhan y Savill, 2005).

Por lo general, la reaccidon inflamatoria, durante la cual los fibroblastos

desempefian un papel activo (Buckley y cols., 2001; Madar y cols., 2013), ocurre durante
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un corto periodo de tiempo y, normalmente, es beneficiosa para el huésped (Nathan y
Ding, 2010). Sin embargo, su persistencia en el tiempo y su cronificacién estdn
implicados en la fisiopatologia de multiples enfermedades tales como la aterosclerosis,
obesidad, cancer, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asma bronquial,
enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide,
lupus eritematoso sistémico, psoriasis y celiaquia) y enfermedades neurodegenerativas
(enfermedades de Alzheimer y Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica y esclerosis

multiple) (Nathan y Ding, 2010).

En la perpetuacion del estado inflamatorio, desempefia un papel fundamental la
pérdida de control del equilibrio redox. Asi, durante la respuesta inflamatoria se produce
un incremento de los niveles de ROS y RNS, generados principalmente como producto

del metabolismo de las células del sistema inmune.

Niveles bajos de ROS/RNS son importantes para la reparacion tisular ya que
protegen el drea dafiada contra posibles agentes infecciosos y actlan como segundos
mensajeros para la regulacidén de importantes procesos celulares como la supervivencia
celular, la proliferacion y la sefalizacién inflamatoria. Por el contrario, un exceso de
ROS/RNS, altamente reactivos, puede dafar constituyentes celulares como lipidos,
carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos. La actividad antioxidante celular puede
contrarrestar dicho incremento de especies reactivas, permitiendo la resolucién de la

inflamacidn, indispensable para una correcta reparacion del dafio tisular.

Por el contrario, una sobreproduccién sostenida de ROS/RNS, debida a la
desregulaciéon de los sistemas celulares pro y antioxidante, conlleva un estado de estrés

oxidativo que ocasiona el dafio celular y la cronificacion de la inflamacidn.
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1.2. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es el resultado del desequilibrio entre la produccion de
radicales libres (ROS/RNS) y la capacidad de las células para eliminar el exceso de dichos
intermediarios reactivos, lo que imposibilita la reparacién del dafio causado por su

acumulacion.

11.2.1 Radicales libres

Los radicales libres se definen como atomos o moléculas que contienen uno o
mas electrones desapareados en sus orbitales externos (Halliwell y Gutteridge, 2007).
Esta circunstancia los hace altamente reactivos, ya que tienden a compensar el
desequilibrio electronico cediendo o capturando electrones de otras moléculas del
entorno, actuando de agentes reductores en el primer caso y oxidantes en el segundo
(mas frecuente en el entorno celular) (Valko y cols., 2007). El hecho de que en el
material biolégico se produzcan radicales libres fue publicado por primera vez en el aifio
1954 (Commoner y cols., 1954) y hoy en dia es ampliamente aceptado (Ahmadinejad y
cols., 2017).

Existen numerosos tipos de radicales libres en la naturaleza, entre los que

destacan los ROS y los RNS como productos del metabolismo celular.

Por un lado, los ROS representan la especie radical mas importante generada en
los sistemas biologicos. Como ya se ha comentado anteriormente, un exceso de ROS,
debido a su elevada reactividad, puede dafiar constituyentes celulares como lipidos,
proteinas o DNA, lo que se relaciona con numerosas enfermedades y con el proceso de

envejecimiento.

Las mayores fuentes de ROS son la cadena transportadora de electrones, los
complejos NADPH oxidasa (NOX), el reticulo endoplasmatico y la xantina oxidasa (Gorrini
y cols., 2013). Una de las principales especies radicales es el anién superodxido (O;),
formado por la reduccién del oxigeno gracias a enzimas como NOX o xantina oxidasa, o

de forma no enzimatica por la semiubiquinona de la cadena transportadora de
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electrones mitocondrial. Comparado con otros radicales libres, el O, es una molécula
poco reactiva y muy selectiva, cuya vida media es de unos pocos segundos (Powers y
cols., 2011). Las células inflamatorias son capaces de producir gran cantidad de O, con
el objetivo de protegerse contra los organismos invasores. La enzima superdxido
dismutasa (SOD) convierte el O, en perdxido de hidrégeno (H,0;) y éste, a su vez, se
puede convertir en radical hidroxilo (OH-) en presencia de metales de transicion, como
el hierro y el cobre, mediante la reaccién de Fenton—-Haber—Weiss, o bien ser reducido
directamente a agua mediante las enzimas catalasa o glutation peroxidasa (GPX)
(Trachootham y cols., 2009). Durante la actividad metabdlica de los neutrdfilos
activados, el H,0, también puede convertirse en acido hipocloroso (HOCI) o acido
hipobromoso (HOBr) en presencia de las enzimas peroxidasa del eosindéfilo (EPO) o
mieloperoxidasa (MPQO) (Miitze y cols., 2003; Rees y cols., 2007). El HOCI es capaz de
dafar biomoléculas mediante la oxidacion de tioles, lipidos, ascorbato y NADPH.
Ademas, puede atravesar las membranas celulares y promover la fragmentacion vy
agregacion de proteinas. Funciona como una sustancia quimiotactica que permite un
excelente control microbiano y la activacién del sistema de defensa que facilita la rapida
e inocua reparacion de tejidos (Wang y cols., 2007). El HOBr también es capaz de
degradar la matriz extracelular y proteinas, contribuyendo al dafio tisular asociado a

enfermedades inflamatorias, como el asma (Ress y cols., 2007).

El H,O, es relativamente estable cuando estad protegido de la luz y de la
contaminacién con trazas de metales (Kalyanaraman, 2013). La permeabilidad de las
membranas celulares permite su entrada al medio intracelular y, aunque es un agente
oxidante débil, a altas concentraciones es citotdxico. El H,0, es incapaz de oxidar el DNA
o los lipidos de forma directa, pero puede inactivar algunas enzimas. Su citotoxicidad se
debe, ante todo, a su capacidad de generar OH- (Halliwell y Gutteridge, 2007; Yu y cols.,
2016).

El radical OH- posee un fuerte potencial oxidante y una alta reactividad, con una
vida media in vivo muy corta, de 10 segundos (Pastor y cols., 2000), motivo por el cual
reacciona cerca de su lugar de formacién, afectando a una gran cantidad de moléculas,
sin ser muy selectivo. Es el ROS mas dafiino presente en los sistemas bioldgicos y, debido

a su alta reactividad, no es capaz de difundir a través de las membranas celulares.

11
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El segundo tipo de radicales libres, los RNS, se caracteriza por poseer un potente
efecto proinflamatorio y causar peroxidacidn lipidica y modificaciones proteicas, a través

de lo cual produce dano tisular (Andreadis y cols., 2003; Sugiura e Ichinose, 2011).

El 6xido nitrico (NO) es un RNS generado en muchos tipos celulares a partir del
aminodcido L-arginina. Dicha sintesis ocurre mediante la accion de los tres tipos del
grupo enzimatico de las Oxido nitrico sintasas (NOS): NOS neuronal (NOS1), NOS
endotelial (eNOS o NOS3) —ambas expresadas de forma constitutiva y cuya actividad es
calcio-dependiente— y NOS inducible (iNOS o NOS2), cuya expresiéon es reducida en
tejidos sanos y puede ser inducida por estimulos nocivos como la presencia de
lipopolisacdridos (LPS), TNF-a e IL-1 (Pacher y cols., 2007; Sugiura e Ichinose, 2011). El
NO derivado de iNOS puede jugar un papel como inductor o inhibidor de la inflamacién,
dependiendo de su concentracidn y asociacion con otras biomoléculas (Ghosh y

Erzurum, 2011).

Durante la inflamacion existe un incremento de NO, un agente reductor débil
gue puede reaccionar con el O, para formar didxido de nitrégeno (NO,), o con el O, para
producir peroxinitrito (ONOO") (Fialkow y cols., 2007). Esta ultima reaccién ocurre tres
veces mas rapido que la dismutacion del O, para producir H,0,. Ademas, es la reaccion

primaria cuando ambos, el O, y el NO estan presentes (Powers y cols., 2011; Figura 1).

El NO puede nitrosilar residuos tiol de proteinas, alterando asi su estructura
proteica y, por tanto, su funcidon bioldgica, lo cual puede estar relacionado con la
regulacidon de la inflamacién (Schulman y Hare, 2012). Por ejemplo, un exceso de NO
puede inducir la S-nitrosilacién e inactivacion de NF-kB y conducir a la apoptosis de
células inflamatorias e inducir la resolucion de la inflamacion (Sugiura e Ichinose, 2011).
Por el contrario, niveles bajos de NO pueden inhibir la apoptosis mediante la S-

nitrosilacidn de la caspasa-3 (Mitchell y Marletta, 2005; Mitchell y cols., 2007).

El ONOO™ (o su forma protonada ONOOH), aunque no es un radical libre en si
mismo, posee un gran poder oxidante y puede dafiar una gran cantidad de moléculas,
como el DNA y proteinas. Asi, es capaz de oxidar proteinas de forma irreversible
mediante la nitrosilacion de los grupos sulfhidrilo de los aminodacidos cisteina, tirosina,

metionina y triptéfano, inhibiendo asi su funcién (Radiy cols., 2001).
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Figura 1. Radicales libres y metabolitos asociados

El aumento de los niveles de oxidantes, teniendo en cuenta cémo y dénde se han
generado, tiene dos efectos potencialmente importantes: provocar el dafo de
diferentes componentes celulares y desencadenar la activacion de vias de sefializacidon

especificas.

11.2.2 Vias metabdlicas de senalizacion

Existen diferentes vias de sefializacién del sistema inmune, cuya funcién es
transmitir la informacion del exterior de la célula al citoplasma y al nucleo. Dicha
informacién se transmite mediante la activacion de las vias metabdlicas proteina
qguinasas activadas por mitégenos (MAPK) y fosfatidilinositol 3-quinasa/proteina Akt
(PI3K/Akt), implicadas en la respuesta frente al estrés oxidativo y que dan lugar a la

supervivencia celular o a la apoptosis, dependiendo de los niveles de ROS/RNS.

Hay tres familias clasicas que conforman las tres rutas principales de MAPK. La
ruta de las quinasas reguladas extracelularmente (ERK 1/2, extracelular signal-regulated

kinase), las c-Jun N-terminal quinasa (JNK) y las quinasas p38. En condiciones de estrés
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oxidativo moderado, la via de sefalizacién ERK 1/2 promueve la supervivencia celular,

mientras que las vias JNK 'y p38 inducen la muerte celular (Matsuzawa e Ichijo, 2005).

Las vias ERK regulan principalmente procesos de crecimiento y diferenciacién
celular, por lo que su activacién tiene lugar, sobre todo, en respuesta a estimulos
mitogénicos, inducidos principalmente por citocinas y factores de crecimiento. En
ocasiones también se activan por estrés oxidativo, lo que provoca la estimulacién de los
receptores tirosina quinasa, los cuales activan la proteina RAS mediante modificaciones
tiol (S-nitrosilacidn o glutationilacién). RAS, una vez activada, fosforila y activa de forma
secuencial las quinasas MEK 1/2 y ERK 1/2, produciéndose la translocacion de esta
ultima al nucleo, permitiendo la regulacién de diferentes factores de transcripcion y

estimulando asi la supervivencia celular (Lander y cols., 1996; Mallis y cols., 2001).

Las rutas JNK y p38 se activan en situaciones de estrés como la radiaciéon UV, la
radiacion ionizante, el choque térmico, el estrés osmoético y en respuesta a citocinas
proinflamatorias como TNF-a o IL-1. Bajo condiciones sin estrés, la proteina quinasa
regulada por sefiales de apoptosis 1 (ASK1, apoptotic signal-regulating kinase 1) se
encuentra inhibida por la forma reducida de tiorredoxina (Trx) o glutarredoxina (Grx). Un
aumento del estrés oxidativo provoca la oxidacion de Trx y Grx y la liberacion de la
proteina ASK1, que forma un complejo multimérico activado mediante su fosforilacién.
La activacién de ASK1 da lugar a la subsecuente activacion de JNK y p38, provocando la
muerte celular. JINK también puede estar inhibida mediante la formacidén de un complejo
con glutatién S-transferasa-n (GST-m) bajo condiciones sin estrés y puede ser activada
por ROS de forma similar que ASK1. Las moléculas reguladoras negativas, como la
Serina-treonina fosfatasa 5 (PP5, Ser/Thr phosphatase 5), inhiben la actividad quinasa de
ASK1, mediante su desfosforilacién, y la proteina de shock térmico 72 (Hsp72, heatshock

protein 72) inhibe también la actividad JNK (Figura 2; Trachootham vy cols., 2008).

Las vias de sefializacion de JNK y p38 tienen un papel dual dependiendo del tipo
celular y del estimulo. Ademas, la duracion de la activacidén de dichas vias también tiene
consecuencias diferentes. Una activacion transitoria puede promover la supervivencia
celular, mientras que una activacion continuada puede dar lugar a apoptosis

(Matsuzawa e Ichijo, 2005).
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Figura 2. Regulacién redox de las rutas metabdlicas JNK y p38. Adaptado de Trachootham y cols., 2008.

Otra de las rutas de transduccion de la sefial celular es PI3K, la cual juega un
importante papel en la regulacién del crecimiento, proliferacién, supervivencia y
motilidad celular. Niveles moderados de ROS activan dicha ruta promoviendo la
supervivencia celular; sin embargo, un estrés oxidativo sostenido en el tiempo puede
inhibirla y provocar la muerte celular (Leslie, 2006). La transducciéon de la sefial se
produce, principalmente, debido a la fosforilacion de moléculas diana como la proteina
Akt, también denominada proteina quinasa B (PKB). Esto da lugar a la inactivacion de
proteinas proapoptodticas y a la activacidon de factores de transcripcidn para la sintesis de
proteinas antiapoptoticas. En condiciones de estrés oxidativo, tiene lugar la inactivacion
oxidativa de fosfatasas como la proteina tirosina fosfatasa (PTPase, protein tyrosine
phosphatase) y el homdlogo de la fosfatasa y la tensina (PTEN, phosphatase and tensin
homologue), permitiendo la activacién constitutiva del receptor tirosina quinasa y PIK3.
Sin embargo, una modificacion oxidativa directa de PI3K y Akt puede dar lugar a la
inactivacion de dicha via metabdlica, comprometiendo asi las sefiales de supervivencia.

Ademas, la via PI3K/Akt puede promover la produccion de ROS por parte de las células
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mediante la activacidén de las proteinas Rac y NOX. Otros estudios han demostrado que
los ROS producidos por NOX pueden contribuir a la supervivencia de las células de la
linea monocito/macréfago mediante la activacién de Akt y la inhibicion de las vias de

sefializacion p38 MAPK (Wang y cols., 2007; Figura 3).
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Figura 3. Regulacion redox de la ruta metabdlica PI3K/Akt. Adaptado de Trachootham y cols., 2008.

11.2.3 Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion NF-kB, factor inducible por hipoxia (HIF), proteina
activadora 1 (AP-1), factor transductor de sefal y activador de la transcripcién (STAT) y
factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) son claves en la regulacién del proceso inflamatorio y el

control redox.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el factor NF-kB es uno de los
principales coordinadores y reguladores de la inmunidad y de la inflamacién. Se
encuentra en el citosol, inactivo y bloqueado por los inhibidores de kappa B (IkB); el
estrés oxidativo es capaz de activar las kinasas IkB (IKK) que fosforilan la proteina IkB,
dando lugar a su poliubiquitinacién y subsecuente degradacidn proteasomal. De este

modo, NF-kB puede translocarse al nucleo y activar la transcripcidon de diferentes genes,
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participando asi en la regulacién de multiples procesos bioldgicos como el desarrollo,
proliferacién y supervivencia celular (Gilmore, 2006). Entre otros agentes, el H,0, puede
activar dicho factor de forma directa, mediante la fosforilacién de IKK (Kamata y cols.,
2002), o de forma indirecta, via MEK o AKT (Nemoto y cols., 1998; Madrid y cols., 2001).
Una vez en el nucleo, el NF-kB tiene que estar en su forma reducida para poder unirse al
DNA, sin embargo la oxidacién del residuo Cys-62 de la subunidad p50 inhibe su
capacidad de union (Toledano y Leonard, 1991; Mitomo y cols., 1994). La oxidacidn de
p50 es reversible y, por tanto, se puede reestablecer su unién al DNA mediante la
reduccion por Trx (Matthews y cols., 1992). Se ha observado que el NF-kB nuclear se
puede inhibir mediante diferentes modificaciones redox como la glutationilacién o la S-
nitrosilacion (Marshall y Stamler, 2001; Pineda-Molina y cols., 2001). Por esta razon, este
factor de transcripcidn es sensible a modificaciones de ROS; asi, niveles moderados
promueven su activacién y la supervivencia celular, mientras que niveles altos lo
inactivan, dando lugar a la muerte celular (Pantano y cols., 2006; Trachootham y cols.,

2008).

En relacién a la participacion de NF-kB en la regulacion redox, se ha observado
que dicho factor puede aumentar la expresion de algunas proteinas antioxidantes, como
la cadena pesada de ferritina, SOD2 y GST-m. Dichas proteinas evitan una acumulacion
excesiva de ROS y, por tanto, previenen el dafio oxidativo (He y Karin, 2011; Morgan y
Liu, 2011). La inactivacion de NF-kB favorece la acumulacion de ROS y puede inducir la
oxidacion de otras proteinas como la tirosina fosfatasa, que incluye SHP1 y SHP2. La
oxidacion de dichas proteinas tiene como consecuencia la pérdida de su actividad
fosfatasa, la acumulacién de JAK2 fosforilado y la activacion de la via de sefializacion
JAK2-STAT3, lo cual atenua la activacion de macroéfagos (de Jonge y cols., 2005; He y

Karin, 2011).

La activaciéon de NF-kB puede dar lugar a la sintesis de la enzima COX-2, uno de
los principales mediadores proinflamatorios, responsable de la persistencia de la
inflamaciéon y de la produccion de prostaglandinas, a través de la oxidacion del acido
araquidonico. La enzima COX estd presente en dos isoformas, COX-1 y COX-2, cuya
principal fuente son los macréfagos y células endoteliales y, en menor medida,

fibroblastos y mastocitos (Abd-El-Aleem y cols., 2001). La primera se expresa de forma
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constitutiva, se encuentra en el citoplasma o cerca del reticulo endoplasmatico y
participa en la produccién de prostaglandinas que intervienen en diferentes procesos
fisioldgicos, como la proteccién del epitelio gastrico, mantenimiento del flujo renal o la
agregacion plaquetaria. Sin embargo, la segunda, situada fundamentalmente en Ia
region perinuclear y en la membrana nuclear, se expresa tras la induccion inflamatoria
tras la exposicion a LPS o citocinas proinflamatorias, como IL-1a e IL-1B, y presenta una
correlacién directa con el estrés oxidativo celular. Ademds, se ha observado que la
oxidacion con H,0;, da lugar a un aumento de la expresiéon de COX-2, lo cual estd
directamente relacionado con la senescencia celular (Zdanov y cols., 2007; Zdanov y
cols., 2009). Asimismo, dicha enzima regula la producciéon de los prostanoides que
participan en la inflamacién y en otros procesos no inflamatorios, tanto fisiolégicos

como patoldgicos.

Otro de los factores de transcripcion es el HIF, cuya expresidon estda aumentada
durante el proceso inflamatorio. Asi, dicho factor regula el metabolismo y supervivencia
celular en condiciones de hipoxia y esta ligado a la inmunidad innata, controlando la
expresion de genes proinflamatorios, la migracién celular e induciendo la plasticidad

fenotipica de los macroéfagos (Imtiyaz y Simon, 2010; Koeppen y cols., 2011).

Existen diferentes isotipos de HIF, entre los cuales destaca el HIF-1, un factor de
transcripcién heterodimérico compuesto por las subunidades a y B (Semenza, 2007). La
subunidad proteica HIF-1B se expresa de forma constitutiva, mientras que el nivel de

HIF-1a depende del nivel de oxigeno celular (Bruick, 2003).

En condiciones de normoxia, se produce la hidroxilacidon de HIF-1a, dando lugar a
su ubiquitinizacion y subsecuente degradacién por el proteasoma (Koeppen vy cols.,
2011). En cambio, en condiciones de hipoxia, hay una respuesta celular para evitar la
apoptosis, por lo que se bloquea dicha degradacidn, se produce la unién con HIF-1pB para
dar lugar a HIF-1, el cual se transloca al nucleo activando genes implicados en la
adaptacion a la hipoxia, supervivencia celular, angiogénesis y metastasis, en el caso de

procesos tumorales (Brahimi-Horn y Pouyssegur, 2007).

La estabilidad de HIF-1la es sensible a las variaciones de niveles de ROS. En

situacion de normoxia, la acumulacion de ROS/RNS puede estabilizar y activar HIF-1a
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promoviendo la supervivencia celular. Sin embargo, en condiciones de hipoxia, los ROS
pueden impedir la uniéon de HIF-1 al DNA, induciendo la apoptosis celular (Nishi y cols.,

2008).

El factor de transcripcién AP-1 es un heterodimero compuesto por dominios
proteicos de diferentes subfamilias como Jun, Fos, Maf y ATF (Wang vy cols., 2012). Dicho
factor de transcripcion controla tanto la proliferacion como la apoptosis celular,
especificamente en la regeneracion tisular (Angel y cols., 2001). La activacion de AP-1
durante la inflamacion inicia la expresién de mediadores inflamatorios, como TNF-a,
TGF-B y COX-2, de forma aislada o interactuando con otros factores de transcripcién
(Wagner, 2010; Schonthaler y cols., 2011). La actividad de AP-1 depende del estado
redox celular. El estrés oxidativo puede activar c-jun y ATF-2 mediante la fosforilacion
por JNK y p38 respectivamente, promoviendo asi la actividad de AP-1. Por otro lado, el
NO puede inhibir la uniéon de AP-1 al DNA mediante la S-glutationilacion de dicho factor.
Ademas, c-jun puede ver reprimida su expresion o ser degradado por el proteasoma en

respuesta al estrés oxidativo, promoviendo asi la apoptosis celular (Xia y cols., 2007).

Los factores de transcripcion STATs (Signal Transducer and Activator of
Transcription) son una familia de proteinas entre las que destacan STAT1 y STAT3, que
parecen actuar de forma opuesta: STAT1 es el mediador central de los interferones y
puede favorecer la inflamacion y la apoptosis, mientras que STAT3 antagoniza este
proceso, induciendo la produccion de la citocina antiinflamatoria IL-10, limitando la
respuesta inmune e inhibiendo la maduracion de células dendriticas, todo lo cual

promueve la supervivencia celular (Yu y cols., 2009).

Finalmente, el factor Nrf2 estd implicado en la respuesta al estrés oxidativo
mediante la activacién de la transcripcién génica para la sintesis de antioxidantes,
enzimas detoxificantes de fase Il, enzimas para la sintesis de GSH y otras proteinas
citoprotectoras (Kobayashi y cols., 2004). En situacién de homeostasis se encuentra en el
citoplasma unido a la proteina inhibidora Keapl (Yamamoto y cols., 2008). Cuando
aumenta la concentracion de ROS/RNS, el complejo Keap1/Nrf2 se disocia permitiendo
la acumulaciéon de Nrf2 y su translocacion al nucleo. Una vez en el nucleo, forma un

heterodimero con las proteinas Maf, lo que permite su unidén a una secuencia especifica
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del DNA denominada ARE (Antioxidant Response Element), desencadenando asi la
transcripcién de multiples genes para la sintesis de enzimas antioxidantes (Fujii y Akaike,

2013).

11.2.4 Citocinas

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular, que regulan diferentes
funciones bioldgicas a través de una accidon autocrina o paracrina. Para ello, cada
citocina se une a su receptor especifico, generando una cascada de sefializacion y de
expresion génica responsable de una respuesta celular especifica. De este modo, estan
implicadas en multiples actividades bioldgicas, como la comunicacion intercelular, la
activacion de receptores especificos de membrana, la proliferacion y diferenciacion

celular, y la quimiotaxis (Commins y cols., 2010).

Las citocinas juegan también un papel esencial en la regulaciéon del proceso
inflamatorio y en la homeostasis tisular. En dicho proceso, existe un balance entre las
citocinas proinflamatorias (IL-1a, IL-1B, IL-6, 1L-12, IL-18, TNF-a e IFN-B) vy
antiinflamatorias (TGF-B1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11 e IL-13), cuyo desequilibrio puede dar

lugar a diferentes patologias (Akdis, 2012).

