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Resumen y Abstract IX

Resumen

La resistencia a los antimicrobianos es un problema creciente de salud publica mundial y
amenaza la prevencion y el tratamiento eficaz de las infecciones. La investigacién de
estrategias alternativas apunta a la generacion y uso de péptidos antimicrobianos (AMP)
dado su amplio espectro de actividad antimicrobiana. Una potencial fuente de (AMP) reside
en células estromales mesenquimales (CEM) humanas. Las CEM han demostrado
potentes efectos terapéuticos en términos de inmunomodulacién y diferenciacion
multilinaje y participan activamente en el control y reparacion tisular. Este trabajo se enfoco
en explorar el potencial efecto antimicrobiano de las CEM aisladas de gelatina de Wharton
(GW) del cordon umbilical ante la infeccién experimental con las cepas bacterianas
Escherichia coli 25922, Klebsiella pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus 29213 y
Staphylococcus epidermidis 12228. A partir de la exposicion de indculos bacterianos a
CEM-GW se pudo observar una importante actividad antimicrobiana cuya magnitud
dependié de la cepa bacteriana inoculada. Este efecto antimicrobiano observado se
relacion6 fuertemente con la presencia de lisado plaquetario humano (LPh). De manera
importante a partir de la caracterizacion de la expresion de ARN mensajero y secrecion de
los AMPs pB-defensina-1, Lipocalina-2 y Hepcidina en sobrenadante, el efecto
antimicrobiano de las CEM-GW se asoci6 significativamente al incremento de la expresiéon
y secrecion de AMPs, especialmente B-defensina-1 y Lipocalina-2. Estos resultados
proveen evidencia del efecto antimicrobiano que ejercen las CEM-GW sobre las cepas
bacterianas utilizadas, el cual depende de la presencia de LPh y deriva en la expresién y

secrecion de AMPs, como mecanismo de defensa a la infeccion.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, B-defensina-1, Lipocalina-2, Hepcidina,
CEM-GW, cepas ATCC
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Abstract

Antimicrobial resistance is a growing problem in global public health and threatens the
prevention and effective treatment of infections. The investigation of alternative strategies
point to the generation and use of antimicrobial peptides (AMP) given its broad spectrum
of antimicrobial activity. A potential source of (AMP) resides in human mesenchymal
stromal cells (MSC). MSC have demonstrated potent therapeutic effects in terms of
immunomodulation and multilineage differentiation and are actively involved in tissue
control and repair. This work focused on exploring the potential antimicrobial effect of MSC
isolated from Wharton's jelly (GW) of the umbilical cord upon experimental infection with
bacterial strains Escherichia coli 25922, Klebsiella pneumoniae 43816, Staphylococcus
aureus 29213 and Staphylococcus epidermidis 12228. Experimental bacterial infection on
CEM-GW triggered important antimicrobial activity whose magnitude depended on the
inoculated bacterial strain. This observed antimicrobial effect depended strongly on the
presence of human platelet lysate (LPh) in MSC growth media. Importantly, based on
characterization of RNA expression and secretion of the AMPs B-defensin-1, Lipocalin-2
and Hepcidin in supernatant, the antimicrobial effect of CEM-GW was significantly
associated with increased expression and secretion of AMPs, especially B-defensin-1 and
Lipocalin-2. These results provide evidence of the antimicrobial effect that CEM-GW exerts
on the bacterial strains used, which depends on the presence of LPh and results in the

expression and secretion of AMPs, as a potential mechanism of defense against infection.