Durante los ultimos afios, se ha estudiado el papel de los factores de crecimiento
y citocinas en diferentes d6rganos y tejidos, con el objetivo de explorar su posible
aplicacion terapéutica en enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer, y en
medicina regenerativa, especificamente en el tratamiento de enfermedades

neuroldgicas, entre otras patologias.

Como se ha sefialado anteriormente, al producirse el dano tisular, las células
residentes del estroma secretan citocinas proinflamatorias, como IL-1B, IL-6 y TNF-q,
para reclutar células inflamatorias presentes en el sistema microvascular circundante
(Bentzinger y cols., 2013), principalmente neutrdfilos, los cuales promueven un
ambiente proinflamatorio necesario para eliminar los desechos celulares. A su vez,

dichos neutroéfilos secretan quimiocinas para inducir la migraciéon de monocitos y
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macrofagos a la zona danada, los cuales secretan IL-18 y TNF-a, perpetuando el estado

inflamatorio.

La familia de citocinas IL-1, compuesta por once miembros (IL-1a, IL-1fB, IL-1Ra,
IL-18, IL-33, IL-36Ra, IL-36a, IL-36PB, IL-36R, IL-37 e IL-38), es critica en la respuesta
inflamatoria, ya que interviene tanto en la fase de respuesta aguda como en las
alteraciones del metabolismo, en la reaccion febril y en la activacidn linfocitaria. Todas
las células del sistema inmune expresan y/o son afectadas por los miembros de la familia
IL-1 (Garlanda y cols., 2013). La IL-1B es su miembro mas representativo, debido
fundamentalmente a su importante papel como mediador en enfermedades
autoinflamatorias (fiebre mediterranea familiar y sindrome de Muckle-Wells),
enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide), enfermedades neurodegenerativas
(esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer) y diabetes. También interviene en
diferentes desordenes pulmonares como el asma, dafio pulmonar agudo, EPOC,
sarcoidosis, asbestosis y silicosis (Dinarello y cols., 2012). A diferencia de las demas
citocinas, la producién de IL-1B requiere la maduracion proteolitica promovida por
complejos multiproteicos citoplasmaticos denominados inflamasomas, como NLRP3.
Dicha citocina se expresa en el citoplasma como un precursor inactivo (pro-IL-1B) y
necesita ser procesada proteoliticamente. La activacién de NLRP3 permite la formacion
de un complejo para la activacion de la caspasa-1 y, finalmente, la maduracién
proteolitica de pro-IL-1B, que da origen a la forma bioldgicamente activa de IL-1B. Actua
como un potente activador de COX-2 y NF-kB, lo que contribuye al mantenimiento de la
respuesta inflamatoria (Hernandez y Urcuqui, 2012). IL-1a, por el contrario, esta
presente en las células de forma constitutiva. Aunque sélo tiene un 25% de homologia
con IL-1B en su secuencia aminoacidica, comparte el mismo receptor y ejerce efectos
biolégicos similares. La citocina IL-6 posee actividad tanto proinflamatoria (es un
potente activador de COX-2) como antiinflamatoria (es capaz de inhibir TNF-a e IL-1 y
activar IL-10), cuya liberacion esta inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a
TNF-a. Las citocinas IL-12 e IL-18 (también conocida como factor inductor del IFN-)
tienen un efecto sinérgico con TNF-a en cuanto a la estimulacion de la produccion de
IFN-B, siendo este ultimo un modulador esencial de la repuesta inmune por su capacidad

de activar los macrofagos y las células natural killer.
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La citocina TNF-a es clave en el inicio de la respuesta inflamatoria. Se sintetiza
como un precursor de 212 aminoacidos que se hidroliza mediante la enzima TACE
(enzima de conversién del TNF-a), dando lugar a una glicoproteina de 185 aminoacidos,
la forma soluble y bioldgicamente activa, capaz de unirse a su receptor. Se conocen dos
receptores de dicha citocina, denominados TNF-R1, expresado en la mayoria de tejidos,
y TNF-R2, que se encuentra de forma especifica en las células del sistema inmune. El
receptor TNF-R2, a diferencia de TNF-R1, carece de un dominio de muerte (DD, Death
Domain), por lo que su activacion induce la supervivencia celular. Sin embargo, la unién
de TNF-a al TNF-R1 puede activar diferentes vias metabdlicas, tanto de supervivencia
como de apoptosis celular. Tras su union al receptor, éste experimenta un cambio
conformacional que da lugar a la disociacidén de la proteina inhibitoria SODD del dominio
de muerte intracelular. Esta disociacién hace posible la unidon de la proteina TRADD al
dominio de muerte, lo cual puede desencadenar tres vias metabdlicas: la activacidn de
NF-kB, la activaciéon de la via MAPK o la activacidén de caspasas, dando lugar a la muerte
celular (Cereda y cols., 2012). La activacién de una u otra via depende de multiples
factores como el tipo celular, la actividad de otras citocinas o los niveles de ROS/RNS,
entre otros (Wajant y cols., 2002). Asi, una baja concentracion de ROS/RNS promueve la
reparacion tisular, estimulando de forma indirecta la inflamacion. De esta forma
produce vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular y ayuda a reclutar
células inflamatorias y a la produccién de factores de crecimiento por parte de los
macrofagos. Sin embargo, una alta concentraciéon mantenida en el tiempo, ejerce un
efecto negativo sobre la reparacion del tejido danado, perpetuando el estado

inflamatorio (Barrientos y cols., 2008).

Los macrofagos son importantes para fagocitar y eliminar el agente causante de
la inflamacién y las células apoptodticas, pero dicho mecanismo citotéxico y una
produccion excesiva de ROS/RNS puede dafiar el tejido circundante, por lo que su
actividad debe reducirse tras la inflamacién y, de este modo, promover la reparacion del
tejido. Por esta razon, la funcién dual del TGF-B1 es un factor clave en el inicio y en la
resolucion de la respuesta inflamatoria. En la fase inicial de la inflamacion, estimula el
reclutamiento de células inflamatorias y el fenotipo proinflamatorio y fagocitico de los

macrofagos, los cuales secretan TNF-a, IL-1B e IL-6. Una vez que se han eliminado los
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patdgenos y restos celulares, el TGF-B1 contribuye a la desactivacién de los macrofagos,
dando lugar a su fenotipo mas antiinflamatorio y a la secrecién de IL-10 e IGF-1 (Lemos y
cols., 2015). Del mismo modo, TGF-B1 puede inhibir la produccién de TNF-a y bloquear
la translocacién de NF-kB al nucleo mediante la inhibicion de la fosforilacién de IkB, para
suprimir asi la actividad de las células inmunes (Smythies y cols., 2010). Por otro lado, se
ha observado que NF-kB puede regular de forma negativa la ruta metabdlica TGF-
B/SMAD, dando lugar a una persistencia de la inflamacién (Behm y cols., 2012). La
citocina IL-4 actua también sobre los macrdfagos activados, reduciendo los efectos de
citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a, e inhibiendo la produccion de ROS. La
IL-10 es también una de las principales citocinas antiinflamatorias, debido a su
capacidad de inhibir IL-1, IL-6 y TNF-a, estimulando la produccidn enddgena de citocinas
antiinflamatorias. La citocina IL-11 es capaz de regular de forma positiva la via de
sefializacion MAPK, promoviendo asi la supervivencia celular. La IL-13 posee unas
caracteristicas estructurales y funcionales similares a la IL-4 y puede inhibir la

produccién de NO y de varias citocinas como IL-1a, IL-1B, IL-6 y TNF-a, entre otras.

Por ultimo, IGF-1 es un factor de crecimiento, sintetizado principalmente por los
hepatocitos, los fibroblastos y los macréfagos, cuya expresion es esencial para una
correcta reparacion del tejido. Normalmente, se encuentra unido a proteinas (IGF-1
binding proteins, IGFBPs), especialmente a IGFBP-3, para prolongar su vida media de
minutos a horas y controlar asi su actividad. Estas proteinas de unidon también ayudan a
modular la interaccion de IGF-1 con su receptor (IGF-1R) y asi controlar de forma
indirecta su actividad bioldgica (Lara-Diaz y cols., 2017). Al unirse a su receptor, se
produce la activacién de la ruta metabdlica PI3K/Akt, induciendo asi la division celular
(Temraz y cols., 2013). Dependiendo del contexto celular, IGF-1 regula diferentes
procesos. Por ejemplo, modula la expresidn génica en condrocitos (Yang y cols., 2017), la
sintesis proteica en osteoblastos (Guo y cols., 2017), el ciclo celular en enterocitos (Van
Landeghem vy cols., 2015), el metabolismo en adipocitos (Chang y cols., 2016) y la
supervivencia en células ciliadas cocleares (Yamahara y cols., 2017). La deficiencia de
IGF-1 da lugar a un aumento de la inflamacién y a un fallo en los mecanismos de
renovacion celulares (Rodriguez-de la Rosa y cols., 2017). Por el contrario, su

sobreexpresion acelera la resolucién del proceso inflamatorio (Tonkin y cols., 2015).
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11.2.5 Agentes antioxidantes celulares

La homeostasis es crucial para mantener una correcta funcionalidad de las
células. Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, niveles bajos de ROS/RNS
actuan como moléculas sefializadoras, mientras que niveles altos ejercen un efecto
perjudicial, llegando a dafiar macromoléculas y dando lugar, en ultima instancia, a
diferentes patologias asociadas al desequilibrio redox (Barbieri y Sestili, 2012). Con el fin
de mantener un estado de homeostasis, las células han desarrollado un complejo
sistema de defensa antioxidante, incluyendo sistemas enzimaticos y no enzimaticos
(Tabla 1) que actuan de forma sinérgica, localizados de forma estratégica en los
diferentes compartimentos celulares, citoplasma y organulos, e incluso en el espacio

extracelular.

Los antioxidantes enzimaticos se definen como proteinas de alto peso molecular
gue eliminan radicales libres catalizando reacciones quimicas. Entre dichas enzimas,
destaca la SOD, que elimina el O, catalizando su conversion a H,0,, el cual, puede ser
convertido en agua y oxigeno mediante la actuacién de la catalasa. La enzima GPX
elimina el H,0, utilizando el GSH como co-sustrato aunque, en altas concentraciones de
H,0,, la enzima GPX tiene una menor afinidad por el sustrato que la catalasa (Powers y
cols., 2011). Otro de los sistemas antioxidantes enzimdaticos son las peroxirredoxinas, las
cuales consumen el H,0, mediante la oxidacién de la proteina tiorredoxina (Kozakowska

y cols., 2015).

Por otro lado, los antioxidantes no enzimaticos son moléculas de bajo peso
molecular que eliminan los radicales libres mediante diferentes estrategias, bien de
forma directa, mediante la unién a metales de transicion, o bien a través de la
regulacién de rutas metabdlicas que controlan el estado redox. En este sentido, el
tripéptido GSH, compuesto por glutamato, cisteina y glicina, es el antioxidante celular
enddgeno mas abundante (0,2 - 10 mM). Ademas de actuar como co-sustrato para GPX,
es capaz de eliminar diferentes especies reactivas (O, , OH- y ONOQO’) de forma directa,
asi como ayudar a otros antioxidantes derivados de la dieta (vitaminas E y C) a
mantenerse activos, en un estado reducido (Powers y cols., 2011). El GSH participa

también en diferentes reacciones metabdlicas y bioquimicas como la sintesis y
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reparacion del DNA, la sintesis de proteinas, el transporte de aminoacidos y la activacion

de enzimas. Por todo ello, la actividad de dicho tripéptido influye en todos los sistemas

del organismo, particularmente en los sistemas inmune y nervioso (Tibullo y cols., 2017).

Tabla 1. Sistemas antioxidantes celulares endégenos, enzimaticos y no enzimaticos.

Antioxidantes
enddgenos

Mecanismo de accion

Enzimaticos

SOD Cataliza la transformacion de O, a H,0, (Abreu y Cabelli, 2010)
Catalasa Cataliza la eliminacidén de H,0, (Glorieux y cols., 2015)
GPX Elimina el H,0, e hidroperdxidos organicos (Bhabak y Mugesh, 2010)

Peroxirredoxina

Elimina el H,0, y perdxidos organicos (Park y cols., 2016)

No enzimaticos

GSH

Muiltiples funciones en la defensa antioxidante celular (Kozakowska vy
cols., 2015)

Acido drico

Elimina radicales OH (Kushiyamay cols., 2016)

Acido lipoico

Elimina radicales libres, se une a metales de transicion, recicla la
vitamina C y aumenta los niveles intracelulares de GSH (Tibullo y cols.,
2017)

Protege frente al proceso de peroxidacion lipidica (Varela-Lépez y cols.,

Coenzima Q
2016)
Albdmina Se une a metales de transicion y limita su disponibilidad (Roche y cols.,
2008)
Bilirrubina Neutraliza radicales libres y evita la peroxidacidn lipidica (Vitek, 2017)
Melatonina Neutraliza el HCIO y otros radicales (Reiter y cols., 2000)
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Por otro lado, existen también moléculas antioxidantes exdgenas que se

incorporan al torrente sanguineo a través de la dieta (Tabla 2).

Tabla 2. Antioxidantes naturales exdgenos, incorporados a través de la dieta.

Antioxidantes

naturales Mecanismo de accion

exdgenos

Vitamina C Elimina radicales libres y recicla la vitamina E (Kagan y cols., 1992;
Padayatty y cols., 2003)

Vitamina E Inhibe la peroxidacion lipidica (Schneider, 2005)

Minerales: Cobre,
Zinc, Manganeso,
Selenio, etc...

Actiian como co-factores de enzimas antioxidantes como SOD y GPX
(Goszcz y cols., 2015)

Carotenoides: B-
caroteno, licopeno,
luteina, zeaxantina,

Eliminan radicales libres (Peto y cols., 1981; Jia y cols., 2017)

etc...

Resveratrol Regula la actividad de SOD, catalasa y GPX (Wang y cols., 2017; Singh y
Vinayak, 2017)

Flavonoides:

Curcumina, Eliminan radicales libres y/o quelan iones metdélicos (Heim y cols.,

quercetina,
kaempferol, etc...

2002; Marchiani y cols., 2014)
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1.3. ENFERMEDADES ASOCIADAS AL ESTRES OXIDATIVO

Existen evidencias que relacionan de forma directa el estrés oxidativo con la
aparicién o el desarrollo de gran nimero de enfermedades. A continuacion se detallan

algunas de las mas comunes.

11.3.1 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares poseen una etiologia multifactorial, estando
asociadas generalmente a hipercolesterolemia, hipertension, tabaquismo, diabetes,
dietas no equilibradas, estrés y vida sedentaria (Opara y cols., 1999). Durante los ultimos
anos, numerosos estudios afirman que el estrés oxidativo deberia ser considerado como
la primera o segunda causa de las enfermedades cardiovasculares (Pacher y cols., 2007,
Ciancarelli y cols., 2012). En particular, tanto estudios in vitro como in vivo demuestran
el papel del estrés oxidativo en la aterosclerosis, isquemia, hipertension, cardiomiopatia,
hipertrofia cardiaca e insuficiencia cardiaca congestiva (Bahorun y cols., 2006; Droge,

2002; Chatterjee y cols., 2007; Ceriello, 2008).

El estrés oxidativo actia principalmente como desencadenante de la
aterosclerosis. Es bien conocido que la formacion de las placas de ateroma es
consecuencia de una inflamacién endotelial temprana, lo que da lugar a la generacién
de ROS vy al reclutamiento de macrofagos in situ. La lipoproteina de baja densidad (LDL)
circulante es oxidada por las especies reactivas, lo que promueve la formacién de células
espumosas Yy la acumulacién de lipidos. El resultado de dichos eventos es la formacién

de placas de ateroma.

11.3.2 Enfermedades neuroldgicas

El estrés oxidativo se ha relacionado con las enfermedades neurodegenerativas
como la esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad de Huntington, la enfermedad de

Parkinson y la enfermedad de Alzheimer (Halliwell, 2001; Christen, 2000; Butterfield,
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2002; Schragy cols., 2013). Asi, por ejemplo, en esta ultima, diversas investigaciones han
demostrado que el dafio oxidativo juega un papel esencial en la pérdida de neuronas y la
progresion de la demencia (Christen, 2000). El péptido tdxico B-amiloide, presente en el
cerebro de las personas con enfermedad de Alzheimer, se produce por la accién de los
radicales libres y es responsable, al menos en parte, de la neurodegeneracién observada
durante la aparicidon y progreso de dicha enfermedad (Butterfield, 2002). Por otro lado,
en la enfermedad de Parkinson, el aumento del estrés oxidativo se asocia a la pérdida de
neuronas dopaminérgicas. Las células de la microglia pueden producir grandes
cantidades de O,, causando la oxidacién de la dopamina a productos de la quinona,
dafiinos para el funcionamiento mitocondrial en el cerebro, los cuales inducen la

apoptosis de dichas neuronas (Halliwel y cols., 2001; Jana y cols., 2007).

11.3.3 Enfermedades respiratorias

Diferentes estudios sefialan que desérdenes pulmonares como el asma y la EPOC,
determinados por una inflamacién crénica sistémica y local, estan relacionados con el
estrés oxidativo (Caramori y Papi, 2004; Guo y Ward, 2007; Hoshino y Mishima, 2008;
MacNee, 2001; Gumral y cols., 2009). Por ejemplo, en pacientes con asma ocurre una
produccién excesiva de oxidantes de forma espontanea o tras la estimulacion de los
leucocitos. Los niveles de EPO y MPO se ven incrementados en diferentes fluidos, como
la sangre periférica y el esputo inducido, y en el tejido pulmonar. También se ha
observado un aumento en la expresidén de otros marcadores de estrés oxidativo como la
nitrotirosina en las células epiteliales bronquiales, células del musculo liso y parénquima
pulmonar, y la 3-bromotirosina en las vias respiratorias y en el esputo de pacientes con
asma (Caramori y Papi, 2004). En pacientes con EPOC se ha demostrado que los ROS
provocan dafio tisular, contraccion del musculo liso, aumento de la permeabilidad

vascular y broncoconstriccion (Gumral y cols., 2009).
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11.3.4 Enfermedades reumaticas

La artritis reumatoide es una de las enfermedades reumaticas mds comunes. Es
una enfermedad inflamatoria crénica que afecta a las articulaciones y a los tejidos
circundantes, en cuya fisiopatologia influyen la infiltracion de macrofagos y células T
activadas (Valko y cols., 2007; Walston y cols., 2006). Los radicales libres juegan un papel
esencial tanto en el inicio como en el progreso de dicho sindrome, favoreciendo el
aumento de los niveles de isoprostano y prostaglandina, presentes en el liquido sinovial

de los pacientes afectados (Mahajan y Tandon, 2004).

11.3.5 Enfermedades renales

El estrés oxidativo esta relacionado con numerosas patologias que afectan al
rifidn como la nefritis intersticial o la insuficiencia renal (Drége, 2002; Galle, 2001). El
incremento de ROS producido en diferentes patologias renales da lugar al reclutamiento
de células inflamatorias y a la produccién de citocinas proinflamatorias, como el TNF-ay
la IL-1B que, como ya se ha sefialado previamente, juegan un papel predominante como
mediadores proinflamatorios, asi como la activacién del factor de transcripcion NF-kB,
requerido para mantener el proceso inflamatorio. La ultima fase de la inflamacién se
caracteriza por un aumento de la produccidon de TGF-B que interviene en la sintesis de
matriz extracelular. Teniendo esto en cuenta, cuando un estimulo de estrés oxidativo
actua de forma crénica en tejidos renales, el resultado es un estado inicial de
inflamacién que, cuando se cronifica, da lugar a la formacion de abundante tejido
fibrdtico que deteriora la funcion del érgano y conduce a la insuficiencia renal. Un
ejemplo de ello es la nefrotoxicidad inducida por determinados farmacos, como la

ciclosporina o la bleomicina (Galle, 2001; Massicot y cols., 1997).
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11.3.6 Enfermedades intestinales

La colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn son las principales enfermedades
inflamatorias intestinales. En el tracto gastrointestinal las fuentes de ROS son las
enzimas xantina oxidasa, amina oxidasa, aldehido oxidasa asi como la NOX, presente
esta ultima en los macréfagos de la lamina propia, donde el principal agente oxidante es
el OH-. Se ha observado que en la mucosa intestinal inflamada existen niveles bajos de
SOD y gran cantidad de neutréfilos, monocitos y linfocitos. La activacion de neutrdfilos y
monocitos puede inducir una mayor formacion de HOCI, el cual resulta mas toxico que el
0O, o el H,0, y puede reaccionar de forma inespecifica con sulfhidrilos, acidos grasos
poliinsaturados, DNA, piridina, nucledtidos y aminoacidos aromaticos. Ademas, los
macrofagos y neutrofilos de los pacientes con dichas enfermedades generan mayores
niveles de O, que los individuos sanos, lo cual se asocia a un aumento de la
permeabilidad del endotelio vascular. Todo ello provoca dafo en el musculo liso, el
sistema nervioso entérico y las células intersticiales de Cajal, manifestdndose mediante

la sintomatologia tipica de dichas enfermedades (Patlevic€ y cols., 2016).
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11.4. TERAPIA ANTIOXIDANTE

Como se ha sefialado en el apartado anterior, diversas patologias se asocian a un
desequilibrio del estado redox. Se ha demostrado que existe una correlacién inversa
entre la capacidad antioxidante total en suero o plasma y la aparicién o progreso de
diferentes patologias como las descritas anteriormente. Por esta razén, desde hace
décadas, se ha propuesto la utilizacion de los agentes antioxidantes, naturales y

sintéticos, como un abordaje terapéutico prometedor de dichas patologias.

A continuacion, se detallan algunos de los antioxidantes estudiados para el

tratamiento o prevencion de diversas patologias asociadas al estrés oxidativo.

Acido lipoico

El acido lipoico es una molécula antioxidante que se sintetiza de forma enddgena
y también se puede encontrar en algunos alimentos, como visceras de animales o
vegetales como brdcoli o espinacas. Gracias a su capacidad antioxidante, elimina
radicales libres, quela metales de transicidon, aumenta los niveles intracelulares de GSH y
recicla las vitaminas C y E (Tibullo y cols., 2017). Ademas, regula diferentes vias
metabolicas asociadas al estrés oxidativo como p38, ERK MAPK, AKT y NF-kB (Salinthone
y cols., 2008). Por todo ello, el acido lipoico se ha propuesto para el tratamiento de

enfermedades asociadas al estrés oxidativo.

De hecho, se ha demostrado en diferentes ensayos clinicos, que la
administracion de acido lipoico posee efectos beneficiosos, tanto en la prevencién como
en el tratamiento de enfermedades como la diabetes, enfermedades cardiovasculares,
renales y hepaticas (Rochette y cols., 2015), incluso en enfermedades neurolégicas como

la esclerosis multiple y la enfermedad de Alzheimer (Salinthone y cols., 2008).
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Coenzima Qqp

La Coenzima Q10 (CoQiq) es un componente liposoluble de las membranas
celulares. Todas las células son capaces de sintetizarla en condiciones fisioldgicas, pero
también se puede ingerir a través de la dieta e incorporarse a las membranas bioldgicas.
Desempena su funcién en la mitocondria principalmente, donde interviene en tres
procesos bien caracterizados: j, la transferencia de electrones de los complejos | y Il al
complejo lll, a través de la cadena transportadora de electrones de la membrana interna
mitocondrial y la subsecuente polarizacién de la membrana y la generacion de ATP; ji, la
produccion de O, y H,0,; vy iii, la neutralizacion de radicales libres. La forma totalmente
oxidada de la CoQyq, también denominada ubiquinona, es capaz de aceptar electrones,
principalmente de la NADH, para pasar a su forma totalmente reducida (ubiquinol-
CoQyo-H,). Dicha forma reducida es capaz de donar electrones, eliminando asi los
radicales libres. Sin embargo, la forma intermedia entre la ubiquinona y el ubiquinol, es
la ubisemiquinona, reducida de forma univalente (CoQio-H), que actia como pro-
oxidante formando O, y H,0,. Este efecto se observa en todas las membranas bioldgicas
incluyendo las del aparato de Golgi, los sistemas endosoma/lisosoma, asi como en la
mitocondria, lo cual ha dado lugar a la controversia en relacion a la administracién de

CoQypcomo terapia antioxidante (Linnane y cols., 2007).

El principal papel antioxidante de la CoQyo es la prevencién de la peroxidacion
lipidica, de forma directa o mediante la interaccién con el a-tocoferol (vitamina E). El
ubiquinol es capaz de neutralizar radicales peroxilo, evitando asi la reaccién en cadena
de la peroxidacidn lipidica. La CoQy vy el a-tocoferol cooperan como antioxidantes
mediante la accidon del ubiquinol, restableciendo el a-tocoferoxil a a-tocoferol. Sin
embargo, la reactividad del a-tocoferol con los radicales peroxilo es mucho mayor que la
del ubiquinol, por lo que se cree que, in vivo, el ubiquinol, no actia como antioxidante,

pero regenera la capacidad antioxidante del a-tocoferol (Lass y Sohal, 1998).

Diversos estudios in vitro demuestran la capacidad antioxidante de la CoQgo Yy los
beneficios de los complementos con CoQyq se atribuyen a su capacidad de mantener un
metabolismo energético mitocondrial eficiente y, de esta forma prevenir la disfuncién

mitocondrial, mas que a su actividad como antioxidante celular directo. Por esta razoén,

32



Il. Introduccién

la CoQyp ha sido propuesta como tratamiento para diferentes patologias, como el infarto
agudo de miocardio (Singh y cols., 2007), la hipertension arterial (Rosenfeldt y cols.,

2007) o las enfermedades neurodegenerativas (Mancuso y cols., 2010).

Vitamina E

La vitamina E, también denominada a-tocoferol, es un antioxidante liposoluble
capaz de incorporarse a las membranas plasmaticas y eliminar los radicales libres
presentes en las mismas, principalmente el radical peroxilo; esto le permite detener la
peroxidacién lipidica, por lo que es considerado el agente mds importante en la
eliminacion de radicales libres en las membranas (Serbinova y cols., 1991). Los radicales
oxidados del a-tocoferoxil producidos en este proceso se pueden reciclar de nuevo a la
forma reducida activa. Dicho proceso se realiza tanto de forma directa, a través de la
vitamina C (Fujisawa y cols., 2006), como de forma indirecta, gracias al GSH intracelular y

el acido lipoico que reciclan dicha vitamina C (Guo y Packer, 2000).

En relacidn a su utilidad terapéutica, en algunos ensayos clinicos se ha observado
una ralentizacion del progreso de la enfermedad de Alzheimer moderada (Dysken vy
cols., 2014; Sano y cols., 1997). Sin embargo, en otros estudios no se ha apreciado
ningun beneficio respecto a los pacientes tratados con placebo (Petersen y cols., 2005) e
incluso hay autores que indican que puede llegar a ser perjudicial dependiendo del tipo
de paciente (Lloret y cols., 2009). Por el contrario, estudios mas recientes sugieren que
el tratamiento con vitamina E puede llegar a reducir hasta un 35% la presencia de
enfermedades cardiovasculares en individuos con diabetes y un genotipo determinado
(Hp2-2; Hochberg y cols., 2017). También se han obtenido resultados positivos en

pacientes con insuficiencia hepdtica aguda grave (Miguel y cols., 2017).
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Tabla 3. Antioxidantes sintéticos.

Antioxidantes

Propiedades

sintéticos

NAC Estimula la sintesis de GSH y elimina radicales libres (Mokhtari y cols.,
2017)

Alopurinol Inhibe la xantina oxidasa y elimina radicales libres (Okafor y cols., 2017)

Bardoxolone metilo | Activa la via del Nrf2 e inhibe la del NF-kB (Hasegawa y cols., 2017)

Elimina radicales libres e inhibe la peroxidacidn lipidica (Dennis y Witting,

Edaravona
2017)

Dimetil fumarato Activa la via del Nrf2, reduciendo la respuesta inflamatoria (Hoffmann y
cols., 2017)

Probucol Evita la oxidacién del colesterol LDL (Yamashita y cols., 2015)

Anadlogo de la CoQ10 que inhibe la peroxidacidn lipidica (Jaber y Polster,

2015)

Idebenona

La tabla 3 muestra algunos de los antioxidantes sintéticos mas relevantes que

han sido desarrollados para el tratamiento de diferentes enfermedades.

N-acetilcisteina

La N-acetilcisteina (NAC) es la forma N-acetilada del aminodcido cisteina, el cual
es un factor limitante en la biosintesis de GSH. Sin embargo, dicho aminoacido no puede
ser administrado como terapia de forma directa, debido a que se oxida facilmente a
cistina, una sustancia muy poco soluble que da lugar a la formacion de radicales libres e
importantes efectos citotoxicos. Por ello, se ha optado por la utilizacion de la NAC que,
ademds de atenuar el estrés oxidativo mediante un aumento de los niveles
intracelulares del GSH, es capaz de eliminar el exceso de ROS mediante una reaccién

directa con su grupo tiol (Zhangy cols., 2011).

El potencial terapéutico de la NAC se demostrd por primera vez en los afios 60,
como agente mucolitico en pacientes con fibrosis quistica (Hurst y cols., 1967). Desde
entonces, se ha utilizado para el tratamiento de diversas enfermedades asociadas al
estrés oxidativo como enfermedades cardiovasculares, diabetes, sindrome de

inmunodeficiencia  adquirida, fibrosis pulmonar idiopatica, enfermedades
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neurodegenerativas, nefropatia inducida por la utilizacion de contrastes radioldgicos,
etc. (Rushworth y Megson, 2014). Ademas, la NAC se utiliza como tratamiento en la
intoxicacion con paracetamol, para evitar el dafio hepatocelular. El beneficio de la NAC
en la sobredosis por paracetamol radica en restablecer los niveles hepaticos de GSH, que

han disminuido por el uso de dicho tripéptido para detoxificar el farmaco.

Se ha observado también un efecto antiinflamatorio de la NAC, asociado a su
capacidad de inhibir la proteina IKK (Oka y cols., 2000), lo que da lugar a una
disminucion de la actividad de NF-kB (Pajonk y cols., 2002). También puede promover la
sintesis de ciertas proteinas que inhiben la activacion de NF-kB (Elbini Dhouib y cols.,
2016), evitando asi la propagacién de la cascada inflamatoria. Otros estudios
demuestran que puede regular la fase inicial de la respuesta inmune (Omara vy cols.,
1997), asi como disminuir la produccién de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-B)
en pacientes sometidos a hemodidlisis o en shock séptico (Emet y cols., 2004;
Nascimento y cols., 2010). En estudios experimentales, también se observé dicha

disminucion en ratones con infarto cerebral (Khany cols., 2004).

Alopurinol

El alopurinol es un compuesto quimico que se emplea como medicamento frente
a un exceso de acido Urico y sus efectos téxicos asociados. Actia mediante la inhibicion
de la xantina oxidasa, responsable de la oxidacidn consecutiva de hipoxantina y xantina,
que da lugar a la produccién de acido urico. Ademas del aumento de dacido urico, un
incremento de la actividad xantina oxidasa da lugar a la formacion de radicales libres.
Aunque de forma tradicional se ha usado para el tratamiento de la gota, existe un
interés por dicho compuesto debido a su capacidad para eliminar radicales libres
(Moorhouse y cols., 1987; Okafor y cols., 2017). Asi, estudios clinicos recientes han
demostrado un efecto positivo del alopurinol en enfermedades cardiovasculares (Okafor

y cols., 2017) y en la nefropatia diabética (Sheplery cols., 2012).
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Bardoxolone metilo

Bardoxolone metilo es un compuesto, que se encuentra en fase experimental,
con capacidad para modular las vias implicadas en la regulacion redox. Es un potente
activador del factor Nrf2 e inhibidor de NF-kB, por lo que también posee propiedades
antiinflamatorias. Se han realizado ensayos clinicos con Bardoxolone metilo en pacientes
diabéticos con enfermedad renal crénica, habiéndose obtenido resultados dispares

(Chiny cols., 2014; de Zeeuw y cols., 2013; Pergola y cols., 2011).

Edaravona

La edaravona fue el primer farmaco neuroprotector introducido a nivel mundial.
Desde el afio 2001 se ha utilizado en Japdn para tratar a pacientes con infarto cerebral
(Kikuchi y cols., 2012). Ejerce su efecto antioxidante mediante la regulaciéon de la
produccién de OH- y O,, lo que da lugar a la inhibicion de la peroxidacién lipidica.
Recientemente (mayo de 2017) la FDA ha aprobado la utilizacion de edaravona como
tratamiento contra la esclerosis lateral amiotrofica (Traynor, 2017). Se ha demostrado
gue dicho farmaco protege las células de forma directa mediante la induccion de

peroxirredoxina-2 y la inhibicion de la apoptosis (Ahmadinejad y cols., 2017).

Dimetil fumarato

El dimetil fumarato fue aprobado en el afio 2013 por la FDA y desde entonces se
utiliza como terapia en la esclerosis multiple para reducir la actividad y progresién de la
enfermedad (Hoffmann y cols., 2017). Se ha observado que activa el factor Nrf2, dando
lugar a un aumento de la sintesis de GSH. Ademas, induce la sintesis de la enzima
glutation reductasa, que cataliza la reduccion de GSSG a GSH. En modelos animales, se
ha demostrado que reduce la neurotoxicidad dopaminérgica en la enfermedad de
Parkinson. Ademas, en modelos animales de hemorragia intracerebral, el dimetil

fumarato reduce el edema cerebral y la inflamacién, mejora la resolucion del hematoma
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y promueve la recuperacion neuroldgica, todo ello mediante la activacion de dicha via

de transcripcién Nrf2 (Jing y cols., 2015; Zhao y cols., 2015; Iniaghe y cols., 2015).

Probucol

El Probucol es un potente farmaco antioxidante que se ha utilizado durante las
ultimas tres décadas para la prevencion y tratamiento de la enfermedad cardiovascular
ateromatosa y los xantomas. El Probucol disminuye los lipidos y posee un importante
efecto antiinflamatorio y antioxidante. Asimismo, reduce también la produccion de
radicales libres eliminando de forma directa el O, e inhibe la oxidacion del colesterol en
LDLs, lo cual ralentiza la formacion de las placas aterosclerdticas. Sin embargo, sus
efectos secundarios han limitado su uso, ya que provoca de forma simultanea una

reduccion del colesterol HDL (Yamashita y cols., 2015).

Idebenona

La Idebenona es un andlogo de la CoQyo, también aprobado por la FDA, para
tratar la enfermedad de Alzheimer y otras afecciones cognitivas como la ataxia de
Friedreich. Sin embargo, los resultados en la mejora de los sintomas neurolégicos son
inconsistentes, ya que puede actuar también como pro-oxidante, debido a la formacién
de una semiquinona inestable en el complejo | de la cadena transportadora de

electrones (Jaber y Polster, 2015; tabla 4).
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Tabla 4. Estudios clinicos recientes con antioxidantes.

Antioxidante

Patologia

Referencia

Acido lipoico

Diabetes

Derosa y cols., 2016

Artritis reumatoide

Mirtaheriy cols., 2015

Esclerosis multiple

Khalili y cols., 2014

Enfermedad de Alzheimer

Shinto y cols., 2014

Lesiéon de médula espinal

Mohammadiy cols., 2015

Enfermedad renal cronica

Safa y cols., 2014

Coenzima Qg

Diabetes

Mehrdadi y cols., 2017

Infarto de miocardio

Aslanabadi y cols., 2016

Enfermedad renal cronica

Gokbel y cols., 2016

Artritis reumatoide

Abdollahzad y cols., 2015

Enfermedad de higado graso

alcohdlico

no

Farsiy cols., 2016

Enfermedad de Parkinson

Yoritaka y cols., 2015

Esclerosis multiple

Sanoobary cols., 2016

Diabetes

Khatamiy cols., 2016

Michal Freedman y cols.,
Esclerosis lateral amiotroéfica
2013
Vitamina E
Asma Ghaffariy cols., 2014
Enfermedad de Alzheimer Dyskeny cols., 2014
Insuficiencia hepatica aguda grave Miguel y cols., 2017
Lesion renal aguda Song vy cols., 2015
Fibrosis pulmonar idiopatica Valenzuela y Ancochea, 2013
NAC Diabetes Szkudlinska y cols., 2016
Enfermedad de Parkinson Montiy cols., 2016
Insuficiencia hepatica aguda Squires y cols., 2013
Infarto de miocardio Separham y cols., 2016
Enfermedad renal crénica Satirapoj y cols., 2015
Alopurinol Diabetes Liu y cols., 2015

Artritis inflamatoria

Kim y cols., 2014;Stamp vy
cols., 2017

Bardoxolone metilo

Diabetes

Chiny cols., 2014
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Esclerosis lateral amiotroéfica

Esclerosis multiple

Diabetes

Ataxia de Friedreich

Distrofia muscular de Duchenne

Nagase y cols., 2016

Havrdova y cols., 2017

Jiny cols., 2106

Arpay cols., 2014

Buyse y cols., 2017

39



Il. Introduccién

11.5. TERAPIA CELULAR

El fundamento de la terapia celular es restituir los procesos bioldgicos danados
en el curso de la enfermedad mediante la aportacién de precursores celulares sanos o la
aplicacion de los factores producidos por estas células. Para ello se utilizan diferentes
tipos celulares, con prometedores resultados en el caso de las células madre. Estas
poblaciones celulares se caracterizan por su capacidad de autorrenovacion, proliferacion
y diferenciacion, segun lo cual se diferencian los distintos tipos de células que se

exponen a continuacion.

11.5.1 Tipos de células madre

Células madre embrionarias (ESCs, Embryonic Stem Cells)

Las ESCs derivan del blastocisto y poseen dos caracteristicas principales: i, son
pluripotentes, es decir son capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares
procedentes de cualquiera de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo vy
ectodermo) y ii, bajo unas condiciones determinadas son capaces de proliferar
indefinidamente (Ying y cols., 2003). Sin embargo, el dilema ético que supone la
destruccion de un embridén humano y los problemas asociados a la seguridad de la
terapia basada en ESCs son los principales factores que han ralentizado el desarrollo de
terapias clinicas con dichas células. La pluripotencia de dichas células es un arma de
doble filo; la misma plasticidad que permite a las ESCs generar cientos de tipos celulares
diferentes también hace que sea dificil controlar su proliferacidon, su potencial de
diferenciacién y de tumorigenicidad en el trasplante in vivo (Nussbaum vy cols., 2007).
Por esta razon, la mayoria de los estudios con este tipo celular se centran en modelos
animales, aunque dependiendo de la legislacion de cada pais, existe una regulacion
diferente en cuanto a la investigacion con ESCs (De Trizio y Brennan, 2004; Volarevic y

cols., 2018).

Recientemente se ha conseguido producir ESCs humanas de “grado clinico” que

cumplen los mas estrictos requisitos de calidad para poder ser utilizadas en pacientes y
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han sido aprobadas para su uso en un pequefio niumero de ensayos clinicos en fase
inicial. Ejemplos de ello son los trasplantes de células progenitoras cardiovasculares
derivadas de ESCs en pacientes con disfuncidén ventricular izquierda (Menasché y cols.,
2018) y de células epiteliales pigmentarias de la retina derivadas de ESCs en pacientes
con dos enfermedades oculares, degeneracion macular relacionada con la edad (DMAE)
y distrofia macular de Stargardt (Song y cols., 2015). Aunque se han completado las
primeras fases de dichos ensayos, antes de poder ofrecer estas terapias a un gran
numero de pacientes, deben realizarse estudios de larga duracién para poner a prueba

su seguridad y su eficacia.

Células madre pluripotentes inducidas (iPS, Induced Pluripotent Stem Cells)

Las iPS son un tipo de células madre pluripotentes obtenidas a partir de una
célula somatica adulta, no pluripotente, mediante la transduccion de cuatro factores de
transcripcién determinados Oct3/4, Sox2, c-Myc y KIf4. Se obtuvieron, por primera vez,
en al afio 2006 en células de ratén (Takahashi y Yamanaka, 2006) y un afio después en
células humanas (Takahashi y cols., 2007). Esta hazafia se considera uno de los mayores
logros y un gran avance en la investigacion con células madre. Dichas células son muy
similares a las ESCs en cuanto a su cariotipo, fenotipo, actividad telomerasa y capacidad
de diferenciacion, con la ventaja de que disminuyen la posibilidad de rechazo en los
trasplantes al proceder del propio paciente (Ghaedi y Niklason, 2016) y no generan la
controversia ética de las ESCs. Sin embargo, existen una serie de desventajas que
dificultan su aplicacién en clinica como son la modificacion gendmica, la teratogenicidad,
la transmisidon de patdégenos no humanos a humanos, y el coste y laboriosidad del
proceso de reprogramacion celular (Cefalo y cols., 2016).

Recientemente, se ha suspendido un ensayo clinico con iPS autélogas que
investigaba su potencial para el tratamiento de DMAE, debido a la aparicion de una
mutacion (Mandai y cols., 2017).

Actualmente, existen varios ensayos clinicos en fase de reclutamiento de
pacientes con el objetivo de explorar su potencial clinico en diferentes patologias como
leucemia, ataxia telangiectasia, enfermedad granulomatosa crdénica y retinoblastoma,

entre otras (Volarevic y cols., 2018).
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Células madre adultas (ASCs, Adult Stem Cells)

Las ASCs estan presentes en tejidos y érganos adultos y poseen una plasticidad
mas limitada que las ESCs. Inicialmente se definieron como células multipotentes, es
decir, capaces de diferenciarse Unicamente a células de su misma capa germinal
embrionaria. Sin embargo, afios mas tarde se observé que la potencialidad de algunos
tipos de ASCs era mayor de lo esperado, con capacidad para diferenciarse en células de
distintos linajes (Bajek y cols., 2016). Algunas, como las células madre mesenquimales
(MSCs, Mesenchymal Stem Cells) y las células madre hematopoyéticas, son capaces de
diferenciarse a diversos tipos celulares, mientras que otras son precursoras directas de
las células del tejido en el que se encuentran, como las células madre de la piel o las
células madre neuronales. La aplicacion de dichas células en investigacion y como
terapia no genera controversia ético-legal como las ESCs, ya que su obtenciéon no
requiere la destruccién de un embridon. Ademas, hay ocasiones en las que las ASCs se
pueden obtener del mismo paciente a tratar, eliminando asi los problemas derivados de
la respuesta inmunitaria del huésped frente al injerto. Actualmente, estan registrados

mas de cinco mil estudios clinicos con ASCs (https://clinicaltrials.gov).

Entre los diferentes tipos de células madre sefalados, las MSCs resultan de gran

interés para su aplicacidn en terapia celular, ya que poseen una serie de ventajas:

Se pueden aislar a partir de tejido maduro del propio paciente o de un

donante.

e Se caracterizan por su facilidad de cultivo y por su gran potencial de
expansion in vitro.

* Pueden diferenciarse a multiples tejidos de las tres capas embrionarias
tras ser inducidas in vitro (Baer y Geiger, 2012).

e Poseen un riesgo muy bajo de actividad tumorigénica una vez
trasplantadas (Segal-Gavish y cols., 2016).

e Poseen una baja inmunogenicidad y tienen propiedades antiinflamatorias

(Liy cols., 2017).

e Su obtencidn y utilizacién no genera controversia ética.
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Inicialmente, las MSCs fueron aisladas a partir de médula dsea, por Alexander
Friedenstein durante la década de los 60 (Friedenstein y cols., 1968). Sin embargo,
durante los ultimos afios, se ha descrito su presencia en localizaciones tan diversas como
tejido adiposo (Zuk y cols., 2002), pulpa dental (Pierdomenico y cols., 2005), corddn
umbilical (Capelli y cols., 2011), liqguido amnidtico (Schmidt y cols., 2008), membrana
sinovial (Murata y cols., 2014), foliculo piloso (Wang y cols., 2013), endometrio (Mutlu y
cols., 2015), placenta (Hu y cols., 2016), sangre periférica (Koerner y cols., 2006), sangre
de corddn umbilical (Liu y cols., 2014), sangre menstrual (Mehrabaniy cols., 2016), leche

materna (Hassiotou y cols., 2012) y orina (Zhang y cols., 2008).

Dado que las MSCs carecen de un marcador molecular especifico y universal,
para que una célula pueda ser considerada como tal, la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT, International Society for Cell Therapy) ha definido los siguientes

criterios minimos:

e Adhesidn al plastico en condiciones estandar de cultivo.

e Fenotipo positivo (295%): CD105, CD73 y CD90. Fenotipo negativo (<2%):
CD34, CD45, CD11a, CD19 0 CD79a, CD14 0 CD11b y HLA-DR.

e Diferenciaciéon in vitro (bajo estimulo especifico) a osteoblastos,

adipocitos y condroblastos.

Se ha sugerido la eficacia de las MSCs como agente terapéutico en multiples
patologias como el dafio pulmonar agudo, infarto de miocardio, fallo renal agudo,
isquemia cerebral, enfermedad de Alzheimer y dafio corneal, entre otras (Gupta y cols.,
2007; Ortiz y cols., 2007; Lee y cols., 2009; Togel y cols., 2005; Sheikh y cols., 2011; Lee y
cols., 2010; Yao y cols., 2012). Sin embargo, ain quedan cuestiones por solventar como
son la via de administracion mds idonea en cada caso, la seleccién de la dosis, los
posibles efectos adversos a largo plazo, etc. Como consecuencia de estos interrogantes
existe un numero limitado de medicamentos de terapia celular somatica (sCTMP,
somatic Cell Therapy Medicinal therapy) basados en MSCs autorizados actualmente. El
primer medicamento autorizado a nivel mundial formulado con MSCs fue

HeartiCellgram AMI (Corea del Sur) en el afio 2011. Desde entonces han sido también
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autorizados otros medicamentos en diferentes paises (Tabla 5). Sin embargo, en la

Unidn Europea todavia no existe ningun sCTMP comercializado.

Tabla 5. Medicamentos de terapia celular con MSCs autorizados a nivel mundial. (Guadix y cols., 2017).

Nombre Pais Origen MSC Dosis Enfermedades

HeartiCellgram

Corea MSC autégenas de | 10° MSC/kg de Infarto agudo de
AMI® del Sur | médula dsea paciente miocardio
. Defectos del
MSC alogénicas de >00 ‘,'ll.del LICICER cartilago de la rodilla
Cartistem® Corea ., con dcido ..
sangre de corddn . . 2 originados por una
del Sur i~ hialurénico/cm® de . "
umbilical , artrosis traumatica y
defecto del cartilago .
degenerativa
. 3x10" MSC/cm de
Cuspitem® Corea M§C autogenas de didmetro de la Fistulas de Crohn
del Sur | tejido adiposo ,
fistula
. 8 dosis de 2x10° Enfermedad de
Canada .. . ..
p o MSC alogénicas de | MSC/kg de paciente | injerto contra
rochymal y Nueva . : ]
médula ésea en 4 semanas huésped en
Zelanda . . ey
consecutivas pacientes pedidtricos
8 dosis de 2x10° Enfermedad de
TEMCELL HS® . MSC alogénicas de | MSC/kg de paciente | injerto contra
Japén . X 2
médula ésea en 4 semanas huésped
consecutivas Infarto de miocardio

Ademas de los medicamentos anteriormente presentados para aplicacién en
terapia celular somatica, en EEUU existen diferentes productos con MSCs de origen
alogénico autorizados como productos sanitarios. Tal es el caso de OsteoCel’ (NuVasive,
Inc.) (Eastlack RK, 2014), Trinity® (Orthofix, Inc.) (Peppers TA, 2017), Allostem’
(AlloSource, Inc.) y LiquidGen® (Skye Orthobiologics LLC). En todos ellos conjugan una
matriz (aloinjerto) donde incorporan las células, con el objetivo de promover la

osteogénesis y reducir la inflamacién en lesiones éseas (Guadix y cols., 2017).

11.5.2 Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AMSCs)

Entre los multiples tipos de MSCs, las obtenidas a partir de médula dsea
(BMMSCs, Bone Marrow-derived Mesenchymal Stem Cells) han sido las células mas

utilizadas y mejor caracterizadas para investigacion en terapia celular. Sin embargo,
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dichas células poseen una serie de desventajas para su aplicacién en clinica, como su
método de extraccién altamente invasivo para el paciente, existiendo riesgo de
infeccion, su limitada accesibilidad y el bajo numero de células obtenidas. Por ello, se
han estudiado diferentes nichos de MSCs teniendo en cuenta sus propiedades
bioldgicas, capacidad de diferenciacion y expresion de marcadores de superficie. Una de
estas alternativas son las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo
(AMSCs, Adipose-derived Mesenchymal Stem Cells) obtenidas a partir de liposucciones,
lipoplastias o lipectomias. Estas células comparten muchas caracteristicas bioldgicas con

las BMMSCs pero poseen una serie de ventajas:

e Alta disponibilidad y facil extraccion mediante procedimientos
minimamente invasivos.

e El tejido adiposo posee una mayor densidad de células madre que la
médula ésea (5% frente a 0.01%) (Fraser y cols., 2006).

e Se pueden mantener in vitro durante mads tiempo que las BMMSCs,
poseen una mayor tasa de proliferacidén y una menor tasa de senescencia
(Kerny cols., 2006; Im, 2017).

e Su potencial osteogénico no disminuye con la proliferacion celular, al

contrario que las BMMSCs (Wu y cols., 2013).