Keywords: Antimicrobial peptides, B-defensin-1, Lipocalin-2, Hepcidin, CEM-GW,
ATCC strains
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Introduccioén

La resistencia a los antimicrobianos es un problema creciente de salud publica mundial
gue requiere la accién de todos los sectores gubernamentales y la sociedad ya que
amenaza la prevencion y el tratamiento eficaz de las infecciones. Las consecuencias
directas de la infeccibn con microorganismos resistentes pueden ser graves, incluyendo
enfermedades mas prolongadas, aumento de la mortalidad e incremento en los costos
hospitalarios[1]. En el afio 2017 la Organizacion Mundial de la Salud publico una lista de
patdégenos resistentes a antibiéticos que se elabord para promover las investigaciones y
desarrollo de terapias alternativas, dentro de esta lista se encuentran microorganismos
como la Escherichia coli, la Pseudomonas aeruginosa y el Staphylococcus aureus los
cuales pueden provocar infecciones graves y a menudo letales [2].

Sin antimicrobianos efectivos para la prevencion y el tratamiento de infecciones, los
procedimientos médicos como el trasplante de 6rganos, la quimioterapia contra el cancer,
el tratamiento de la diabetes y la cirugia mayor se vuelven de muy alto riesgo [2]. A esto
se le suma que “En Colombia los antibiéticos no son completamente regulados y tanto la
sociedad como el personal médico desconocen la verdadera relevancia de la resistencia

bacteriana” [3].

Debido a esta problematica se ha impulsado la investigacion de estrategias alternativas
para el desarrollo de terapias més efectivas, una de ellas son los péptidos antimicrobianos
(AMPSs) los cuales constituyen una opcién promisoria al presentar un amplio espectro de
actividad frente a varios microorganismos patégenos empledndose como agentes
terapéuticos en el tratamiento de enfermedades infecciosas y / o complementar la terapia
con los antibidticos convencionales pues tienen sinergismo con estos. Los péptidos
antimicrobianos pueden actuar directamente sobre los microorganismos o indirectamente

a través de la activacion del sistema inmune innato [4].
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En este sentido, estudios recientes in vivo indican que las Células Estromales
Mesenquimales (CEM) poseen una funcién efectora antimicrobiana directa debido a la
secrecion de AMPs naturales, los cuales tienen un amplio espectro dirigido contra
bacterias, parasitos, protozoarios y virus clinicamente relevantes [5]. Las CEM son células
residentes del estroma tisular de diversos érganos y poseen un limitado, aunque
importante potencial de regeneracion tisular, especialmente de tejido 6seo, cartilaginoso y
vascular. De manera remarcable, las CEM poseen un potente efecto de regulacion de la
respuesta inmune y son capaces de recuperar y mantener la homeostasis de tejidos ante
potenciales dafios tisulares [6]. Las CEM originalmente se aislaron de la médula 6sea,
aunque también se han identificado en otros 6rganos y tejidos [7] dentro de los cuales se
encuentra la gelatina de Wharton (GW) del cordén umbilical [8]. El uso de la GW como
fuente de CEM ofrece importantes ventajas para su futura aplicacién clinica debido a la
facilidad de obtencién, alta proliferaciébn e hipoinmunogenicidad entre otras [9]. Sin
embargo, a la fecha no se conoce el potencial antimicrobiano de las CEM-GW ni se sabe
si este puede estar mediado por la secrecién del AMPs. La evaluacion de la expresion in
vitro de los péptidos antimicrobianos expresados por las CEM-GW puede marcar el inicio
de futuros estudios con enfoques terapéuticos que ayuden a disminuir de forma natural la

poblacion bacteriana.

Teniendo en cuenta el panorama anteriormente descrito sobre la problematica mundial en
resistencia bacteriana y la necesidad de buscar mecanismos alternativos para la inhibicion
de microorganismos es importante plantear las siguientes preguntas de investigacion:
¢Las CEM-GW poseen actividad antimicrobiana? ¢La actividad antimicrobiana esta

asociada a la secrecion de péptidos antimicrobianos?
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1.0Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de las Células Estromales Mesenquimales de

Gelatina de Wharton

1.2 Objetivos especificos

= Establecer el modelo experimental del cultivo bacteriano y el cocultivo con Células
Estromales Mesenquimales de Gelatina de Wharton

= Caracterizar el efecto de las Células Estromales Mesenquimales de Gelatina de
Wharton sobre el crecimiento de bacterias gram positivas y gram negativas