11.5.3 Propiedades de las AMSCs

El potencial terapéutico de las AMSCs esta muy relacionado con sus propiedades

inmunomoduladoras, antiinflamatorias y antioxidantes.

En primer lugar, la actividad inmunomoduladora de las AMSCs se lleva a cabo
mediante diferentes vias. Por un lado, se ha demostrado que las AMSCs son capaces de
modular la funcién de las células T, las mayores ejecutoras de la respuesta inmune
adaptativa, a través de diferentes mecanismos: j, la falta de expresion en las AMSCs del
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (CMH clase Il) y de las moléculas
coestimuladoras CD80, CD86 o CD40 da lugar a la anergia de las células T; ii, pueden

inhibir la proliferacidon de dichas células mediante la produccién de factores solubles
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como TGF-B, IGF, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento
hepatocitario (HGF), NO, IL-10 y prostaglandina E, (PGE-2), y iii, son capaces de
inactivarlas, mediante la produccion de la enzima indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO) que
cataliza la conversion del triptéfano a quinurenina, modulando asi la respuesta inmune.
Por otro lado, las AMSCs pueden inhibir la proliferacién de las células natural killer, las
mayores ejecutoras de la respuesta inmune innata, mediante la secrecion de factores
solubles como TGF-B y PGE-2 o bien mediante contacto directo célula-célula (Salem y
Thiemermann, 2010). Dicha propiedad inmunomoduladora de las AMSCs las hace

especialmente adecuadas para su utilizacidn en transplantes alogénicos.

En segundo lugar, las AMSCs son capaces de regular la respuesta inflamatoria
mediante diferentes mecanismos. Se ha observado que expresan niveles elevados del
antagonista del receptor IL-1 (IL-1ra), lo cual inhibe la produccion de IL-1a y TNF-a por
parte de los macroéfagos, modulando asi la fase temprana de la inflamacion. Otro de los
mecanismos descritos es la induccidn de un feedback negativo desencadenado por el
TNF-a y otras citocinas proinflamatorias liberadas por los macroéfagos residentes, las
cuales activan las AMSCs para secretar la proteina antiinflamatoria gen 6 estimulado por
el factor de necrosis tumoral (TSG-6, Tumor Necrosis Factor-Stimulated Gene 6). Dicha
proteina reduce la sintesis de NF-kB por parte de los macréfagos residentes, modulando
asi la cascada de sefializacion de las citocinas proinflamatorias. La induccidon de un
feedback negativo puede ser desencadenado también por otras moléculas liberadas por
dichos macrofagos residentes y por las células del tejido dafiado, como son LPS, TNF-a o
NO, que en este caso, estimulan a las AMSCs para secretar PGE-2, dando lugar a la
produccion de la citocina antiinflamatoria IL-10 por parte de los macrofagos (Prockop vy

Oh, 2012).

En tercer lugar, las propiedades antioxidantes de las AMSCs se deben a su
capacidad para reducir la peroxidacion lipidica, a través del incremento de los niveles de
GSH y SOD, y modulando las vias metabdlicas que dan lugar a la activacion de proteinas
antioxidantes. Estudios recientes demuestran que las AMSCs disminuyen la produccién
de radicales libres, lo que tiene como consecuencia una reduccion de la apoptosis en los

tejidos dafiados (Kim y cols., 2015; Dietrich y cols., 2015).
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11.5.4 Mecanismos de accion de las AMSCs

En relacion a los mecanismos de accion de las AMSCs, inicialmente se pensd que
su efecto terapéutico, observado en modelos animales con diferentes patologias, estaba
relacionado con la capacidad de dichas células para migrar a los tejidos danados,
diferenciarse en el tipo celular requerido y reemplazar a las células muertas (Song y
Tuan, 2004). Sorprendentemente, a partir de multiples estudios en animales e incluso de
ensayos clinicos llevados a cabo durante las ultimas décadas, se ha puesto en entredicho
este paradigma. Se ha observado que el nimero de células trasplantadas que llegan y se
integran de forma funcional en los tejidos danados es demasiado bajo como para poder
ejercer un efecto terapéutico (Phinney y Prockop, 2007). Dicha limitacién se debe, en
parte, a la muerte de las células unas horas después de ser trasplantadas, como
consecuencia de una combinacion de factores mecanicos, celulares y del huésped. En
particular, el estrés mecanico durante la implantacién (Amery cols., 2016), la pérdida de
contacto de las células con su matriz extracelular (He y cols., 2015), la privacion de
nutrientes y oxigeno en el lugar donde se implantan (Deschepper y cols., 2011) y la
respuesta inflamatoria del huésped (Haque y cols., 2015), son factores que limitan la

supervivencia a largo plazo de las células trasplantadas.

Existen hipdtesis que indican que las MSCs son capaces de reparar los tejidos
dafados a través de otros mecanismos alternativos a la diferenciaciéon o a la fusidon
celular, promoviendo la viabilidad y proliferacién celular, reduciendo la apoptosis y, en
algunos casos, modulando la respuesta inmune. Dichos mecanismos alternativos
incluyen las interacciones célula-célula mediadas por nanotubos de membrana (TNT,
Tunneling Nanotubes) y la actividad paracrina de las células mediante la secrecion de
factores solubles y la produccidn de vesiculas extracelulares que contienen péptidos o

proteinas reparadoras, mRNA y miRNAs (Spees y cols., 2016; Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos de accion de las AMSCs. Adaptado de Liang y cols., 2014.

Actualmente, el mecanismo terapéutico mds aceptado asociado a las AMSCs es la
generacién de un microambiente pro-regenerativo, mediante la secrecidén paracrina de
factores tréficos. Todo el espectro de moléculas secretadas por las AMSCs se denomina
secretoma, el cual consiste en mas de cien moléculas biolégicamente activas entre las
gue se incluyen diferentes tipos de citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y
miRNAs (Salgado y cols., 2010; Oses y cols., 2017). En diferentes patologias como el
infarto agudo de miocardio y el dafo cerebral o hepdtico, se ha demostrado que la
administracion del secretoma de AMSCs es capaz de reproducir, al menos en parte, el
efecto terapéutico observado tras la administracion de las propias células (Lee y cols.,
2015; Wei y cols., 2009), al mismo tiempo que se reduce la complejidad de la terapia y
su coste econdmico. Sin embargo, uno de los mayores problemas asociados al uso del
secretoma es que, en la mayoria de los casos, la concentracién de citocinas y factores de

crecimiento es demasiado baja para su uso terapéutico (Angoulvant y cols., 2011).
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11.5.5 Pre-acondicionamiento de las AMSCs

Recientemente, se ha observado que las AMSCs, una vez establecidas en el tejido

dafado, son capaces de percibir el microambiente y cambiar el patréon de biomoléculas

secretadas de acuerdo a las necesidades especiales de dicho tejido lesionado (Ezquer y

cols., 2016). Debido a la elevada plasticidad de las AMSCs, es posible modificar la

composicion de su secretoma, mediante la exposicion de dichas células a un estimulo

pre-acondicionador in vitro, produciendo asi un medio acondicionado con una

combinacion y ratio de biomoléculas especificas para una determinada patologia. En

este contexto, se estan desarrollando diferentes estrategias para estimular el efecto

paracrino de las AMSCs como la ingenieria genética o el pretratamiento con diferentes

factores fisicos o quimicos (Yu y cols., 2013; Tabla 6).

Tabla 6. Métodos de pre-acondicionamiento celular y mecanismos de accidn.

Método Mecanismos
o Induce la expresiéon de las proteinas de choque térmico (HSP, Heat
Termico Shock Proteins). Promueve la supervivencia celular e inhibe vias
metabdlicas apoptdticas (Qiao y cols., 2015; Feng y cols., 2014).
Hipéxico Activacion de genes antiapoptéticos como Akt, Bcl-2 e HIF-1a (Das y

cols., 2010; Hu y cols., 2008).

Disminucion del pH

Aumenta los niveles de expresion del receptor de quimiocinas CXCR4 y
el factor derivado de célula estromal 1 (SDF-1, stromal cell-derived
factor 1). Aumenta la migracion transendotelial y la diferenciacion
celular. Aceleran la recuperacidon del flujo sanguineo, aumentan el
numero de capilares y arteriolas y el nimero de fibras musculares
regeneradas (Cencioni y cols., 2013).

Privacion de

Las células entran en estado quiescente, lo que promueve su
supervivencia bajo condiciones de isquemia. Aumenta la viabilidad

nutrientes celular, se estimula la autofagia y aumentan la expresién de enzimas
gluconeogénicas como PEPCK (Moya y cols., 2017)
H,0, Aumentan los niveles de VEGF, HGF e IL-6. Promueve la diferenciacién y

supervivencia celular (Zhang y cols., 2012).

Citocinas (IGF-1,
FGF-2, TGF-a, TNF-a,
etc)

Mejora la supervivencia celular, aumenta la producciéon de factores
paracrinos y favorece el efecto antiinflamatorio (Khan y cols., 2011;
Herrmann y cols., 2010)

Farmacoldgico
(Trimetazidina,
Isoflurano,
Eritropoyetina,
Deferoxamina,
Melatonina, LPS, etc)

Los antioxidantes y estabilizadores de HIF-1a ayudan a las células a
hacer frente al aumento del estrés oxidativo.

Los inhibidores del transporte de electrones mitocondrial bloquean la
activacion de las vias de muerte mitocondrial.

Los farmacos antiapoptéticos promueven la supervivencia celular
(Carriere y cols., 2009; Mizukami y cols., 2016).
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El proceso de pre-acondicionamiento consiste en exponer dichas células a un
agente tdéxico a concentraciones subletales o bien privarlas de oxigeno o nutrientes con
el fin de hacerlas mas resistentes a condiciones desfavorables. Este proceso da lugar a la
expresion y secrecion de diferentes moléculas necesarias para reducir el dafio. En este
sentido, se ha observado que en el pre-acondicionamiento de AMSCs por hipoxia (1%
0,), se estabiliza la proteina HIF-1a y da lugar a la secrecién de altos niveles de factores
proangiogénicos; en pre-acondicionamientos con ROS se estimula la secrecién de
factores antiapoptdticos (Carriere y cols., 2009; Liu y cols., 2013; Chacko y cols., 2010) y
en el pre-acondicionamiento con LPS o IFN- se induce la secrecion de moléculas con
actividad antiinflamatoria (Krampera y cols., 2006; Yao y cols., 2009). Este tipo de
estrategia permitiria inducir la produccién y secrecién de una combinacién y ratio
apropiados de factores troficos especificos para una determinada patologia, mejorando

asi la eficacia de la terapia.

La utilizacion de dicho secretoma o medio acondicionado tiene una serie de

ventajas respecto al uso de las células madre como terapia:

* Mayor bioseguridad porgue se reduce el riesgo de formacion de tumores.

* Disponibilidad inmediata, ya que el secretoma se puede liofilizar,
facilitando asi su almacenamiento.

e Mayor reproducibilidad del efecto terapéutico, ya que la variabilidad
biolégica del secretoma se puede minimizar definiendo bien su
composicion.

e Mayor facilidad y seguridad en cuanto a manipulacién y administracion.

e Menor coste de produccidn, ya que el secretoma se puede producir en

grandes cantidades, reutilizando las mismas células.

Por todo ello, el uso del medio acondicionado como terapia puede reducir los
altos costes asociados a la produccion de terapias celulares, en las cuales se tienen que

obtener y expandir células para cada paciente (Oses y cols., 2017).
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[ll. Hipotesis y objetivos

El estrés oxidativo puede provocar una cronificaciéon del estado inflamatorio,

dando lugar al desarrollo de diferentes enfermedades.

La terapia celular con AMSCs posee un gran potencial para el tratamiento de las
enfermedades relacionadas con Ila inflamacion debido a las propiedades
inmunomoduladoras, antiinflamatorias y antioxidantes de dichas células. Sin embargo,

existen limitaciones para obtener una respuesta antioxidante 6ptima con dicha terapia.

Estudios previos indican que el preacondicionamiento de las AMSCs aumenta la

capacidad celular para hacer frente al dafio oxidativo.

Teniendo en cuenta estos hechos, el Objetivo General de este estudio es analizar
la capacidad terapéutica de las AMSCs preacondicionadas, y de su medio acondicionado,

en un modelo in vitro de estrés oxidativo inducido en fibroblastos.

Este objetivo general se fundamenta en la siguiente Hipotesis:

El preacondicionamiento de las AMSCs con dosis bajas de H,O, permite
incrementar su capacidad antioxidante y mejorar su poder de reparacion de fibroblastos

sometidos a estrés oxidativo.

Para confirmar esta hipétesis se proponen los siguientes Objetivos Especificos:

1. Analizar la respuesta de los fibroblastos frente al estrés oxidativo.

2. Analizar la respuesta de las AMSCs frente al estrés oxidativo.

3. Analizar el efecto de la terapia antioxidante con la NAC sobre fibroblastos

oxidados.
4. Analizar el efecto de la terapia celular con AMSCs sobre fibroblastos oxidados.

5. Analizar el efecto de la adicion de la NAC al co-cultivo con AMSCs y al medio

acondicionado por las AMSCs sobre la proliferacion de fibroblastos oxidados.

6. Analizar el efecto de las AMSCs preacondicionadas con dosis bajas de H,0,

sobre fibroblastos oxidados.
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IV. Material y métodos

IV.1. MATERIAL Y TECNICAS

IV.1.1 Células

IV.1.1.1 Fibroblastos

Los fibroblastos utilizados para este estudio fueron donados por el banco celular
de Histocell S.L. (Parque Cientifico-Tecnolégico de Zamudio, Bizkaia, Espafa). Dichas
células habian sido aisladas a partir de prepucio humano y se expandieron in vitro
mediante subcultivos. De este modo, se obtuvo una reserva de células que fue

almacenada y criopreservada en nitrégeno liquido.

Figura 5. Cultivo de fibroblastos en frasco de 75 cm2. Imagen obtenida con el microscopio de contraste de
fases (100x).

IV.1.1.2 AMSCs

Las AMSCs fueron donadas por el banco celular de Histocell S.L. Dichas células
fueron aisladas a partir de muestras de tejido adiposo, procedente de lipoaspirados. Tras
su expansion in vitro para obtener una reserva suficiente, se almacenaron en nitrégeno

liguido para su correcta conservacion a lo largo de todo el estudio.
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Figura 6. Cultivo de AMSCs en frasco de 75 cm2. Imagen obtenida con el microscopio de contraste de
fases (100x).

IV.1.2 Cultivos celulares

IV.1.2.1 Congelacion de las células

Con el objetivo de crear un stock celular suficiente para realizar la
experimentacion, se procedié a la congelacion de las células. Asi, una vez alcanzada la
semiconfluencia en los cultivos primarios, se despegaron las células con un lavado de
tampon fosfato en solucién salina (PBS, Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich
Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU) y afiadiendo 0.1% tripsina y 2 mM acido
etilendiaminotetraacético (tripsina-EDTA) (Gibco, Life Technologies™). La suspensidn
celular obtenida se centrifugd a 500 g (Heraeus Labofuge 400R, Alemania) durante 5
min. Posteriormente, se realizé el recuento celular en un hemocitoémetro Burker
(BlauBrand®, Alemania), calculando la viabilidad mediante el método de exclusion de
azul tripan (Gibco, Life Technologies™). La densidad celular para la congelacién fue de
1x10° células/criovial resuspendidas en 1 ml de solucién de congelacién compuesta por
10% de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma Aldrich Chemical Co.) en suero bovino fetal (SBF,

Biochrom AG, Alemania). Una vez distribuidas las células en los crioviales, se etiquetaron
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y se introdujeron en un contenedor para congelacién sumergido en propanol (Mr. Frosty
Nalgene® Thermo Fisher Scientific,c, Waltham, MA, EEUU), el cual se trasladd
directamente al ultracongelador a -80°C MDF-U52V (Sanyo Electric Biomedical Co,
Japdn). Este sistema permite atenuar la velocidad de enfriamiento, produciendo un
descenso paulatino de la temperatura de 1°C cada minuto, aproximadamente, hasta
alcanzar los -80°C. Tras 24 h, los viales fueron almacenados en el contenedor de N,

liquido a -180°C.

IV.1.2.2 Descongelaciéon y mantenimiento celular

Los viales de células se descongelaron en el bafio termostatico a 37°C,
manteniendo los cultivos en condiciones de esterilidad, en la cabina de flujo laminar
vertical VP-100 (Telstar, Espafia). Tras la descongelacion del vial, se centrifugaron las
células durante 5 min a 500 g, resuspendiendo el pellet celular en el medio de cultivo

apropiado para cada uno de los tipos celulares.

La siembra de las células tuvo lugar en frascos de cultivo de 25, 75 y 175 cm? de
superficie (Sarstedt AG & Co, Alemania) en similares condiciones tanto para fibroblastos
como para AMSCs. La densidad de siembra fue de 2x10° células/cm? en medio de cultivo
compuesto por DMEM-GlutaMAX™-| (Gibco, Life TechnologiesTM, Carlsbard, CA, EEUU),
suplementado al 10% con SBF, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina

(Lonza, Bélgica).

El tiempo requerido por las células para su adhesion a la superficie de cultivo fue
de 4 h para los fibroblastos y de 2 h para las AMSCs. Los cultivos se mantuvieron en el
incubador (CO, incubator MCO-18AIC-UV, Sanyo Electric Biomedical Co) en atmdsfera de

humedad a saturacién, a 37°C de temperatura y un 5% de CO,.

Transcurridos 3 dias en el caso de los fibroblastos y 5 dias para las AMSCs, se
alcanzé el estado de semiconfluencia (80-90% de la superficie de adhesion ocupada),
momento en el que se realizd un subcultivo. Para ello, se despegaron las células
realizando un lavado con PBS y afadiendo tripsina-EDTA 0,05% durante 5 min.

Posteriormente, se afiadido un 10% de SBF para neutralizar la tripsina-EDTA, se realizé
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otro lavado de la superficie de cultivo con PBS vy la suspension obtenida se centrifugd
durante 5 min a 500 g. Las células se subcultivaron a partir de las densidades indicadas

anteriormente para continuar con la expansion celular.

Las células utilizadas para la realizacidn de las experiencias tenian un minimo de

tres pases y en ningun caso fueron subcultivadas mas de nueve veces.

IV.1.2.3 Siembra de la suspension celular en placa

Con el cultivo en semiconfluencia y una cantidad de células suficiente para
realizar la experimentacidn, se procedid a despegar las células del frasco. Se retird el
medio de crecimiento, se realizé un lavado con PBS y se incubaron las células con
tripsina-EDTA a 37°C durante 5 min. Posteriormente se afladid SBF y se centrifugaron a
500 g durante 5 min. El pellet obtenido se resuspendié en medio de crecimiento y se

realizé el contaje directo en el hemocitémetro.

Para la experimentacién en placa (Sarstedt AG & Co.) se sembraron ambos tipos
celulares en medio de crecimiento a una concentracién de 2.1x10" células/pocillo para

las placas de 24 pocillos y de 4x10° células/pocillo para las placas de 96 pocillos.

IV.1.3 Técnicas de experimentacion

En este trabajo se han utilizado las siguientes técnicas experimentales:
IV.1.3.1 Determinacion de la proliferacion celular

En las placas de 96 pocillos la proliferacién celular se determind mediante el
método de Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT, Sigma Aldrich Chemical Co.), un
ensayo colorimétrico que permite cuantificar la actividad metabdlica celular. Las sales de
MTT (de color amarillo) son metabolizadas por las enzimas mitocondriales de las células

viables, transformandolas en cristales de formazan (de color azul) (Zirafiy cols., 2014).
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El MTT se disolvido en PBS a una concentracién de 5 mg/ml y se anadieron 10
ul/pocillo. Tras incubar la placa durante 2 h se retiré el medio, se afiadieron 100
ul/pocillo de DMSO y se determind la absorbancia a A=540 nm en un lector
multiparamétrico de placas (Synergy™ HT System; Biotek Instruments Inc, Winooski, VT,

EEUU).

En las placas de 24 pocillos se determind la proliferacion mediante recuento
directo en camara Burker. La obtencion de las células se realiz6 mediante un lavado con
PBS y una breve exposicion a tripsina-EDTA. A partir de la suspensidn celular obtenida,
se tomd una alicuota, se mezclé con azul tripan (1:1) y se realizo el recuento de células

viables en el microscopio de contraste de fases.

1V.1.3.2 Determinacion de los niveles intracelulares de GSH

La determinacion de los niveles intracelulares de GSH se realizd con la sonda
fluorescente monoclorobimano (mBCl, Molecular Probes®, Eugene, OR, EEUU). La
especificidad de este fluorocromo por el GSH es debida a la enzima GST que cataliza la
conjugacién del GSH con el mBCl, formandose un producto fluorescente (Kamencic y

cols., 2000).

A partir de un stock de mBCl 1mg/ml en etanol absoluto, el fluorocromo se diluyé
en PBS para la obtencién de la concentracion de trabajo adecuada (100 uM). Tras lavar
las células con PBS, se anadieron a los pocillos 100 ul de sonda mBCl y se incubaron
durante 60 min en oscuridad y a 37°C. La medida de fluorescencia de la placa de 96
pocillos se llevé a cabo en el lector multiparamétrico de placas Synergy” HT System, con
una configuracién de filtros de Aex= 360 Nm y Aem= 460 nm. Los resultados se expresaron
en unidades arbitrarias (UA) de fluorescencia, valor que se obtuvo tras la eliminacién del

valor de autofluorescencia de las células incubadas con PBS.
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IV.1.3.3 Determinacion de los niveles intracelulares de ROS

La medida de los niveles intracelulares de ROS se llevd a cabo mediante la
utilizacion de la sonda fluorescente 2,7-diclorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA,
Molecular Probes®). Dicha sonda difunde a través de la membrana celular de forma
pasiva debido a sus propiedades lipofilicas. Una vez en el citosol, las esterasas hidrolizan
su enlace éster (H,DCF) convirtiéndola en hidréfoba y en presencia de ROS se convierte

en su forma fluorescente (DCF), permitiendo asi su cuantificacién (Lee y cols., 2015).

A partir de una solucién de 1 mM en etanol absoluto, el fluorocromo se diluyé en
PBS a 10 uM para su uso. En la placa de 96 pocillos se afiadieron 100 pl de sonda por
pocillo y se incubaron las células durante 30 min en oscuridad a 37°C. Transcurrido este
tiempo, se retird la sonda y se afiadieron 100 ul de PBS durante 10 min. Tras llevar a
cabo los diferentes tratamientos, se realizaron medidas secuenciales con intervalos de
10 min de la fluorescencia emitida, durante 1 h, en el lector multiparamétrico de placas,
con una configuraciéon de filtros de Aey= 492-495 nm y Ae= 517-527 nm. Dicha cinética
permite conocer la evolucién del contenido intracelular de ROS de forma progresiva. Los
resultados se expresaron en UA de fluorescencia, una vez restada la autofluorescencia

de las células.

IV.1.3.4 Determinacion de la capacidad antioxidante

Determinacion de la capacidad antioxidante celular total

La actividad antioxidante celular total se determind con el kit de capacidad
antioxidante total (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EEUU), basado en la
capacidad de los sistemas antioxidantes de la muestra de inhibir la oxidacidn, inducida
por la metmioglobina, del compuesto ABTS (2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline
sulphonate]) a ABTS™. Dicha capacidad de prevenir la oxidacién es comparada con una
curva patréon de Trolox, un analogo del tocoferol soluble en agua, siendo cuantificada

como milimoles equivalentes de Trolox (Miller y cols., 1993).
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Tras someter a las células a las diferentes condiciones experimentales, se midié
la capacidad antioxidante total de las mismas a partir de la obtencién de extractos del
contenido intracelular. Para ello, las células se despegaron mecanicamente utilizando un
scraper (Costar®, Corning Incorporated, New York, NY, EEUU) con PBS a 4°C y
manteniendo los frascos sobre hielo durante el proceso. Tras 5 min de centrifugado a
500 g a 4°C, se resuspendid el pellet en 150 pl de PBS y se procedié al sonicado de la
muestra (Sonopulus Mini 20. Bandelin Electronic, Alemania). Para ello, utilizando una
sonda de 1.5 mm de didmetro, se aplicaron 6 pulsos de 5 segundos con pausas de 20
segundos, manteniendo las muestras en hielo en todo momento. Posteriormente, la
muestra se centrifugd (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Alemania) a 10.000 g durante 15
min a 4°C, tomando el sobrenadante para proceder a su andlisis inmediato con el kit de
capacidad antioxidante total o bien para su conservacién a -80°C durante un periodo

maximo de un mes.

Con el objetivo de determinar la capacidad antioxidante en relacién a la cantidad
de proteina de la muestra, se utilizé el kit colorimétrico DC-Protein Assay (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EEUU). La cantidad de proteina de las muestras se compardé
con una curva patrén de albumina de suero bovino (Sigma-Aldrich Chemical Co.) de

concentracion conocida.

La cuantificacién de la capacidad antioxidante se realizd en el lector
multiparamétrico de placas, Aaps=750 nmy los resultados de la capacidad antioxidante se
expresaron en milimoles equivalentes de Trolox, relativizando dichos valores a Ia

cantidad de proteina de la muestra.
Determinacion de la capacidad antioxidante de los medios de cultivo

La determinacidon de la capacidad antioxidante de los diferentes medios de
cultivo se realizd mediante un ensayo de capacidad de absorbancia de radicales de
oxigeno (ORAC, Oxygen Radical Absorbance Capacity) (Cao y cols., 1993; Ou y cols.,
2001).
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Con el fin de determinar la actividad antioxidante de dichos medios, se afiadid a
éstos el agente oxidante 2,2’-azobis (2-amidino-propano) diclorhidrato (AAPH) y se

midio la fluorescencia emitida por la fluoresceina sodica.

Como referencia se utilizé la capacidad antioxidante del acido ascérbico (Sigma-
Aldrich Chemical Co) obtenida a partir de una curva patrén de concentracion conocida (0

— 50 mM).

La medida se llevd a cabo en una placa de 96 pocillos opaca en la que se
anadieron 25 pl de muestra (1:1000), 150 pul de fluoresceina sddica y 25 ul de oxidante
AAPH. La lectura se efectué en el medidor multiparamétrico de placas, con una
configuracion de filtros de A¢x=485 nm y A¢,,=520 nm; las medidas se realizaron cada 5
min durante un tiempo de 2 h. Con los datos obtenidos, el area bajo la curva que se
forma en la degradacidon cinética permite establecer la relacion con la capacidad

antioxidante de la muestra, expresada en milimoles equivalentes de acido ascérbico.

IV.1.3.5 Determinacion de los niveles de apoptosis

La determinacion del porcentaje de apoptosis en la poblacion celular se llevd a
cabo mediante citometria de flujo, con la colaboracidon de los Servicios Generales de
Investigacion de la UPV/EHU (SGlker). En los tiempos indicados, se despegaron las
células de la superficie de cultivo con tripsina-EDTA y se lavaron con PBS a 4°C. Tras su
centrifugacién a 500 g durante 5 min a 4°C, se ajustd la cantidad de células de cada
muestra a 8x10° y se utilizé el método de doble marcaje IP/Anexina V para determinar
las células muertas (IP) y las apoptdticas (Anexina V) con el kit Alexa Fluor® 488 con

ioduro de propidio (Molecular Probes®).

Los resultados indican la relaciéon de células vivas, en fase de apoptosis y
necroticas, expresado en forma de porcentajes de la poblacion total y en histogramas

biparamétricos.
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1V.1.3.6 Determinacion de la expresion génica

La determinacion de la expresidén de genes relacionados con el estrés oxidativo
(COX-2 y NF-kB) e inflamacion (IL-1B, TGF-B1, IGF-1 y TNF-a) se realiz6 mediante PCR
cuantitativa (RT-qPCR, Real Time-quantitative Polymerase Chain Reaction) a partir del
MRNA obtenido de cada tipo celular en las diferentes condiciones de cultivo. Para ello se
utilizé un kit de extraccion de RNA (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU), se
cuantificé diluyendo 1:70 la muestra con H,0 (Sigma-Aldrich Chemical Co.) y midiendo la
absorbancia a 260 nm. La cantidad de RNA (ug/ul) de la muestra se calculd segun la

relacion:

Abs 260 nm x 40 x 70/ 1000

Donde 40 es el coeficiente de extincidn de los nucledtidos a A= 260 nm y 70 es el

factor de dilucién utilizado.

Para descartar que el RNA estuviera degradado, se procedié a hacer migrar una
cantidad de 100-500 pg de RNA en un gel de agarosa al 2%, en una electroforesis de 30
min a 100 W.

De forma adicional, se midié la absorbancia de la muestra a A=280 nm con el fin
de determinar la cantidad de proteina. Asi, la relacion Abs 260 nm/Abs 280 nm indica el

grado de pureza de la muestra, considerada dptima con valores entre 1.8 y 2.

El cDNA se obtiene a partir de la retrotranscripcion del RNA. Para ello, se utilizé
el kit de retrotranscripcion SuperScript® Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen™,
Life Technologies™) en condiciones de esterilidad y manteniendo los reactivos en hielo.
En primer lugar, se mezclaron 1-2 pg/ul de RNA con 1 pul de random hexamers (50 ng/ml)
y 1 pl de dNTP mix 10 mM, completando con H,O DEPC hasta 10 pl de volumen. Esta
mezcla se incubé 5 min a 65°C y, posteriormente, se enfrié durante 1 minuto en hielo.
En segundo lugar, se afiadid la solucion de retrotranscripcién formada por los reactivos

mostrados en la tabla 7.
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Tabla 7. Reactivos que componen la solucidn de retrotranscripcion.

Reactivos Vol./reaccion
Tampdn RT 10% 2 ul
25 mM MgCl, 4l
0,1 M DTT 2 ul
RNaseOUT TM (40U/pl) 1l
SuperScript Il RT (200U/ul) 1l
TOTAL 10 pl

Finalmente, se combinaron la solucion de retrotranscripcion y el cDNA y se
procedid a su incubacién en el termociclador (C1000™ Thermal Cycler, Bio-Rad
Laboratories), programando un Unico ciclo consistente en 10 min a 25°C, 50 min a 50°Cy

5 min a 85°C. El cDNA excedente fue clasificado y conservado a -80°C.

La RT-gPCR se realizd empleando los recursos técnicos de los SGlker de la
UPV/EHU, donde se utilizaron las sondas PTGS-2 COX-2: 102471; NF-kB1:100646; IL-1pB:
100950; TGF-B1: 101210; IGF-1: 103127 (Roche Applied Science, Alemania) y TNF-a:
Hs99999043.m1 (Tagman Applied Biosystems, EEUU). Para finalizar, los resultados

obtenidos fueron procesados en el software de analisis Gen Ex data (Multi D, Suecia).
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IV.2. PROCEDIMIENTO Y DISENO EXPERIMENTALES

IV.2.1 Induccion de estrés oxidativo en fibroblastos y AMSCs

Para la induccion del estrés oxidativo se utilizé H,0, (33% p/v, Panreac Quimica

SLU, Espana), diluido a diferentes concentraciones en medio DMEM-GlutaMAX™-I.
IV.2.1.1 Efecto de la oxidacion sobre la proliferacion celular

Para determinar el efecto de la oxidacién sobre la proliferacién de fibroblastos y
AMSCs se sembraron 4x10° cel/pocillo en placa de 96 pocillos. Con el objetivo de
obtener una curva dosis/respuesta, se administraron dosis crecientes de H,0, (0.1, 0.25,
0.5, 1 y 1.5 mM) manteniendo la incubaciéon durante 60 min. La cuantificacién de la
proliferacién se realizé a las 24, 48 y 72 h. A partir de los resultados de viabilidad
obtenidos a las 24 h, se calculd el valor ICsq, el cual refleja la concentracién que provoca

un efecto letal sobre el 50% de la poblacién celular.

Proliferacion
Oh 1h 24h 48h 72h

I I I
Medio de cultivo

IV.2.1.2 Efecto de la oxidacion sobre los niveles intracelulares de ROS y GSH

Se sembraron 4x10° cel/pocillo en placa de 96 pocillos y se administré H,0, a
concentraciones crecientes (0.1, 0.25, 0.5, 1 y 1.5 mM) durante 1 h. Durante la oxidacion

se llevaron a cabo las siguientes medidas:

¢ Niveles intracelulares de ROS: registros puntuales cada 10 min durante 1 h

desde el inicio de la oxidacion.

Oh 1h
o |
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¢ Niveles intracelulares de GSH: registros a los 30, 60, 120 y 240 min a partir

del inicio de la oxidacion.

GSH
Oh 30 1h 2h 4h

__ I |
“ Medio de cultivo

IV.2.1.3 Efecto de la oxidacion sobre la apoptosis y expresion génica

Se sembraron 1.6x10* céIuIas/cm2 en tres frascos de 75 cm? para cada uno de los
casos, se afiadid la oxidacion a una concentracion moderada y alta de H,0, (0.25 y 1mM)

durante 1 hy se realizé la determinacién de los siguientes pardmetros:

e Apoptosis celular, a las 3y 24 h desde el inicio de la oxidacion.

Apoptosis
Oh 1h 3h 24h

| I |
H Medio de cultivo

* Expresién de genes relacionados con estrés oxidativo e inflamacion, en

células obtenidas 1 y 3 h tras el inicio de la oxidacidn: COX-2, NF-kB, IGF-1, IL-1B,
TGF-B1y TNF-a.

Expresion génica
Oh 1h 3h

H Medio de cultivo
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IV.2.2 Evaluacion de la eficacia de los diferentes tratamientos frente al

estrés oxidativo inducido en fibroblastos humanos

Para hacer frente a los efectos adversos del estrés oxidativo, se llevaron a cabo
tres estrategias terapéuticas: terapia farmacoldgica antioxidante; terapia celular y

terapia combinada (Fig. 7).

Estrés oxidativo

Terapia Terapia celular
farmacoldgica
(NAC)

v
Terapia combinada AMSCs-P |
(NAC+AMSCs) | MPg |

(NAC + M)

Figura 7. Esquema de las diferentes estrategias terapéuticas llevadas a cabo para hacer frente al estrés
oxidativo.

IV.2.2.1 Efecto de la terapia farmacolégica antioxidante con NAC

La NAC (Sigma-Aldrich Chemical Co.) es una forma estable del aminoacido no
esencial L-Cisteina, que actia aumentando los niveles intracelulares de GSH mediante el

aporte de cisteina (Moriniy cols., 1999).
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Efecto de la NAC sobre la proliferacion de fibroblastos

En placas de 24 pocillos se sembraron 2.1x10* fibroblastos por pocillo. Tras
administrar una dosis de 0.25 mM de H,0, durante 60 min, se renové el medio con 1 ml
de medio de crecimiento suplementado con 5 mM de NAC y se determiné el efecto de
este tratamiento sobre la proliferacién celular mediante el recuento directo del nimero

de células, transcurridas 24, 48 y 72 h tras la oxidacion.

Proliferacion
Oh 1h 24h 48h 72h

I I I
Medio de cultivo + NAC

Efecto de la NAC sobre los niveles intracelulares de ROS en fibroblastos

Tras la siembra de 4x10° células/pocillo en placa de 96 pocillos, se afiadié medio
de cultivo combinado con 5 mM de NAC sobre los fibroblastos. Posteriormente, se
administré la oxidacién de 0.25 mM de H,0, y se midié la evolucidn de los niveles de
ROS (método referido en el apartado 1V.1.3.3.) en una cinética con medidas puntuales

cada 10 min.

NAC + H,0,

Efecto de la NAC sobre los niveles intracelulares de GSH en fibroblastos

Se sembraron 4x10° células/pocillo en placa de 96 pocillos y se afiadié la
oxidacion de 0.25 mM de H,0, durante una hora. Posteriormente se realizd el
tratamiento de los fibroblastos con medio de cultivo suplementado con NAC. Se
realizaron medidas puntuales de GSH intracelular (método referido en el apartado

IV.1.3.2.) a los 60, 180 y 240 min a partir del inicio de la oxidacidn.
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GSH
Oh 1h 2h 4h

I |

IV.2.2.2 Efecto de la terapia celular mediante el co-cultivo con AMSCs

Para la realizacién del co-cultivo de AMSCs con fibroblastos, se utilizaron los
insertos Transwell® (Corning Incorporated, New York, NY, EEUU), un soporte que posee
una membrana de poliestireno de 0.4 um de didametro de poro, que posibilita el co-
cultivo de células en diferentes superficies, permitiendo la difusion del medio de cultivo.
En primer lugar, se sembraron 2.1x10" fibroblastos en 500 ul de medio de cultivo
suplementado con 10% SBF por pocillo en placa de 24 pocillos. Transcurridas 24 h, se
sembraron 7x10° AMSCs en los insertos Transwell®, los cuales fueron colocados en otra
placa de 24 pocillos. A continuacion, se afiadieron 800 pl de medio de cultivo en los
pocillos, 200 ul en los insertos y se permitid la aclimatacién del cultivo de AMSCs en los

insertos durante 2 h.

El tiempo O h determina el momento en el que comenzdé la oxidacion de los
fibroblastos con una dosis de 0.25 mM de H,0,, durante 60 min. Posteriormente, se
renové el medio con DMEM-GlutaMAX™-| libre de suero, compartido por ambos tipos
celulares en co-cultivo durante la experimentacion. Seguidamente, se procedié al
emplazamiento de los insertos de AMSCs en la placa que contenia los fibroblastos y se
realizd la evaluacion del efecto modulador que éstas ejercen sobre los fibroblastos
mediante la determinacion de su proliferacion, para lo cual se contabilizaron las células

alas 24, 48 y 72 h tras la oxidacion.

Proliferacion
Oh 1h 24h 48h 72h

I I I
Co-cultivo Fibroblastos + AMSCs
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1V.2.2.3 Efecto del medio derivado de las AMSCs privadas de SBF

Para la obtencién de AMSCs privadas de suero (AMSCs-SD) se sembraron 1.2x10°

células/frasco de 75 cm? en 10 ml de medio de cultivo estandar, suplementado con 10%
de SBF. Tras la adhesidn celular, el cultivo fue sometido a privacién de suero mediante la
renovacion del medio de cultivo, en ausencia de SBF. El cultivo se recogié 48 h después,
despegando las células de la superficie del frasco con tripsina-EDTA y centrifugandolas a
500 g. Finalmente se procedid a la utilizacion de las células para el analisis
correspondiente o bien se almacenaron a -80°C para su posterior utilizacién. El medio
obtenido tras el cultivo de AMSCs-SD, es el denominado Msp. El método de obtencidn
del Msp corresponde a unas proporciones de volumen de medio y superficie de cultivo

de 8x10* AMSCs/ml y 1.6x10* AMSCs/cm? respectivamente.

El Msp se centrifugd a 500 g durante 5 min, y se esterilizé con un filtro de 0.22 um

(Sarstedt AG & Co.) para su utilizacion; el excedente se almacend a -20°C.

Capacidad antioxidante total de las AMSCs-SD

Se sembraron 1.6x10* células/cm? en un frasco de 75 cm? y se realizo la
determinacion de la capacidad antioxidante celular total, segin el método referido en el

apartado IV.1.3.4.

Efecto de la oxidacion sobre la proliferacion de las AMSCs-SD

En una placa de 96 pocillos se sembraron 4x10° AMSCs-SD/pocillo y, una vez
adheridas a la placa, se afiadié la oxidacion de 0.25 mM de H,0,, durante 1 h. Se
determind la proliferacion celular a las 24, 48 y 72 h, segun el método descrito en el

apartado IV.1.3.1.

Proliferacion
Oh 1h 24h 48h 72h

Medio de cultivo
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Capacidad antioxidante del Msp

Una vez obtenido el medio tras 48 h de cultivo con AMSCs-SD, se midié su
capacidad antioxidante (mmoles Eq. de Acido Ascérbico), segiin el método referido en el

apartado IV.1.3.4.

Efecto del Msp sobre la proliferacion de fibroblastos

En una placa de 96 pocillos se sembraron 4x10° fibroblastos/pocillo y, 16 h
después, se afadié la oxidacién de 0.25 mM de H,0,, durante 60 min. Posteriormente,
se renovo el medio con 100 ul de Msp y se determind el efecto del tratamiento,

mediante el método del MTT (referido en el apartado 1V.1.3.1.) alas 24,48 y 72 h.

Proliferacion
Oh 1h 24h 48h 72h

| | |
HZOZ MSD

Efecto del Msp sobre los niveles intracelulares de ROS en fibroblastos

Se sembraron 4x10° células/pocillo en placa de 96 pocillos y se afiadié el Msp
sobre los fibroblastos. Posteriormente, se administré la oxidacion de 0.25 mM de H,0, y
se midid la evolucidn de los niveles de ROS (método referido en el apartado 1V.1.3.3.) en

una cinética con medidas puntuales cada 10 min, durante 1 h.

Oh 1h
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Efecto del Msp sobre los niveles intracelulares de GSH en fibroblastos

Tras la siembra de 4x10° células/pocillo en placa de 96 pocillos se afiadié la
oxidacion de 0.25 mM de H,0, durante una hora y se procedié al tratamiento de los
fibroblastos con Msp. Se realizaron medidas puntuales de GSH intracelular (método
referido en el apartado 1V.1.3.2.) a los 60, 120 y 240 min a partir del inicio de la
oxidacion.

GSH
Oh 1h 2h 4h

Efecto del Msp sobre la capacidad antioxidante en fibroblastos

En un T75 se sembraron 1.2x10° fibroblastos y, una vez adheridos al frasco, se
afnadio la oxidacion de 0.25 mM de H,0,, durante 60 min. Posteriormente, se renovo el
medio con 10 ml de Msp y se determind la capacidad antioxidante celular total a la hora

y a las 6 h tras la oxidacion, segun el método referido en el apartado 1V.1.3.4.

Capacidad antioxidante

Oh 1h

I

IV.2.2.4 Efecto de la adicion de NAC a la terapia celular con AMSCs sobre la

proliferacién de fibroblastos oxidados

Efecto de la adicion de NAC al co-cultivo con AMSCs

Se llevd a cabo un co-cultivo de fibroblastos con AMSCs, segun lo descrito en el
apartado IV.2.2.2., combinado con NAC. Tras administrar una dosis de H,O, de 0.25 mM,

durante 60 min, se renové el medio con DMEM-GlutaMAX™-| libre de suero y
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suplementado con 5 mM de NAC. Se contabilizaron las células a las 24, 48 y 72 h tras la

oxidacion.

Proliferacion
Oh 1h 24h 48h 72h

Co-cultivo Fibroblastos + AMSCs + NAC

Efecto de la adicion de NAC al Msp

Para determinar el efecto de la NAC combinada con el Msp, se siguid el
procedimiento experimental detallado en el apartado 1V.2.2.3. Tras la oxidacién celular
con 0.25 mM de H,0,, se afadié el Msp combinado con 5 mM de NAC. Se evalud su

efecto sobre la proliferacidon celular a las 24, 48 y 72 h.

Proliferacion
Oh 1h 24h 48h 72h

Mo, NAC

IV.2.2.5 Efecto del pre-acondicionamiento de las AMSCs con dosis bajas de H,0, sobre

fibroblastos oxidados

Se sembraron 1.05x10° AMSCs/ frasco T75 y, tras 4 h de adhesidn, se procedié al
proceso de pre-acondicionamiento. Dicho protocolo consiste en la exposicion de las
células a baja concentracién de H,0, (0.01 mM) durante 7 dias, renovando el medio 2
veces durante el procedimiento. A dichas células, una vez pre-acondicionadas, las

denominamos AMSCs-P.

Para la obtencién del medio derivado de las células pre-acondicionadas, se
sembraron las AMSCs-P a una densidad de 1.6x10* céIuIas/cm2 en medio de crecimiento
suplementado con 10% de SBF vy, tras su adhesidn, se sustituyo el medio de siembra por

medio libre de SBF. Transcurridas 48 h se obtuvo el medio de cultivo de las AMSCs-P al
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gue denominamos MPsp. El método de obtencion del MPsp guarda las mismas

proporciones de volumen de medio y superficie de cultivo que el del Msp.

Al igual que en el caso anterior, el MPsp se centrifugd a 500 g durante 5 min, y se
esterilizé con un filtro de 0.22 um. Finalmente, se procedié a su utilizacidon o bien se

almacend a -20°C.

Capacidad antioxidante total de las AMSCs-P

Se sembraron 1.6x10* céIuIas/cm2 en un frasco de 75 cm? y se realizd la
determinacion de la capacidad antioxidante celular total, segin el método referido en el

apartado IV.1.3.4.

Niveles de expresion génica de las AMSCs-P

Tras la siembra de 1.6x10* céIuIas/cm2 en un frasco de 75 cm? se afiadid la
oxidacion de 0.25 mM de H,0, durante 1 h y se analizaron los niveles de expresion de
genes relacionados con el estrés oxidativo y la inflamacion en las AMSCs-P obtenidas 1y

3 h tras el inicio de la oxidacion, seguin el método descrito en el apartado IV.1.3.6.

Expresion génica
Oh 1h 3h

Medio de cultivo

Efecto de la oxidacion sobre la proliferacion de las AMSCs-P

En una placa de 96 pocillos se sembraron 4x10° AMSCs-P/pocillo y, una vez
adheridas a la placa, se afiadié la oxidacion de 0.25 mM de H,0,, durante 1 h. Se
determind la proliferacion celular a las 24, 48 y 72 h, segun el método descrito en el

apartado IV.1.3.1.
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Proliferacion
Oh 1h 24h 48h 72h

I I I
Medio de cultivo

Capacidad antioxidante del MPsp

Una vez obtenido el medio tras 48 h de cultivo con AMSCs-P, se midié su
capacidad antioxidante (mmoles Eq. de Acido Ascérbico), segiin el método referido en el

apartado IV.1.3.4.

Efecto del MPsp sobre la proliferacion de fibroblastos

En una placa de 96 pocillos se sembraron 4x10° fibroblastos/pocillo y, 16 h
después, se anadid la oxidacién de 0.25 mM de H,0,, durante 60 min. Posteriormente,
se renovo el medio con 100 pl de MPsp y se determiné el efecto del tratamiento sobre la
proliferacién, mediante el método del MTT (referido en el apartado IV.1.3.1.) a las 24, 48

y 72 h.

Proliferacion
Oh 1h 24h 48h 72h

| I I

Efecto del MPsp sobre los niveles intracelulares de ROS en fibroblastos

Se sembraron 4x10° células/pocillo en placa de 96 pocillos y se afiadié el MPsp
sobre los fibroblastos. Posteriormente, se administré la oxidacién de 0.25 mM de H,0, y
se midio la evolucidn de los niveles de ROS (método referido en el apartado 1V.1.3.3.) en

una cinética con medidas puntuales cada 10 min.
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Oh 1h

Efecto del MPsp sobre los niveles intracelulares de GSH en fibroblastos

Tras la siembra de 4x10° células/pocillo en placa de 96 pocillos, se afiadio la
oxidacion de 0.25 mM de H,0, durante una hora y se procedié al tratamiento de los
fibroblastos con MPsp. Se realizaron medidas puntuales de GSH intracelular (método
referido en el apartado IV.1.3.2.) a los 60, 120 y 240 min a partir del inicio de la
oxidacion.

GSH
Oh 1h 2h 4h

__ | |
MPgp

Efecto del MPsp sobre la capacidad antioxidante en fibroblastos

En un T75 se sembraron 1.2x10° fibroblastos y, una vez adheridos al frasco, se
afnadio la oxidacion de 0.25 mM de H,0,, durante 60 min. Posteriormente, se renovo el
medio con 10 ml de MPsp y se determiné la capacidad antioxidante celular total a la hora

y a las 6 h tras la oxidacién, segun el método referido en el apartado 1V.1.3.4.

Capacidad antioxidante
Oh 1h 6h

J |

78



IV. Material y métodos

IV.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los ensayos se realizaron con un minimo de tres réplicas y en un numero, al

menos, de tres experiencias con diferentes cultivos celulares y muestras bioldgicas.

El andlisis estadistico de los resultados se realizd utilizando el programa
GraphPad Prism-v4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EEUU). Los estadisticos
utilizados para la significacion fueron la t-Student y el andlisis de varianzas (ANOVA)

dependiendo del caso.