= Evaluar la expresion génica y proteica de los péptidos antimicrobianos B-defensina-1
(hBD-1), Lipocalina-2 (LCN2) y Hepcidina (HAMP).
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2.Marco teérico y estado del arte

2.1 Agentes Antimicrobianos y su mecanismo de accién

Los agentes antimicrobianos son sustancias quimicas o fisicas que destruyen o previenen
el crecimiento de microorganismos. Este término incluye los compuestos obtenidos de
forma natural o biosintética y para su desarrollo debe cumplir tres condiciones: La primera
es poseer propiedades antimicrobianas; la segunda es que estas propiedades se

desarrollen a bajas concentraciones y la tercera es que sea tolerado por el huésped [10].

Los agentes antimicrobianos presentan una gran variedad de mecanismos de accion que
involucran la inhibicién de la sintesis de la pared bacteriana, la sintesis proteica, la sintesis
de &cidos nucleicos y la alteracion de la membrana citoplasmica en el microorganismo
blanco. Estos mecanismos pueden producir muerte bacteriana (agente bactericida) o
impedir el desarrollo y reproduccion del germen (agente bacteriostatico) (Figura 1 tomada
de [11)).
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Figura 1: Mecanismos de accion de agentes antimicrobianos
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En la Figura 1 se observan el mecanismo de accién de los de los principales grupos de
antimicrobianos de interés. La inhibicién de la sintesis de la pared celular se constituye en
el mecanismo mas importante y se desarrolla en 3 etapas sobre cada una de las cuales
pueden actuar diferentes compuestos: La etapa citoplasmica, donde se sintetizan los
precursores del peptidoglucano; el transporte a través de la membrana citoplasmica, y la
organizacion final de la estructura del peptidoglucano, que se desarrolla en la parte mas
externa de la pared [12].

Otro mecanismo es la alteracion funcional de la membrana celular, la cual tiene como
funcién preservar distintas propiedades vitales, como la permeabilidad selectiva, el
transporte activo y, por lo tanto, el control de la maquinaria molecular interna. Si la
integridad funcional de la membrana se rompe, las macromoléculas y los iones escapan

de la célula, y se produce dafio celular o muerte [13].

Los antimicrobianos también pueden actuar en la inhibicién de la estructura y funcion de
los acidos nucleicos bloqueando la replicacion o deteniendo la transcripcién bacteriana
usando como dianas las enzimas que conforman estos procesos Yy finalmente afectando
negativamente a la polimerasa de RNA que a su vez impide la sintesis de RNA [14]. En la
inhibiciébn de la sintesis de proteinas, la cual es catalizada por ribosomas y factores
citoplasmaticos, los antimicrobianos se dirigen a la subunidad 30S o 50S del ribosoma
evitando la formacién de proteinas o formando una estructura errénea que pueden causar
la lisis celular. Por ultimo encontramos el bloqueo de vias metabdlicas como el
metabolismo de acido félico, ya que las bacterias dependen de este cofactor para su
desarrollo y la interrupcion de su sintesis afecta dramaticamente el crecimiento celular
[15].

2.2 Péptidos antimicrobianos (AMPS)

2.2.1 Historia y caracteristicas

Los péptidos antimicrobianos (AMPs en inglés) han sido reconocidos hace mas de 90 afios,

como moléculas conservadas evolutivamente que se encuentran tanto en procariotas
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como en eucariotas (Figura 2). La primera proteina antimicrobiana reportada fue la lisozima
identificada en el afio 1922 a partir de moco nasal por Alexander Fleming [16].
Posteriormente, en 1939 se aislé la gramicidina de una cepa de Bacillus del suelo y se
demostré su efectividad para proteger frente a infecciones de neumococos [4]. M&s tarde
la gramicidina se comenz6 a comercializar como antibiotico luego de que fuera usada con
éxito para tratar las heridas infectadas y ulceras de la pial de los cobayos [17]. En 1941 se
descubri6é otro AMP, la tirocidina la cual era eficaz contra las bacterias Gram positivas y
Gram negativas, pero, exhibio toxicidad para las células sanguineas humanas. Ese mismo
afo se aislo la purotionina de una planta y se encontré que tenia actividad antimicrobiana
contra hongos y algunas bacterias patdgenas. El primer AMP de origen animal fue la
defensina, péptido aislado de conejos en el afio 1956. En los afios siguientes se descubrid
la bombinina de epitelios, la lactoferrina de la leche de vaca y se demostré que los

leucocitos humanos contenian AMP en sus lisosomas [18, 19].