Media aritmética y desviacién estandar

La media aritmética (x) es el valor caracteristico de una serie de datos
cuantitativos, obtenido de la suma de todos los valores observados (x;) dividido entre el

nuimero de observaciones (N).
X= ZXi/N

La desviacion estandar (DE) es un indicador de la dispersion de variables que se
expresa como la raiz cuadrada de la varianza (Sz), la cual se obtiene del promedio de los

cuadrados de las desviaciones de cada valor con respecto a su media, por lo tanto:

DE=V [ (xi— X)*/N)]

Analisis de la prueba t-Student

El Test-t es una prueba analitica utilizada para la comparacion de medias de dos
categorias cuantitativas dentro de una variable dependiente o las medias de dos grupos
diferentes. Es una prueba paramétrica, es decir, sirve para comparar variables numéricas

de distribucion normal.

La prueba t Student establece el valor estadistico t, segun el cual correspondera

un valor de significacién estadistica determinado.
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Analisis de la varianza (ANOVA)

El ANOVA es un analisis estadistico que permite la comparacién entre grupos a
través de la S? de la variable numérica en cada grupo de la variable categérica x. El

objetivo es comprobar si las diferencias entre las X de distintos grupos son significativas.

La cifra estadistica obtenida con el ANOVA es la razon F de Snedecor,

determinada segun la siguiente relacion:

F= SEZ/SDZ -> Ft—l, N-t

Donde S£= x 3'in; (Xi— X)* /t-1

ySo'=3 (Xij_)_(i)z/ N-t

Asi, para un nivel de significacién a, si F >F +; n.+ las medias de los grupos no son

iguales, indicando, por lo tanto, que existen diferencias significativas entre los niveles.

Nivel de significacion

Los resultados de un experimento requieren un tratamiento estadistico que
permita orientar acerca de si la hipotesis de investigacion debe ser rechazada o no, para
lo cual se debera establecer convencionalmente un determinado nivel de significacion
gue permita diferenciar resultados estadisticamente significativos de aquellos que no lo

son.

El nivel de confianza utilizado en los experimentos es del 95%, es decir, las
valoraciones son estadisticamente significativas cuando la probabilidad (p) debida al

azar es menor que 0.05 (p<0.05).
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V. Resultados

V.1. EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE FIBROBLASTOS

Los fibroblastos, las células mas ubicuas del tejido conjuntivo, desempenan la
funcion de sintesis y mantenimiento de la matriz extracelular, imprescindible para

garantizar la integridad de dicho tejido.

El estrés oxidativo, consecuencia del desequilibrio entre los ROS y los sistemas
antioxidantes celulares —desequilibrio redox—, puede provocar dafios en los
componentes celulares (proteinas, lipidos y acidos nucleicos) que impiden la correcta

funcionalidad de la célula.

Para determinar las consecuencias del desequilibrio redox sobre los fibroblastos,
éstos se expusieron a diferentes concentraciones de H,0, y se evalué el efecto de este
agente antioxidante sobre los siguientes parametros bioldgicos: morfologia, viabilidad
celular, niveles intracelulares de ROS, niveles intracelulares de GSH, apoptosis y

expresion de genes vinculados con la inflamacion.

V.1.1 Efecto sobre la morfologia celular

Los fibroblastos muestran una buena adhesion a la superficie de cultivo vy
adquieren una morfologia fusiforme. Como se observa en la figura 8, la oxidaciéon (0.1,
0.25, 0.5 y 1.0 mM de H,0,) reduce la poblacion celular de una manera dosis y tiempo
dependiente, e induce cambios morfoldgicos, mas acusados con las concentraciones

altas, destacando la pérdida del fenotipo fusiforme y un aumento del didametro celular.
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0.25mM 0.1 mM Control

0.5mM

1mM

Figura 8. Imagenes de microscopia de contraste de fases de fibroblastos control y sometidos a diferentes
concentraciones de H,0, obtenidas a las 24, 48 y 72 h post-oxidacién (100x).
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V.1.2 Efecto sobre la viabilidad celular

La exposicidon de los fibroblastos a H,O, (0.1 — 1.5 mM, durante 60 min) redujo la
viabilidad celular de forma dosis dependiente. Si bien la dosis baja (0.1 mM) dio lugar a
una disminucién no significativa de la viabilidad celular a las 24 h, la exposicién a una
concentracion moderada (0.25 mM) redujo la poblacién celular 1.4 veces respecto al
control (p<0.001), siendo dicha reduccion de 1.6, 2.4 y 4.5 veces con las concentraciones
mas elevadas de 0.5 mM, 1.0 mM y 1.5 mM de H,0, respectivamente (p<0.001; figura
9A).

>
W

1.2 0.54

y=0.4649°0-988
0.4+ R’=0.9897

1.0

0.8
0.3+

0.6

ICsq

0.2+

Viabilidad celular
(Relativo al control)

0.4

0.2 0.1

0.0 T 0.0 T T T T T 1
0.1 0.25 0.5 1 15 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50

H,0, (mM) H;0; (mM)

Figura 9. Viabilidad celular de los fibroblastos sometidos a concentraciones crecientes de H,0,. (A) Valores
de viabilidad celular relativos al control (---) a las 24 h tras la exposicién al H,0,. (B) Curva dosis respuesta
para el calculo de ICsy. *(p<0.001).

A partir de los resultados obtenidos se calculd la ICso, cuyo valor corresponde a

0.7 mM de H,0, (Figura 9B).

V.1.3 Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS

Se llevé a cabo una cinética de los niveles de ROS durante una hora tras la
exposicién al H,0,. Como muestra la figura 10, la oxidacién aumenté de forma dosis-
dependiente los niveles intracelulares de ROS. Asi, las determinaciones realizadas a los

30 y 60 min, permitieron observar un incremento de los niveles de ROS con respecto al
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control de 15 y 13 veces, respectivamente, con la concentracion mas baja (0.1 mM;
p<0.001), siendo de 182 y 252 veces, respectivamente, con la concentracion de 1.5 mM

de H,0, (p<0001)

A B
1.8x10°7 —e— Control 2757 mm—0.1mM *
0.1mM (.25 mM
4
g 15x10°] 635 mi a 225 m— 0.5 mM ¥
o
= 1.3%10 —e—0.5mM 5 = - ] mM *
b4 : —a—1mM T £ 1759 wmmmm15mM "
@
5 _ 1000 —+—15mm 5§
R 2 % 1259
8 = 7.5x107 g2 *
£ g3 * 3
£ £ 2 757 * *
g  5.0x10° s g <
2 — 71 @
= 3 o — 2 *
Z  25x10° et —+ - = 1 - X
I e
0 T T T T T T | .
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 10. Niveles intracelulares de ROS de fibroblastos sometidos a dosis crecientes de H,0,. (A) Valores
de ROS, en UA de fluorescencia, obtenidos cada 10 min durante 1 h. (B) Valores de ROS relativizados al
control (---), a los 30 y 60 min. *(p<0.001).

V.1.4 Efecto sobre los niveles intracelulares de GSH

El GSH es uno de los sistemas antioxidantes celulares mas eficaces para eliminar

el dafio celular producido por el desequilibrio redox.

Se evalud el efecto del H,O, sobre los niveles intracelulares de GSH a diferentes
intervalos de tiempo durante 4 h tras la aplicacion de dosis crecientes de H,0, (0.1 — 1.5
mM, durante una hora). La figura 11 muestra un descenso significativo de los niveles
intracelulares de GSH a los 30 min en las células oxidadas respecto al control, descenso
mantenido hasta las 4 h (p<0.001). Sin embargo, al contrario de lo observado
anteriormente en la viabilidad celular y en los niveles de ROS, se produjo una
disminucion similar de los niveles de GSH, tanto con las concentraciones bajas y
moderadas del oxidante (0.1 y 0.25 mM), como con las altas (0.5, 1.0 y 1.5 mM); asi,
respecto al control, la reduccién a los 60 min fue del 27, 36, 37, 36 y 35%

respectivamente (p<0.001).
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Figura 11. Niveles intracelulares de GSH en fibroblastos (expresados en porcentaje con respecto al control;
---), determinados durante las 4 h tras la exposicion a concentraciones crecientes de H,0,. *(p<0.001).

A partir de estos resultados, para el resto de las pruebas experimentales se decidio
limitar el rango de oxidacidn a dos concentraciones de H,0,, una moderada (0.25 mM) y otra

alta (1.0 mM), durante un tiempo de exposicién de una hora.

La determinacion de la concentracion moderada se establecidé segun los siguientes

criterios:

¢ Induce una mortalidad celular inferior al 50% de la poblacidn.
¢ Permite una proliferacién celular a largo plazo.
e Representa el nivel de oxidacién detectado en procesos inflamatorios, segln recoge la

literatura cientifica (Jain y cols., 2000; Roy y cols., 2006).

La concentracion elevada se utilizé para obtener el maximo efecto del estrés oxidativo

en posteriores determinaciones (proliferacion celular, apoptosis y expresion génica).
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V.1.5 Efecto sobre la proliferacién celular

La figura 12 muestra que la dosis elevada (1.0 mM de H,0;,) provoca una
reduccion de la proliferaciéon celular de 3.3 veces respecto al control a las 72 h (p<0.001),
dando lugar a una curva de proliferaciéon plana; sin embargo, con la dosis moderada
(0.25 mM) dicha reduccion es de 1.4 veces (p<0.001), obteniéndose una curva de

proliferacidn celular semejante a la del control.

129 —=— control
—=— 0.25mM
1.0

—— 1mM

0.8

0.6

{Abs 540 nm)

0.4

Proliferacion celular

0.2

0.0 T T 1
Tiempo (h)

Figura 12. Curva de proliferacién de fibroblastos control y oxidados con la dosis moderada (0.25 mM) y la
dosis alta (1.0 mM) de H,0..

V.1.6 Efecto sobre el porcentaje de apoptosis

El porcentaje de apoptosis se determiné a las 3 y 24 h tras la exposicidén de
los fibroblastos a la oxidacién. Como se observa en la figura 13, mientras que a las 3
h no se produjeron cambios significativos, a las 24 h se observé un aumento dosis-
dependiente del porcentaje de apoptosis, siendo 2.7 y 5.6 veces superior al control

con las concentraciones de 0.25 mM y 1.0 mM de H,0,, respectivamente (p<0.05).
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Figura 13. Efecto de la oxidacion con 0.25 y 1.0 mM de H,0, sobre el porcentaje de apoptosis de los
fibroblastos a las 3 y 24 h. (A) Citometria de flujo; histogramas biparamétricos (Alexa-IP) divididos en
cuadrantes que incluyen respectivamente: (R4) células vivas; (R5) apoptosis primaria; (R3) apoptosis
avanzada y (R2) necrosis. (B) Representacion grafica del porcentaje de apoptosis (primaria y avanzada).

*(p<0.05).
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V.1.7 Efecto sobre la expresion de genes relacionados con el estrés

oxidativo

La expresidn génica de COX-2, NF-kB, IGF-1, IL-1B, TGF-B1 y TNF-a se analizd

mediante RT-gPCR, transcurridas 1y 3 h de la exposicion al H,0,.

En relacion a las modificaciones de la expresion de COX-2 y NF-kB, mientras la
concentracion moderada indujo un incremento significativo (p<0.05) de ambos genes a
las 3 h, a dicho tiempo la concentracién de 1.0 mM produjo una represién de COX-2

(p<0.05), sin inducir modificaciones significativas en NF-kB (Figura 14).

1.5 1.5+ X
m—— COX-2 * —— COX-2

1.0 ; NF&B 1.0 T NFxB
0.0 —j - : : S 0.0 5 g
0.5+ - - ;

-1.0

-0.54

gRT-PCR
Niveles de expresion génica

-1.04

-1.54 -1.54

qRT-PCR

Niveles de expresion génica
(Relativo al control, log,)
(Relativo al control, log,)

-2.0 -2.0

-2.5 T T -2.5 T T

H,0, (mM) Hz0; (mM)

Figura 14. Niveles de expresidn relativos al control (Log,) de los genes COX-2 y NF-kB tras (A) 1 hy (B)3 h
de la exposicion de los fibroblastos a 0.25 mM y 1.0 mM de H,0,. *(p<0.05).

El resto de genes analizados, IGF-1, IL-1B, TGF-B1 y TNF-a, mostraron diferentes

niveles de expresion, en funcion de la concentracién de H,0; y del tiempo analizado.

En primer lugar, se produjo un incremento significativo de la expresion de TNF-a
de forma dosis-dependiente (p<0.05), que fue mds evidente a las 3 h. Sin embargo,
ambas concentraciones de H,0, redujeron la expresion de IL-1B a la hora (p<0.05), que
fue seguida de un incremento significativo a las 3 h (p<0.05). En relacion al TGF-B1, se
observo un incremento dosis-dependiente significativo a la hora (p<0.05), expresion que
solo permanecid aumentada a las 3 h en el caso de la concentracion moderada.

Finalmente, las modificaciones significativas en la expresién de IGF-1 sdlo se produjeron
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con la concentracién mas alta, observandose un incremento a la hora, seguido de una

disminucion de la expresion a las 3 h (p<0.05; figura 15).

A B
57 m— 1GF1 777 w— \GF1 *
g m—p 6| —1p
B TGF1 * 5 — TGF1
34 TNFet TNF

qRT-PCR
Niveles de expresion génica
(Relativo al control, log,)
qRT-PCR
Niveles de expresion génica
(Relativo al control, log )

0,25 1
H,0, (mM) H,0, (mM)

Figura 15. Niveles de expresidn relativos al control (Log,) de los genes IGF-1, IL-1B, TGF-B1 y TNF-a tras (A)
1 hvy (B) 3 hdelaexposicion de los fibroblastos a 0.25 mMy 1.0 mM de H,0,. *(p<0.05).
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V.2. EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE AMSCs

Al igual que con los fibroblastos, se llevé a cabo un andlisis de la respuesta de las
AMSCs al estrés oxidativo evaluando el efecto de la exposicion al H,O, sobre morfologia,
viabilidad celular, niveles intracelulares de ROS, niveles intracelulares de GSH, apoptosis

y expresion de genes vinculados con la inflamacidn.

V.2.1 Efecto sobre la morfologia celular

Las AMSCs poseen una morfologia fibroblastoide y un caracter adherente,
creciendo en monocapa en la superficie del soporte de cultivo. La oxidacion con H,0,
(0.1, 0.25, 0.5 y 1.0 mM) produjo una disminucion del numero de células de forma dosis
y tiempo dependiente y provocd cambios morfolégicos como la aparicién de fibras de
estrés, un aumento del tamano celular y, en el caso de las concentraciones mas

elevadas, la aparicion de prolongaciones citoplasmaticas de mayor tamafio (figura 16).
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0.5mM 0.25mM 0.1 mM Control

1mMm

Figura 16. Imagenes de microscopia de contraste de fases de AMSCs control y sometidas a diferentes
concentraciones de H,0, obtenidas a las 24, 48 y 72 h post-oxidacién (100x).
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V.2.2 Efecto sobre la viabilidad celular

Se evalud la viabilidad celular 24 h después de la exposicion del cultivo al
oxidante. Como muestra la figura 17, el H,0, produjo un descenso dosis-dependiente de
la viabilidad celular. Si bien la menor concentracién de oxidante no ocasioné cambios
significativos, las concentraciones de 0.25, 0.5, 1.0 y 1.5 mM produjeron un descenso de

la viabilidad de 1.3, 1.6, 1.7 y 2.9 veces respecto al control (p<0.001).

1.24 0.5

y=0.3974°% 0635
R’=0.9455

1.0

0.4

0.8+
0.3

ICqq

0.6+
.27

0.4+

iabilidad celular
(Relativo al control)

0.2 0.1

0.0

T 0.0 T T T T T 1
0lmM 025mM 0.5mM 1mM 1.5mM 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50

[H,0,] H,0; (mM)

Figura 17. Viabilidad celular de las AMSCs sometidas a concentraciones crecientes de H,0,. (A) Valores de
viabilidad celular relativos al control (---) a las 24 h tras la exposicion al H,0,. (B) Curva dosis respuesta
para el calculo de ICsy. *(p<0.001).

A partir de los resultados obtenidos se calculd la ICso, cuyo valor corresponde a

0.98 mM de HzOz.

V.2.3 Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS

La oxidacion aumentd de forma dosis-dependiente los niveles intracelulares de
ROS a partir de la concentracion moderada de H,0,. Asi, mientras la concentracién mas
baja (0.1 mM) no provocd cambios significativos respecto al control, la dosis de 0.25 mM
aumentd 9.2 veces los niveles de ROS, tanto a los 30 como a los 60 min (p<0.001),
siendo este incremento de 25.3 y 29.7 veces, respectivamente (p<0.001), con la maxima

concentracion (1.5 mM; figura 18).
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Figura 18. Niveles intracelulares de ROS de AMSCs sometidas a dosis crecientes de H,0,. (A) Valores de
ROS, en UA de fluorescencia, obtenidos cada 10 min durante 1 h. (B) Valores de ROS relativizados al

control (---), a los 30 y 60 min. *(p<0.001).

V.2.4 Efecto sobre los niveles intracelulares de GSH

Como se observa en la figura 19, todas las concentraciones de H,0O, ensayadas

dieron lugar a una disminucion significativa de los niveles intracelulares de GSH. Existe,

sin embargo, una diferencia notable entre la reduccidn inducida por la concentracién de

0.1 mM (reduccion del 13% a los 60 min) y el resto de las concentraciones, entre las

cuales no existen diferencias significativas (26% de reduccién a los 60 min). Estas

diferencias entre dichas concentraciones se mantuvieron a los 240 min (16, 30, 33,33y

35% con las concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 y 1.5 mM de H,0,, respectivamente).
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Figura 19. Niveles intracelulares de GSH en AMSCs (expresados en porcentaje con respecto al control; ---),
determinados durante las 4 h tras la exposicién a concentraciones crecientes de H,0,. *(p<0.001).

se decidié limitar el rango de oxidacidon a dos concentraciones de H,0,, una moderada (0.25

mM) y otra alta (1.0 mM), mantenida durante un tiempo de exposicién de una hora.

Al igual que en el caso de los fibroblastos, para el resto de las pruebas experimentales

V.2.5 Efecto sobre la proliferacion celular

La figura 20 muestra que la dosis elevada (1.0 mM de H,0;) redujo la

proliferacién celular 3.8 veces respecto al control a las 72 h (p<0.001), siendo 1.5 veces

la disminucidn en la proliferacién inducida por la dosis moderada (0.25 mM; p<0.001).
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Figura 20. Proliferacion de AMSCs oxidadas con la dosis moderada (0.25 mM) y la dosis alta (1.0 mM) de
H,0,, alas 24,48 y 72 h.

V.2.6 Efecto sobre el porcentaje de apoptosis

Como muestra la figura 21, a las 3 h de la exposicion al oxidante, sélo la
concentracion alta produjo un aumento de la apoptosis respecto al control (2.9 % + 0.28
vs. 1.0 % + 0.16; p<0.05). Sin embargo, a las 24 h dicho incremento en el porcentaje de
apoptosis se produjo con ambas concentraciones de 0.25 mM y 1.0 mM de H,0,, siendo

de 1.3y 2.0 veces superior al control, respectivamente (p<0.05).
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Figura 21. Efecto de la oxidacion con 0.25 y 1.0 mM de H,0, sobre el porcentaje de apoptosis de las
AMSCs a las 3 y 24 h. (A) Citometria de flujo; histogramas biparamétricos (Alexa-IP) divididos en
cuadrantes que incluyen respectivamente: (R4) células vivas; (R5) apoptosis primaria; (R3) apoptosis
avanzada y (R2) necrosis. (B) Representacidn grafica del porcentaje de apoptosis (primaria y avanzada).

*(p<0.05).
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V.2.7 Efecto sobre la expresion de genes relacionados con el estrés

oxidativo

La exposicion de las AMSCs al H,0, no modificd la expresién de NF-kB. Por el
contrario, la expresién de COX-2 aumentd de forma significativa (p<0.05) a las 3 h de la
exposicién a las concentraciones moderada y alta de H,0,, siendo dicho incremento

superior con la concentracion de 0.25 mM (Figura 22).
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Figura 22. Niveles de expresidn relativos al control (Log,) de los genes COX-2 y NF-kB tras (A) 1 hy (B) 3 h
de la exposicion de las AMSCs a 0.25 mM y 1.0 mM de H,0,. *(p<0.05).

Al igual que en el caso de los fibroblastos, el resto de genes analizados mostraron
diferentes niveles de expresion, en funcion de la concentracidon de H,0, y del tiempo
analizado. En primer lugar, la expresion de TNF-a sélo se vio incrementada (tanto a la
hora como a las 3 h) con la concentracién alta de H,0,. Sin embargo, ambas
concentraciones de H,0, incrementaron significativamente la expresion de IGF-1 e IL-1B
en ambos tiempos analizados. Finalmente, la expresion de TGF-B1 no se vio modificada

en ningun caso (figura 23).
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Figura 23. Niveles de expresidn relativos al control (Log,) de los genes IGF-1, IL-1B, TGF-B1 y TNF-a tras (A)
1 hy(B)3hdelaexposicion de las AMSCs a 0.25 mM y 1.0 mM de H,0,. *(p<0.05).
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V.3. ANALISIS COMPARATIVO DE LA RESPUESTA DE LOS FIBROBLASTOS Y
LAS AMSCs FRENTE AL ESTRES OXIDATIVO

Una vez analizada, de forma individual, la respuesta de los fibroblastos y las
AMSCs a diferentes concentraciones de H,0,, en este apartado se compara la respuesta
de ambos tipos celulares a la oxidacién con 0.25 y 1.0 mM de H,0,, tomando en

consideracién los mismos parametros biolégicos estudiados previamente.

En general, se puede indicar que las AMSCs tienen una mayor capacidad de
respuesta que los fibroblastos al estrés oxidativo. De hecho, la ICso de las AMSCs es un

40% mayor a la de los fibroblastos.

Tras la exposicion al H,0,, el incremento de los niveles intracelulares de ROS en
los fibroblastos es muy superior a los de las AMSCs (5.5 y 7.6 veces con las
concentraciones de 0.25y 1.0 mM de H,0,, respectivamente; p<0.01; figura 24A), lo cual
se correlaciona con un mayor nivel intracelular de GSH en las AMSCs (incremento del

17% y 15% respecto a los niveles de los fibroblastos a la hora; p<0.01; figura 24B).

A pesar de estas variaciones, no se observan diferencias significativas entre
ambas poblaciones celulares en el porcentaje de apoptosis, ni en la proliferacién celular,
con la concentracién moderada de H,0,. Sin embargo, las AMSCs mostraron una mayor
resistencia ante la exposicion a la concentracién alta de H,0,, observandose una
disminucion del 35% de células apoptéticas (figura 24C; p<0.001) y un incremento de 1.4

veces en la viabilidad celular respecto a los fibroblastos (figura 24D; p<0.01).
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Figura 24. Comparacion de la respuesta al estrés oxidativo (0.25 y 1.0 mM de H,0,) entre los fibroblastos y
las AMSCs. (A) Niveles intracelulares de ROS *(p<0.01); (B) niveles intracelulares de GSH *(p<0.01); (C)
apoptosis *(p<0.001) y (D) viabilidad celular *(p<0.01). Control (---).

Respecto a las modificaciones en la expresién génica, como se observa en la
figura 25, en comparacion con los fibroblastos, aumentaron los niveles de expresién de
COX-2, IGF-1 e IL-1B (p<0.05) y se redujeron los niveles de expresién de NF-kB, TGF-B1y
TNF-a en AMSCs (p<0.05). De hecho, con la concentracién moderada de H,0,, mientras
en las AMSCs estos tres ultimos genes estan reprimidos, en los fibroblastos existe un

incremento significativo en la expresién de todos ellos.
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Figura 25. Comparacién de las modificaciones de los niveles de expresidon génica en respuesta al estrés
oxidativo (0.25 y 1.0 mM de H,0,) entre los fibroblastos y las AMSCs. Niveles de expresion de (A) COX-2;

(B) NF-kB; (C) IGF-1; (D) IL-1B;(E) TGF-B1 y (F) TNF-a. *(p<0.05).

A partir de este punto, para el resto del estudio se utilizé la dosis moderada 0.25 mM

de H,0,, ya que es la concentracidon que mas se asemeja a las situaciones de estrés oxidativo

que se producen en los procesos inflamatorios.

103



V. Resultados

V.4. ANALISIS DEL EFECTO DE LA TERAPIA FARMACOLOGICA
ANTIOXIDANTE CON NAC SOBRE FIBROBLASTOS OXIDADOS

Uno de los farmacos antioxidantes utilizados con mayor frecuencia es la NAC,
cuya administracion aporta cisteina a la célula para facilitar la sintesis de GSH. En
funcién de los resultados obtenidos en estudios previos de nuestro grupo de
investigacion (Castro y cols., 2015), se consideré la concentracion de 5 mM de NAC como
la idonea para administrar como tratamiento. Para determinar el efecto de dicho
farmaco sobre los fibroblastos oxidados, se estudiaron los siguientes parametros
bioldgicos: niveles intracelulares de ROS, niveles intracelulares de GSH y proliferacién

celular.

Como muestra la figura 26A, el tratamiento de los fibroblastos oxidados con NAC
redujo significativamente los niveles intracelulares de ROS respecto a las células
oxidadas no tratadas (disminucién de 265 veces a los 60 min; p<0.001), dando lugar
incluso a unos niveles de ROS 5 veces inferiores a los del control (p<0.001). Estos datos
se correlacionan con el incremento de los niveles intracelulares de GSH inducido por la
NAC, siendo del 98% y 51% a los 60 y 240 min, respectivamente en comparacién a las
células oxidadas no tratadas (p<0.01; figura 26B). Sin embargo, dicho tratamiento
produjo sélo un ligero estimulo inicial de la proliferacion a las 24 h respecto a las células
oxidadas no tratadas (1.13 veces; p<0.05), sin que se observaran diferencias

significativas entre ambas poblaciones celulares a las 48 y 72 h (figura 26C).
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Figura 26. Efecto del tratamiento con NAC de los fibroblastos oxidados (0.25 mM de H,0,) sobre: (A)

niveles intracelulares de ROS *(p<0.001); (B) niveles intracelulares de GSH *(p<0.01) y (C) proliferacién
celular *(p<0.05). Control (---).
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V.5. ANALISIS DEL EFECTO DE LA TERAPIA CELULAR CON AMSCs SOBRE
FIBROBLASTOS OXIDADOS

Durante los ultimos afios, la terapia celular y sus derivados han sido un foco de
investigacion muy importante en el ambito de la medicina regenerativa. En este estudio
se analizé la capacidad de las AMSCs y sus derivados en la reparacién de los fibroblastos

sometidos a estrés oxidativo.

V.5.1 Efecto del co-cultivo con AMSCs sobre la proliferacion de

fibroblastos oxidados

El efecto del co-cultivo de AMSCs se analizd en fibroblastos no oxidados y en

fibroblastos sometidos a estrés oxidativo (0.25 mM de H,0, durante una hora).

Por un lado, en los fibroblastos no sometidos a oxidacion, el co-cultivo con
AMSCs indujo un ligero aumento de la proliferacion celular respecto al control (1.1 veces
a las 72 h; p<0.05). Por otro lado, en los fibroblastos oxidados dicho co-cultivo
incrementd de forma significativa la proliferacion a partir de las 48 h, llegando a ser de

1.26 veces respecto a las células oxidadas no tratadas, a las 72 h (p<0.05; figura 27).
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Figura 27. Proliferacion de fibroblastos control y oxidados (0.25 mM H,0,) en co-cultivo con AMSCs a las
24,48 y 72 h tras la oxidacién.*(p<0.05). Control (---).

Teniendo en cuenta que estas experiencias de co-cultivo se llevaron a cabo, por un
lado, sin que se estableciera un contacto directo entre ambas poblaciones celulares y, por
otro lado, en ausencia de SBF, es ldgico pensar que el efecto protector ejercido por las AMSCs
sobre los fibroblastos expuestos a estrés oxidativo es debido, al menos en parte, a la

liberacion de factores bioldgicos solubles por parte de las AMSCs al medio de cultivo.

Para corroborar esta hipdtesis, se procedié a analizar directamente el efecto del

medio obtenido tras cultivar dichas células mesenquimales durante 48 h privadas de SBF.

V.5.2 Efecto del medio derivado de las AMSCs privadas de SBF

Las AMSCs fueron privadas de SBF durante 48 h —denominadas AMSCs-SD—, tras
lo cual se obtuvo su medio de cultivo (Msp) para analizar su posible efecto protector

sobre fibroblastos sometidos a estrés oxidativo.

Se procedi6 al anadlisis de la capacidad antioxidante del Msp y el efecto que éste

ejerce sobre los fibroblastos oxidados y sin oxidar.
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En relacion a la capacidad antioxidante del Msp, se observé que dicha capacidad
es 1.8 veces superior que la del medio de crecimiento estandar obtenido tras 48 h en

contacto con las AMSCs (7.04 £ 0.98 vs. 4 + 0.7; p<0.01; figura 28).
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Figura 28. Capacidad antioxidante del medio obtenido tras 48 h de cultivo con AMSCs en condiciones de
crecimiento con 10% SBF y del Mgp. *(p<0.01).

A continuacidn, se analizé el efecto del Msp sobre los fibroblastos no oxidados y
en aquellos sometidos a oxidacidn. Para ello, se estudiaron los siguientes parametros
biolégicos: niveles intracelulares de ROS, niveles intracelulares de GSH, capacidad

antioxidante celular total y proliferacién celular.

Como muestra la figura 29, en ausencia de oxidacién y respecto a los fibroblastos
cultivados en condiciones estandar, en los fibroblastos cultivados con Msp se redujeron
los niveles de ROS (8.8 veces a los 60 min; p<0.05) y se incrementaron los niveles
intracelulares de GSH (17% a las 4 h; p<0.05); sin embargo, no se observaron diferencias

significativas en la proliferacion entre ambas poblaciones celulares.
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Figura 29. Efecto del tratamiento con Mgy sobre fibroblastos control: (A) Niveles intracelulares de ROS; (B)
Niveles intracelulares de GSH y (C) Proliferacion celular. *(p<0.05).
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En los fibroblastos sometidos a oxidacién, el cultivo con Msp indujo un
incremento de los niveles de ROS (1.9 veces a los 60 min) y de los niveles de GSH (10% a
las 4 h), respecto a los de los fibroblastos cultivados con medio estandar (p<0.05). No se
observaron diferencias significativas en la capacidad antioxidante total (analizada a las 6
h) entre ambas poblaciones celulares. Sin embargo, la proliferacion celular de los
fibroblastos cultivados con Msp fue superior a la de los cultivados con medio estandar

(incremento de 1.2 veces a las 72 h; p<0.05; figura 30).
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Figura 30. Efecto del Mg, sobre fibroblastos sometidos a oxidacién (0.25 mM H,0,): (A) Niveles
intracelulares de ROS; (B) Niveles intracelulares de GSH; (C) Capacidad antioxidante celular total a las 6 h
de anadir el oxidante y (D) Proliferacion celular. *(p<0.05).
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V.5.3 Capacidad antioxidante y de respuesta al estrés oxidativo de las

AMSCs-SD

Una vez comprobadas las caracteristicas del medio acondicionado (incremento
de la capacidad antioxidante) y su capacidad de recuperacion del dano oxidativo en
fibroblastos, se procedié a analizar las modificaciones biolégicas que induce la privacion
de SBF en las AMSCs, que justifican las propiedades regenerativas de dicho medio

acondicionado.

En primer lugar, se observé que la capacidad antioxidante celular total de las

AMSCs-SD era 1.45 veces mayor respecto a la de las AMSCs (p<0.001; figura 31).

0.254

0.204

0.154

0.10

Capacidad antioxidante
(mmoles Eq Trolox/mg prot)

0.054

0.00-

Figura 31. Comparacidén de la capacidad antioxidante celular total entre las AMSCs y las AMSCs-
SD.*(p<0.001).

En relacion a la capacidad de respuesta frente al estrés oxidativo, se analizo la
proliferacién celular de las AMSCs y las AMSCs-SD tras ser sometidas a 0.25 mM H,0,
durante 60 min. Como se aprecia en la figura 32, las AMSCs-SD tienen una mayor
capacidad de respuesta inicial al estrés oxidativo. Asi, en las primeras 24 h, mientras las
AMSCs disminuyeron 1.3 veces su proliferacion respecto a su control (p<0.001), las

AMSCs-SD mantuvieron la tasa proliferativa del control. Sin embargo, en los tiempos
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posteriores (48 y 72 h), no se observaron diferencias significativas entre las AMSCs y
AMSCs-SD oxidadas, llegando a disminuir la proliferacion en ambas, 1.5 y 1.3 veces,

respectivamente, en comparacion a sus controles a las 72 h.

mm AMSCs 0.25 mM
s AMSCS-SD 0.25 mM

1.2+ *
| —

Proliferacion celular
(Relativo al control)

24 48 72

Tiempo (h)

Figura 32. Proliferacion de las AMSCs y las AMSCs-SD oxidadas (0.25 mM H,0,). Los datos estdn
expresados en numero de veces respecto al control no oxidado de cada una de las poblaciones (---).
*(p<0.01).

Una vez observado de forma independiente el efecto protector ejercido por la terapia
farmacoldgica antioxidante (apartado V.4) y por la terapia celular (apartado V.5) sobre
fibroblastos sometidos a estrés oxidativo, a continuacién se evalua si dicho efecto protector

puede ser potenciado por la combinacidon de ambas estrategias terapéuticas.
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V.6. EFECTO DE LA ADICION DE NAC A LA TERAPIA CELULAR SOBRE LA
PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS OXIDADOS

El efecto de la terapia combinada, farmacoldgica y celular, sobre la recuperacién
de la capacidad proliferativa de los fibroblastos sometidos a oxidacion, se analizé en dos
situaciones: i, adicion de NAC al co-cultivo de AMSCs y fibroblastos oxidados y ii, adicion

de NAC a los fibroblastos oxidados cultivados con el Mgp.

V.6.1 Efecto de la adicion de NAC al co-cultivo de fibroblastos oxidados y

AMSCs

La adicién de NAC al co-cultivo con AMSCs facilitd la recuperacién de Ia
capacidad proliferativa de los fibroblastos oxidados. Dicha capacidad fue superior (1.3
veces en ambos casos) a la obtenida con cada una de los terapias (farmacolégica o
celular) administradas de forma aislada, a las 48 h (p<0.001). Sin embargo, las
diferencias existentes entre la terapia celular y la terapia combinada se redujeron a las

72h (incremento de 1.13 veces; p>0.05; figura 33).

0.25 mM +NAC
) 0.25 mM + AMSCs
I (.25 mM +AMSCs + NAC

1.75
1.50

125

1.00 -

0.754

Proliferacion celular
(Relativo a 0.25 mM)

0.50

0.25

0.00-

Tiempo (h)

Figura 33. Proliferacion de fibroblastos sometidos a estrés oxidativo y tratados con NAC, AMSCs vy la
combinacidn de ambos. *(p<0.05). 0.25 mM (---).
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V.6.2 Efecto de la adicion de NAC a los fibroblastos oxidados cultivados

con Mgp

Al igual que en el caso anterior, el tratamiento con NAC+Msp también facilité la
recuperacion de la capacidad proliferativa de los fibroblastos oxidados. Como se observa
en la figura 34, a las 48 h dicha terapia combinada aumenté 1.2 veces la proliferacion de
los fibroblastos oxidados respecto a los tratados con cada una de la terapias de forma
individual; dichas diferencias se mantuvieron a las 72 h (aumento 1.36 y 1.2 veces

respecto a los tratados sélo con NAC o con Msp, respectivamente; p<0.05).

0.25 mM +NAC
D 0.25 MM + Mg
SN 0.25 MM + Mg + NAC

1755 I *

Proliferacion celular
(Relativo a 0.25 mM)

Tiempo (h)

Figura 34. Proliferaciéon de fibroblastos sometidos a estrés oxidativo y tratados con NAC, Mg, y la
combinacidn de ambos. *(p<0.05). 0.25 mM (---).

Una vez demostrado que la adicion del agente antioxidante NAC a la terapia celular
con AMSCs permite incrementar el efecto protector sobre los fibroblastos sometidos a estrés
oxidativo, se planted la posibilidad de potenciar la capacidad antioxidante de las AMSCs
mediante un preacondicionamiento de las mismas con baja exposicion a H,0, repetida en el
tiempo. La finalidad de esta estrategia terapéutica es conseguir una terapia celular con una
mayor capacidad antioxidante, de efecto similar al producido por la combinacién de la terapia

celular y la farmacoldgica.
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V.7. EFECTO DEL PREACONDICIONAMIENTO DE LAS AMSCs CON DOSIS
BAJAS DE H,0, SOBRE FIBROBLASTOS OXIDADOS

Para analizar la influencia del preacondicionamiento de las AMSCs con bajo nivel
de estrés oxidativo sobre su capacidad terapéutica, dichas células mesenquimales
fueron sometidas a baja concentracion de H,0;, (0.01 mM) durante 7 dias. Tras el
preacondicionamiento, se procedid, inicialmente, a analizar la capacidad antioxidante y
de respuesta de estas células, a las que denominamos AMSCs-P, frente al estrés
oxidativo; en segundo lugar, se recogié su medio de cultivo tras 48 h (MPsp) para

determinar su posible efecto sobre fibroblastos sometidos a estrés oxidativo.

V.7.1 Capacidad antioxidante y de respuesta al estrés oxidativo de las

AMSCs-P

En primer lugar, se observd que el preacondicionamiento aumentd 1.49 veces la

capacidad antioxidante de las AMSCs-P, respecto al de las AMSCs (p<0.001; figura 35).

En segundo lugar, se analizaron las modificaciones inducidas por el
preacondicionamiento en la respuesta frente al estrés oxidativo, determinando para ello
los cambios en los niveles de expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo y

en la capacidad proliferativa de dichas células.
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Figura 35. Comparacion de la capacidad antioxidante celular total entre las AMSCs y las AMSCs-P.
*(p<0.001).

Por un lado, se compararon los niveles de expresidon génica de las AMSCs-P con
los de las AMSCs en condiciones de cultivo estandar, en ausencia de estrés oxidativo. En
esta situacion, se observd un aumento significativo de la expresion de COX-2, IGF-1 e IL-
1B en las AMSCs-P respecto a las no preacondicionadas (p<0.05; figura 36). No se
observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de NF-kB y TGF-B1. Por

ultimo, TNF-a no llegd a expresarse en ninguna de las dos poblaciones celulares.

2.57
— COX-2 3.5+ * — |GF-1

* E— NFcB — 1
— TGFf L

TNFa

qRT-PCR
Niveles de expresion génica
(Relativo al control, log ;)
qRT-PCR
Niveles de expresion génica
(Relativo al control, log,)

COX-2 NFkB ' IGF-1 ILLp TGFP1 TNFo

Figura 36. Niveles de expresion génica en AMSCs-P respecto a las AMSCs. (A) Niveles de expresién de COX-
2 y NF-kB; (B) Niveles de expresion de IGF-1, IL-1, TGF-B1 y TNF-a. *(p<0.05).
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A continuacion, se analizé la expresion de los mismos genes tras someter a las
células a 0.25y 1.0 mM de H,0,, para evaluar las diferencias existentes en la respuesta a

dosis moderada y alta de estrés oxidativo.

En situacion de estrés oxidativo moderado, mientras la expresion de COX-2 se
incrementé de forma similar en ambas poblaciones celulares (ya aumentada
previamente en las AMSCs-P), los niveles de expresién de NF-kB se vieron reprimidos en
las AMSCs-P de forma significativa respecto a los de las AMSCs. En relacién a IGF-1, en
las dos poblaciones celulares se produjo un incremento significativo en sus niveles de
expresion (también aumentados previamente en las AMSCs-P), siendo dicho incremento
superior en las AMSCs (p<0.05). Este mismo efecto se pudo observar con la expresion de
IL-1B, si bien en este caso las diferencias no llegaron a ser significativas. Al igual que en
condiciones de no oxidacion, la exposicién a dosis moderada de H,0,, no produjo
diferencias significativas en los niveles de expresion de TGF-f1, y no se observd

expresion de TNF-a.

Por ultimo, en situacién de alto estrés oxidativo, mientras que en las AMSCs-P la
expresion de los genes analizados es similar a la situacion de estrés oxidativo moderado
(a excepcidon del incremento significativo en los niveles de expresién de TNF-a), en las
AMSCs se observo un menor incremento en el nivel de expresién de COX-2 e IGF-1, una
represion de NF-kB y un aumento significativo de TNF-a respecto a las AMSCs sometidas

a dosis moderada de H,0, (figura 37).
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Figura 37. Comparacién de las modificaciones de los niveles de expresidn génica en respuesta al estrés
oxidativo entre AMSCs y AMSCs-P. (A) Niveles de expresion génica tras la oxidacion de las células con 0.25
mM de H,0,; (B) Niveles de expresidon génica tras la oxidacidn de las células con 1.0 mM de H,0,.
*(p<0.05).

Finalmente, el analisis comparativo de la capacidad proliferativa de las AMSCs y
AMSCs-P tras ser sometidas a estrés oxidativo, demostré que las AMSCs-P mostraron
una mayor capacidad de respuesta, de modo que, tras la exposicién a 0.25y 1.0 mM de
H,0,, la proliferacién celular a las 48 h fue 1.18 y 1.26 veces superior, respectivamente,

gue la de las AMSCs (p<0.05; figura 38).
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Figura 38. Proliferacion de AMSCs y AMSCs-P oxidadas con 0.25 y 1.0 mM de H,0,. *(p<0.05). AMSCs no

pre-acondiconadas (---).

El preacondicionamiento por dosis bajas de H,0, muestra que las AMSCs-P
incrementan su capacidad antioxidante y de respuesta proliferativa ante un nuevo estrés
oxidativo, lo cual estd asociado a la regulacién de genes relacionados con el proceso

inflamatorio, en particular con las modificaciones en COX-2, NF-kB, IGF-1 e IL-1p.

Una vez obtenidos estos resultados se procedié a analizar el efecto del medio de

cultivo de dichas células (MPsp).

V.7.2 Efecto del MPs, sobre los fibroblastos oxidados

Tras observar que las AMSCs-P tienen una mayor capacidad de respuesta que las
AMSCs frente al estrés oxidativo, se analizdé la capacidad antioxidante del medio
obtenido a partir de dichas células (MPsp) y su efecto sobre los fibroblastos oxidados y

sin oxidar.

Teniendo en cuenta que el SBF podria enmascarar la eficacia terapéutica del
medio de las AMSCs-P, dicho medio se obtuvo tras 48 h de cultivo de las células en
ausencia de SBF. Los datos obtenidos por el MPsp se comparan con los derivados del

MSD.

119



V. Resultados

En primer lugar, en relacion a la capacidad antioxidante del MPsp, se observd que
dicha capacidad es 2.4 veces superior que la del medio de crecimiento estandar
obtenido tras 48 h en contacto con las AMSCs y 1.4 veces superior a la del Msp (9.66 +

0.5 vs. 7.04 + 0.98; p<0.01; figura 39).

. \edio de crecimiento
Msp
MPsp

12 4

Capacidad antioxidante
(mmoles Eq de Ac. Ascorbico/L)

Figura 39. Capacidad antioxidante del medio obtenido tras 48 h de cultivo con AMSCs en condiciones de
crecimiento con 10% SBF, del Mgp y del MPgp. *(p<0.01).

En segundo lugar, se analizé el efecto del MPsp sobre los fibroblastos sometidos a
estrés oxidativo (0.25 mM H,0,), evaluando para ello los siguientes parametros
biolégicos: niveles intracelulares de ROS, niveles intracelulares de GSH, capacidad

antioxidante celular total y proliferacion celular.

Como muestra la figura 40, en situacién de no oxidaciéon y respecto a los
fibroblastos cultivados en condiciones estandar, en los fibroblastos cultivados con MPsp
se redujeron los niveles de ROS (5 veces a los 60 min; p<0.05) y se incrementaron los
niveles intracelulares de GSH (20% a las 4 h; p<0.05); sin embargo, no se produjeron
diferencias significativas en la proliferacion entre ambas poblaciones celulares. Por otro
lado, tampoco se observaron diferencias en dichos parametros evaluados entre los

fibroblastos cultivados con MPsp y los cultivados con Mgp.
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Figura 40. Comparacion del tratamiento con Mgy y MPs, sobre fibroblastos control (---): (A) Niveles
intracelulares de ROS; (B) Niveles intracelulares de GSH y (C) Proliferacién celular. *(p<0.01).
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En los fibroblastos sometidos a oxidacién, el cultivo con MPsp indujo un
incremento significativo de los niveles de ROS (5.6 veces a los 60 min), de los niveles de
GSH (8% a las 4 h) y de la capacidad antioxidante total (1.5 veces respecto al control, a
las 6 h) respecto a los de los fibroblastos cultivados con medio estandar (p<0.05).
Ademas, la proliferacion celular de los fibroblastos cultivados con MPsp fue superior a la

de los cultivados con medio estandar (incremento de 1.42 veces, a las 72 h; p<0.05).

En comparacién con los fibroblastos oxidados cultivados con el Msp, los
cultivados con el MPsp vieron incrementada tanto su capacidad antioxidante (1.5 veces;
p<0.001) como su capacidad proliferativa, llegando a ser 1.2 veces superior a las 72 h

(p<0.01; figura 41).
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Figura 41. Comparacion del tratamiento de fibroblastos sometidos a estrés oxidativo (0.25 mM de H,0,)

con Msp y con MPsp. (A) Niveles intracelulares de ROS; (B) Niveles intracelulares de GSH; (C) Capacidad
antioxidante celular total y (D) Proliferacién celular. *(p<0.01). 0.25 mM (---).
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La pérdida de control del equilibrio redox, bien por un exceso de produccion de
especies reactivas por parte de las células del sistema inmune o bien por un déficit en la
capacidad antioxidante celular, da lugar a un estado de estrés oxidativo y, por tanto, a
una persistencia de la inflamacién. Esta situacion mantenida en el tiempo, tiene como
consecuencia el desarrollo de multiples enfermedades como las mencionadas
previamente en el apartado dedicado a la introduccion. El control del estrés oxidativo es
esencial, por tanto, para el tratamiento de dichas enfermedades. En este sentido, se han
desarrollado diferentes terapias con el fin de regular el desequilibrio redox, entre las
gue se encuentran la utilizacién de agentes antioxidantes (Kalyanaraman, 2013;

Rushworth y Megson, 2014) y la terapia celular (Kim y cols., 2015; Bajek y cols., 2016).

En este trabajo se ha analizado el efecto de la terapia antioxidante con NAC y de
la terapia celular con AMSCs, asi como la combinacién de ambas, sobre un modelo de
estrés oxidativo en fibroblastos humanos. Se eligieron los fibroblastos porque
constituyen una poblacidn celular imprescindible para la reparacién del dafio tisular, ya
gue forman parte del estroma, lugar donde asienta la reaccion inflamatoria en todos los

organos, y tienen ademas una funcion de sintesis de la matriz extracelular.

Dada la importancia de los fibroblastos en la reparacién tisular, es fundamental
conocer como responden al estrés oxidativo. Para ello se utilizé H,0, como agente
oxidante, administrado mediante un Unico pulso, a concentraciones crecientes (0.1 - 1.5
mM) durante una hora. Esta molécula esta presente de forma general en el proceso
inflamatorio, donde actia como segundo mensajero, activando diferentes vias
metabdlicas para la correcta reparacion tisular. Sin embargo, a altas concentraciones
puede resultar perjudicial al transformarse, mediante la reaccién de Fenton, en OH:, una
molécula altamente reactiva capaz de danar el DNA, las proteinas y los lipidos. El H,0,,
ademas, posee una alta estabilidad en disolucién y gran capacidad para difundir
libremente a través de las membranas celulares, por lo que es utilizado de forma
generalizada como modelo de agente inductor del estrés oxidativo (Pinteus y cols., 2017;

Park y cols., 2017; Wang y cols., 2018).
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En este estudio se analizé el efecto del estrés oxidativo sobre la morfologia de los
fibroblastos, su viabilidad, los niveles intracelulares de ROS y GSH, la proliferacién, la

apoptosis y la expresidn de genes relacionados con el estrés oxidativo.

En cuanto a la morfologia de las células, se produce una pérdida de la forma de
huso caracteristica de las mismas y aparece, inicialmente, un incremento de la superficie
de unidn al sustrato con las concentraciones bajas de H,0,, dando lugar finalmente a

una forma ensanchada, aplanada e irregular con la exposicién a concentaciones altas.

En relacion a la viabilidad, aunque con la concentracién mas baja de H,O, (0.1
mM) no se observaron diferencias significativas, con el resto de concentraciones se
produjo una disminucién dosis y tiempo-dependiente. Estos resultados son similares a
los obtenidos por otros autores con fibroblastos procedentes de la dermis (Feru y cols.,

2016, Wen y cols., 2017) y fibroblastos pulmonares (Park, 2013; Pu y cols., 2015).

La disminucién de la viabilidad celular se asocié a un incremento de los niveles
intracelulares de ROS y a una reduccion consecuente de la cantidad de GSH intracelular,
en ambos casos de forma dosis-dependiente. Hay que tener presente que el GSH,
principal antioxidante celular enddgeno, actia como co-sustrato de la enzima GPX para
eliminar el H,0, (Powers y cols., 2011). Otros autores han observado también estos
mismos efectos en otros tipos celulares tras la exposicidon a H,0, (Olatunji y cols., 2017,

Zhuy cols., 2017).

Tras la obtencion de estos resultados iniciales se decidié limitar el rango de
oxidacion a dos concentraciones de H,0, para el resto de la experimentacién, una
moderada (0.25 mM), lejos de la ICso (0.7 mM) y similar a la observada en los procesos
inflamatorios (Jain y cols., 2000; Roy y cols., 2006), y otra elevada (1 mM) para inducir un

mayor efecto de estrés oxidativo.

Un aumento de la produccién celular de ROS se observa con frecuencia en los
procesos apoptoéticos. En situacion de estrés oxidativo se activa la via metabdlica JNK, la
cual provoca la inhibicion de factores antiapoptéticos como Bcl-2 y la activacién de
factores proapoptdticos como Bax. Este proceso da lugar a la activacion de la cascada de

caspasas, dificultando asi la reparacion del tejido (Clark, 2008). Sin embargo, en otros
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estudios se han descrito los cambios caracteristicos de la apoptosis en las membranas
celulares en ausencia de incremento de ROS (Castedo y cols., 1996; Jacobson y cols.,
1994), indicando que una condicion pro-oxidativa no es un requisito imprescindible para
la apoptosis celular. En nuestro estudio, el aumento de los niveles intracelulares de ROS
se produjo de forma inmediata y con bajas concentraciones de H,0, (15 veces respecto
al control a los 30 min), mientras que la apoptosis se produce a las 24 h de forma dosis-

dependiente, sin que se observen cambios a las 3 h.

Generalmente, la exposicidn de las células a altas concentraciones de H,0, tiene
como consecuencia la desregulacion de diferentes vias de sefializacidon. Se ha observado
gue una oxidacion celular del orden de 1 mM de H,0, da lugar a un aumento de la
fosforilacidon del residuo tirosina en numerosas proteinas (Schieven y cols., 1993; Staal y
cols., 1994), lo que ocurre como consecuencia de la inhibicion de las proteinas tirosin
fosfatasas. Dichas proteinas son las encargadas de contrarrestar el efecto de las tirosin
guinasas, es decir, desfosforilan los receptores de membrana tras la autofosforilacion
inducida por el ligando. Por ejemplo, el receptor EGF normalmente es desfosforilado en
todos sus residuos de tirosina en menos de un minuto tras la union del ligando (Knebel y
cols., 1996). Sin embargo, esta desfosforilacion se retrasa en el tiempo con altas
concentraciones de H,0, (>1 mM) u otros inductores de estrés oxidativo. Las proteinas
tirosin fosfatasas tienen un residuo de cisteina que les confiere su capacidad catalitica
(Barford y cols., 1995), la cual se puede ver inhibida bien por altas concentraciones de
H,0, (>1 mM) que dan lugar a la formacion de derivados del acido sulfénico, o bien por
la reaccidon con GSSG, dando lugar a la glutationilacidon de dicho residuo de cisteina. La
reactivacion de la capacidad catalitica puede ocurrir mediante la reaccion con el GSH u

otros compuestos tiélicos (Denu y Tanner, 1998; Barrett y cols., 1999).

La desregulacion de dichas rutas metabdlicas puede dar lugar a la sobreexpresidn
o represiéon de diferentes factores de transcripcion y citocinas proinflamatorias,

dependiendo del contexto.

En nuestro estudio analizamos la expresidon génica del factor NF-kB, uno de los
principales coordinadores del proceso inflamatorio y cuya regulacion es clave ya que

interviene en procesos bioldgicos esenciales como el desarrollo, la proliferacion y la
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supervivencia celular. Observamos una sobreexpresion de NF-kB con la concentraciéon
moderada de H,0, a las 3 h de afiadir el oxidante. Otros autores también han descrito
un aumento de la expresion de este factor de transcripcidn con concentraciones
similares de H,0, (Schreck y cols., 1991; Manna y cols., 1998), o por la accidon de
citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1 o IL-6 (Powers y cols., 2011). El factor NF-kB
regula numerosos genes entre los que se encuentra el gen que codifica el enzima COX-2,
uno de los principales mediadores proinflamatorios, cuya sobreexpresion observamos
con la concentracion moderada de oxidante. Otros autores también han descrito dicha
sobreexpesidn en situaciones de estrés oxidativo de pacientes con osteoartritis y con

colitis ulcerosa (Tsatsanis y cols., 2006).

En situacién de estrés oxidativo, la expresion por los fibroblastos, ademas de
COX-2, de diferentes citocinas, como TNF-a e IL-1B ayuda a mantener el reclutamiento
de leucocitos en el tejido inflamado, y a activar genes que controlen la supervivencia
celular, la angiogénesis e invasividad (Valin y Pablos, 2015). En nuestro estudio,
observamos una sobreexpresion génica de TNF-a e IL-1B a las 3 h tras la exposicidn a

dosis moderadas y altas de H,0..

Respecto al factor TGF-B1, se ha descrito que este factor ejerce un papel
regulador tanto en el inicio como en la resolucién del proceso inflamatorio (Lemos vy
cols., 2015). En nuestro caso, su expresion aumenté de forma dosis-dependiente a la
hora post-exposicion a H,0,, mantenida a las 3 h Unicamente con la concentracién

moderada.

Finalmente se analizd la expresion del IGF-1, cuyo receptor es multifuncional y
produce sefiales para la supervivencia, proliferacién y diferenciacion celular. Otros
autores han demostrado que un aumento del estrés oxidativo da lugar a una
disminucion de IGF-1 en el plasma de pacientes con alto riesgo de desarrollar
hipertension y diabetes tipo 2 (Pouvreau y cols., 2018; Butkowski y cols., 2016; Teppala y
Shankar, 2010; Zhang y cols., 2011), mientras que un aumento de la biodisponibilidad de
este factor puede proteger contra el desarrollo de estas patologias (Conti y cols., 2003;

Rodriguez-de la Rosa y cols., 2017). En nuestro estudio, la expresién de dicho factor se
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modificd Unicamente con la concentracién elevada de H,0,, incrementandose durante la

primera hora y disminuyendo posteriormente a las 3 h.

Los analisis de western blot realizados por otros autores con fibroblastos de la
dermis oxidados con 0.2 mM de H,0,, muestran igualmente un aumento tiempo-
dependiente de los niveles proteicos de IL-1B, IL-6, TNF-a y NF-kB (Wen y cols., 2017).
Tanto estos resultados como los obtenidos en nuestro estudio indican que el
desequilibrio redox aumenta la expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo
y, por tanto, la sintesis de las proteinas relacionadas con la inflamacion en este tipo de

células.

Una vez establecido el modelo de estrés oxidativo sobre los fibroblastos, se
procedio a analizar la eficacia de la reparacion del dafio oxidativo en dicha poblacion
celular con dos enfoques terapéuticos, la terapia antioxidante y la terapia celular, tanto

de forma aislada como en combinacion.

En primer lugar, en relacién a la terapia antioxidante, se selecciond el agente
NAC, a una dosis de 5 mM, tomando como referencia estudios previos llevados a cabo
por nuestro grupo de investigacion (Castro y cols., 2015). Este agente es uno de los mas
utilizados por su capacidad de aumentar los niveles intracelulares de GSH (Rushworth y
Megson, 2014). Su capacidad antioxidante se debe, principalmente, a su rdpida
neutralizacion de los ROS y a la restitucion del GSH reducido mediante el aporte de
cisteina (Elbini Dhouib y cols., 2016). En consecuencia, es légico observar que, tras la
oxidacion de los fibroblastos y su posterior tratamiento con NAC, los niveles de GSH
aumentaran de forma significativa y la concentracién de ROS disminuyera, incluso por
debajo de la del control. Sin embargo, no se produjo una mejora de la proliferacion a
largo plazo. Este resultado podria deberse a que el antioxidante se afiade después de
haberse producido el dano oxidativo, por lo que la célula ya no es capaz de recuperarse
adecuadamente. Normalmente, para que un agente antioxidante actie como protector
tiene que ser afiadido antes de que ocurra el dafio. De hecho, la mayoria de las
investigaciones in vitro se realizan de esta forma (Wang y cols., 2017; Ramos-lbeas y

cols., 2017; Ren y cols., 2018).
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Aunque la terapia antioxidante ha resultado ser muy eficaz en estudios in vitro, la
seguridad y eficacia en estudios in vivo continua en entredicho, ya que llevar a las células
a un estado altamente reducido puede resultar igual de perjudicial que el estrés
oxidativo. Asi, la administracidn de antioxidantes a dosis elevadas puede alterar el
equilibrio redox debido a una reduccion excesiva de ROS, incluso por debajo del nivel
optimo requerido para el funcionamiento celular. Por otro lado, se ha descrito que el B-
caroteno a dosis bajas muestra propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, mientras
gue a dosis elevadas ejerce un efecto prooxidante y proinflamatorio, incrementando la

produccién de mediadores proinflamatorios como TNF-a e IL-8 (Yeh y cols., 2009).

Por tanto, para la reparacién del dafio provocado por una situacién de estrés
oxidativo, el abordaje Unico con agentes antioxidantes parece insuficiente. Por este
motivo, se llevd a cabo en segundo lugar el analisis del efecto de la terapia celular sobre

el dafio causado por dicho estrés.

Durante los udltimos afos, gracias a las propiedades inmunomoduladoras,
antiinflamatorias y antioxidantes de las MSCs, la utilizacion de estas células para el
tratamiento de enfermedades asociadas al estrés oxidativo ha suscitado un gran interés.
En particular, las AMSCs poseen una serie de ventajas sobre otros tipos de MSCs, como
son su alta disponibilidad y facil extraccidn con procedimientos minimamente invasivos,
lo que las hace muy atractivas para su utilizacion en clinica. Sin embargo, es importante
tener en cuenta diferentes factores como la edad y caracteristicas del donante, las
condiciones de obtencidn del tejido, asi como los medios empleados durante el cultivo
de dicha células (Utsunomiya y cols., 2011). Por ejemplo, hay estudios que afirman que
las AMSCs extraidas de pacientes con obesidad pueden presentar resistencia a la
insulina y promover la secrecion de enzimas proinflamatorias (Pérez y cols., 2013;
Eljaafari y cols., 2015), lo cual podria afectar de forma negativa a los pacientes tratados

con estas células.

Actualmente son mas de doscientos los estudios clinicos con AMSCs, aplicadas a
patologias tan diversas como la diabetes, la enfermedad de Crohn, osteoartritis,

esclerosis multiple, ELA, lesidn cerebral severa, desérdenes pulmonares crénicos, Ulceras
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por presidn, psoriasis, guemaduras cutaneas, enfermedad renal crénica y enfermedades

cardiovasculares (www.clinicaltrials.gov).

Teniendo en cuenta las propiedades previamente mencionadas de las AMSCs,
nos planteamos determinar la respuesta de dichas células al estrés oxidativo inducido en

condiciones similares a las utilizadas previamente sobre los fibroblastos.

Pudimos observar que la exposiciéon a H,0, daba lugar a un menor aumento de
los niveles intracelulares de ROS en las AMSCs respecto a los fibroblastos, lo cual se
relaciona con un mayor nivel de GSH intracelular observado en dichas células madre.
Ademas, coherente con dichos resultados es la mayor viabilidad y menor apoptosis en
las AMSCs ante la exposicion a dosis altas de H,0, respecto a los fibroblastos. De hecho,

la IC50 de las AMSCs (0.98 mM) es un 40% mayor que la de los fibroblastos (0.7 mM).

Dado que las AMSCs poseen una mayor capacidad de respuesta al estrés
oxidativo, parece légico utilizar estas células para proteger otras poblaciones celulares
contra el dafio oxidativo. En nuestro estudio, se llevd a cabo un modelo de terapia
celular in vitro mediante el co-cultivo de AMSCs con fibroblastos previamente sometidos
a estrés oxidativo. Se pudo apreciar una recuperacion de la proliferacion de dichos
fibroblastos, como consecuencia de la actividad de las AMSCs. Otros autores han
obtenido resultados similares con BM-MSCs de rata sobre células PC12 (Zhang y cols.,
2012) y sobre células endoteliales murinas de los islotes de Langerhans (Wang y cols.,

2017), en ambos casos sometidas a oxidacién con H,0,.

Existen diferentes hipdtesis sobre los mecanismos de accion de las AMSCs para
reparar los érganos y tejidos dafiados: j, las interacciones célula-célula mediadas por TNT
y ii, la actividad paracrina de los factores de crecimiento, citocinas y vesiculas
extracelulares (Spees y cols., 2016). Teniendo en cuenta que en nuestro estudio no
existe contacto directo entre ambas poblaciones celulares, es légico pensar que la
recuperacion de los fibroblastos se deba a la accion paracrina de las AMSCs, mediante la
liberacidon de diferentes factores al medio de cultivo. Hay que tener en cuenta que dicho
estudio experimental se realiz6 en ausencia de SBF, para evitar el enmascaramiento de
éste sobre el potencial efecto paracrino de las AMSCs. Por ello, posteriormente se

decidié analizar las modificaciones que se produjeron en las AMSCs tras privarlas de SBF
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durante 48 h (AMSCs-SD). Pudimos comprobar que dichas células sufrieron
modificaciones funcionales tales como un aumento de su capacidad antioxidante y una
mejor respuesta inicial al estrés oxidativo. Otros autores han observado que la privacién
de nutrientes evita una generaciéon excesiva de ROS por parte de las MSCs,
disminuyendo asi la apoptosis mediada por el estrés oxidativo. Estos efectos han sido
correlacionados con la activacion a nivel molecular de la diana de rapamicina en células
de mamifero (MmTOR, mammalian Target of Rapamycin), dando lugar a la activacion de

Akt, lo que promueve la supervivencia celular (Choudhery y cols., 2012).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el cocultivo AMSCs—
fibroblastos, se procedid a analizar en mayor profundidad el efecto paracrino de dichas
células madre estudiando el efecto del medio acondicionado por las AMSCs-SD, Msp,

sobre los fibroblastos oxidados.

Pudimos observar que la capacidad antioxidante total de los fibroblastos
oxidados y cultivados con Msp fue similar a la de los oxidados y cultivados con medio
estandar; sin embargo, dicho medio acondicionado produjo un ligero incremento de los
niveles de GSH y de la proliferacion de los fibroblastos a largo plazo. El incremento del
GSH podria deberse a la mayor capacidad antioxidante del Msp comparado con el medio
de cultivo estandar, de hecho, algunos autores han demostrado una mayor presencia de
antioxidantes como la SOD2, la estaniocalcina-1 y la hemooxigenasa-1, y la disminucién
de malondialdehido (indicador de peroxidacién lipidica) en diferentes tejidos tratados
con medio acondicionado (Liu y cols., 2012; Li y cols., 2012). Por otro lado, el aumento
del numero de fibroblastos viables podria ser consecuencia de la presencia en el Mgp de
proteinas inhibidoras de la apoptosis como Bcl-2, survivina y Akt (Okazaki y cols., 2008;
Wang vy cols., 2012) o a una reduccion de la expresion de TGF-B1 y TNF-a (Liu y cols.,
2017). Sin embargo, en contra de lo esperado, se produjo también un incremento de los
niveles de ROS en los fibroblastos oxidados y tratados con Msp respecto a los observados
en las células oxidadas y cultivadas con medio estandar (grupo control). Otros autores
han descrito, en modelos animales, que el medio acondicionado de diferentes células de
gliomas induce de forma significativa la produccion de la proteina iNOS y de NO en
células microgliales sin alterar su viabilidad o la progresién del ciclo celular (Shen y cols.,

2014). Dicho aumento de ROS podria estar compensando el incremento de los niveles
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intracelulares de GSH y, por esta razon, no se observarian diferencias en la capacidad

antioxidante total de las células oxidadas y cultivadas con Mgy respecto al control.

Una vez analizados de forma independiente los beneficios de la terapia
farmacolodgica y la terapia celular, procedimos a combinar ambas estrategias
terapéuticas para evaluar si el efecto protector contra el estrés oxidativo pudiera ser

incrementado.

Mientras que con el tratamiento con NAC se produce solamente un efecto inicial
(a las 24 h) sobre la recuperacién de los fibroblastos oxidados y con el tratamiento con
las AMSCs en co-cultivo el efecto se observa a medio (48 h) y largo plazo (72 h), al
combinar ambas terapias (NAC y AMSCs en co-cultivo), se observd un beneficio
terapéutico durante todo el proceso (24 - 72 h) respecto a los fibroblastos control. Algo
similar ocurre cuando analizamos el efecto aislado del Msp sobre la proliferacién de los
fibroblastos oxidados, cuyo aumento se aprecia Unicamente a largo plazo (72 h),
mientras que la combinacién NAC + Msp produjo también una mejora durante todo el
proceso (24 — 72 h). Si analizamos los resultados a 72 h, observamos que el tratamiento
de los fibroblastos oxidados con la terapia combinada NAC + Msp aporta un beneficio
adicional respecto al tratamiento con Msp Unicamente. Sin embargo, dicho aumento en
la proliferacién no se observd en la terapia combinada de NAC + AMSCs respecto a la

terapia aislada de co-cultivo con AMSCs.

Tras comprobar que el beneficio de la terapia celular puede ser incrementado
mediante un aumento de la capacidad antioxidante, como la ejercida por la NAC, nos
planteamos mejorar la capacitacion de las AMSCs con el preacondicionamiento de
dichas células mediante la exposicion repetida a niveles bajos de estrés oxidativo. El
preacondicionamiento esta basado en el concepto bioldgico de la hormesis, mediante el
cual una corta exposicidon a bajas dosis de un agente téxico provoca cambios
metabdlicos y funcionales que producen una mayor capacidad de respuesta de las
células ante una nueva exposicion a dicho agente (Sart y cols., 2014). Como ya se ha
comentado en el apartado de la introduccidon, existen diferentes métodos de

preacondicionamiento, tanto con factores fisicos como quimicos, mediante los cuales se
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induce la expresion de genes citoprotectores, asi como la secrecién de factores que

contribuyen a la reparacion del dafio.

En nuestro estudio realizamos un preacondicionamiento oxidativo de las AMSCs
con dosis bajas de H,0, (0.01 mM) durante siete dias (AMSCs-P). Estudios in vitro
llevados a cabo por otros autores también indican que la exposicion de células madre a
bajas concentraciones de oxidante durante cortos periodos de tiempo promueve la
supervivencia de dichas células (Sharma y cols., 2008). A nivel molecular, la exposicidén
cronica al estrés oxidativo da lugar a la produccién de ROS por parte de la mitocondria,
lo que provoca la activacion de la ruta ERK, activando la expresion de proteinas anti-
apoptoticas (Sart y cols., 2014). Del mismo modo, se ha descrito que diferentes tipos
celulares también se adaptan a un aumento de la exposicién a oxidantes para reducir el
riesgo del dafo derivado de la exposicidn a mayores concentraciones de oxidacion. Por
ejemplo, los linfocitos aumentan su actividad SOD, CAT y GPX como mecanismo
adaptativo (Khassaf y cols., 2003). Incluso, en modelos animales con infarto de
miocardio se ha observado un aumento de la supervivencia y una mejora de las
funciones cardiacas tras el preacondicionamiento celular con H,0, (Pendergrass y cols.,

2013; Zhang y cols., 2012).

Procedimos a analizar los cambios provocados por dicho preacondicionamiento
en las AMSCs-P y observamos un aumento de su capacidad antioxidante y, en
consecuencia, una evidente recuperacion de la proliferacion en situacion de estrés
oxidativo respecto a las AMSCs no preacondicionadas. Estos resultados pueden estar
relacionados con las modificaciones moleculares de las AMSCs-P; en situacion de estrés
oxidativo no se observan cambios en la expresion de IGF-1, IL-1B y COX-2 respecto a las
AMSCs-P sin oxidar, probablemente debido a que se encuentran en una situacién de
activacién inducida por el preacondicionamiento, es decir, las AMSCs-P oxidadas han
activado su mecanismo de respuesta gracias al preacondicionamiento y, por lo tanto, ya
estdn preparadas para afrontar una nueva situacién de estrés oxidativo. Sin embargo, las
AMSCs no tienen activado dicho mecanismo y, en consecuencia, su capacidad de
respuesta a la oxidacion puede estar mas limitada, lo que se traduce en una reduccién

de su capacidad proliferativa.
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Una vez observado el efecto positivo del preacondicionamiento oxidativo sobre
las AMSCs, se analizé el medio acondicionado por dichas células (MPsp) y su efecto sobre
los fibroblastos. Dicho medio se obtuvo tras 48 h de cultivo de las AMSCs-P en ausencia
de SBF, para evitar enmascarar el posible efecto inductor de la proliferacidon de dicho
SBF. Por lo tanto, la obtencion del MPsp conlleva un doble preacondicionamiento, en

primer lugar oxidativo y, en segundo lugar, de privacion de nutrientes.

El resultado del tratamiento con MPsp sobre la proliferacién de los fibroblastos
no expuestos a oxidacidn fue similar al obtenido con Msp. Sin embargo, en los
fibroblastos oxidados y cultivados con MPsp se observé un aumento de la capacidad
antioxidante celular total (aunque no detectamos un incremento del GSH) y proliferativa
respecto a los oxidados y cultivados con Msp. Esto es debido, al menos en parte, al
incremento de la capacidad antioxidante del MPsp respecto al Msp. Otros autores
también sefialan un aumento de la capacidad antioxidante del secretoma de las AMSCs
tras su preacondicionamiento con deferoxamina, un agente quelante que mimetiza una
situacién de hipoxia, asi como una disminucidn de la tasa apoptdtica de las neuronas
incubadas con dicho secretoma (Oses y cols., 2017). Estudios en animales también
indican que los exosomas obtenidos tras el preacondicionamiento con hipoxia de las

AMSCs, promueven la neovascularizacion y atenuan la inflamacion (Han y cols., 2018).

En definitiva, nuestros resultados sugieren que el preacondicionamiento de las
AMSCs con dosis bajas de H,0, aumenta la capacitacion de dichas células para hacer
frente a una nueva situacidon de estrés oxidativo y modifica la composicion de su
secretoma, aumentando su capacidad antioxidante. La eficacia de dicho secretoma para
mantener el equilibrio redox y, por tanto, mejorar la recuperacidon celular tras el dafio
ejercido por el estrés oxidativo, sugiere una alternativa terapéutica a la utilizacion de las
propias células, minimizando asi el riesgo de formacién de tumores y la variablidad

bioldgica.
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1. El estrés oxidativo inducido mediante la exposicion in vitro a H,0,, reduce la viabilidad
de los fibroblastos de forma dosis dependiente, situdndose la ICso en nuestro modelo en

0.7 mM.

2. El tratamiento de los fibroblastos oxidados con NAC permite aumentar los niveles
intracelulares de GSH y disminuir los niveles de ROS, pero no produce una recuperaciéon

de la proliferacidn celular a largo plazo.

3. Las AMSCs, en condiciones de co-cultivo en ausencia de SBF, inducen una
recuperacion de la proliferaciéon de los fibroblastos previamente sometidos a estrés

oxidativo.

4, Las AMSCs privadas de SBF incrementan su capacidad antioxidante y mejoran su

capacidad de respuesta frente al estrés oxidativo.

5. El tratamiento con Mgp de los fibroblastos sometidos a estrés oxidativo, produce un

aumento de la viabilidad celular y de los niveles intracelulares de GSH.

6. En los fibroblastos sometidos a oxidacidn, la eficacia de la terapia celular con AMSCs,
tanto en co-cultivo como con el tratamiento con Msp, se ve incrementada con la adicion

de NAC al medio de cultivo.

7. El preacondicionamiento de las AMSCs mediante la exposiciéon repetida a niveles
bajos de H,0,, provoca cambios funcionales y metabdlicos en dichas células. Se produce
un aumento de su capacidad antioxidante y de respuesta proliferativa ante un nuevo
estrés oxidativo, lo cual estd asociado a la regulacion de la expresidn de genes

relacionados con el proceso inflamatorio (COX-2, NF-kB, IGF-1 e IL-1B).

8. El MPsp ejerce un mayor efecto terapéutico sobre los fibroblastos oxidados que el Msp

debido, al menos en parte, a un incremento en la capacidad antioxidante del MPsp.
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