1970 1930 1990 2000 2005 2010 2018

1922 1930 1940 1950 1960

Polymyxin Bombinin Urumin

Colistin

Gramicidin Melittin

Cecropin )
Eurocin

A BveC Micasin
Human Cathelicidin Plectasin Lucifensin
tysozyme Defensin AMPs Copsin

AMPs

Figura 2: Cronologia de descubrimiento de AMPs, tomado de [19].

El interés clinico y cientifico enfocado al entendimiento de los AMPs continud, y para el
afio 1994 se descubrio en la piel de los mamiferos el AMP catelicidina, la cual demostré la
relevancia de los antimicrobianos para la defensa del huésped. Desde entonces los AMPs
se han caracterizado ampliamente en todos los organismos multicelulares, depositando
mas de 5.000 AMPs en la base de datos de péptidos antimicrobianos

( http://aps.unmc.edu/AP/main.php) para el afio 2016 [16] .

Los péptidos antimicrobianos son oligopéptidos con un nimero variable de aminoacidos

gue pueden diferir en tamafio, secuencia y estructura [20], se pueden encontrar tanto en
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procariotas como en eucariotas y se cree que son la primera linea de la defensa inmune
innata contra virus, bacterias y hongos. Por lo tanto, los AMPs desempefian un papel
importante en detener la mayoria de las infecciones antes de que causen sintomas, estan
presentes constitutivamente, mientras que otros pueden ser inducidos en respuesta a

infecciones o afecciones inflamatorias [21].
2.2.2 Mecanismos de accion

A diferencia del mecanismo de accion de los antibi6ticos los cuales generalmente se
dirigen a proteinas especificas, los péptidos antimicrobianos actian mayoritariamente
sobre las membranas bacterianas, creando una ventaja ya que la resistencia microbiana

por mutacion genética es menos probable [12].

La mayoria de los AMPs son moléculas catiénicas con regiones hidrofébicas lo que facilita
su interaccion e insercion en la paredes celulares anicénicas y membranas de fosfolipidos
de los microorganismos. Se han propuesto varios mecanismos de acciébn que estan
relacionados con complejas interacciones moleculares [22], que se dirigen a la membrana
de las células bacterianas y causan la desintegracién de la estructura de la bicapa lipidica
[23]. Otros investigadores han demostrado que algunos AMPs no interactlan directamente
con la membrana bacteriana, sino que eliminan las bacterias al inhibir algunas vias
importantes dentro de la célula, como la replicacién del ADN vy la sintesis de proteinas
(Figura 3)

a) b)

Figura 3: Mecanismos de accion de los AMPs, tomado y modificado de [24]

Como se observa en la figura 3a, una vez alcanzan un umbral de concentracion los

péptidos se insertan a través de la membrana bacteriana. Los péptidos se reorientan para
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abarcar la membrana como un agregado con complejos lipidos en forma de micelas, pero
no adoptan ninguna orientacion particular y tampoco se insertan en la membrana, sino que
permanecen asociados en la cara externay al alcanzar un punto critico formando una clase

de alfombra que debilita la membrana causando su colapso por perdida del citoplasma.

Seguidamente los péptidos se insertan perpendicularmente al plano de la bicapa creando
un poro hidrofilico lo que genera una perdida en el equilibrio osmaético en la membrana
perpendicular al plano de la bicapa, formando bastones. Eventualmente, un importante
acumulo de péptidos se arregla cubriendo las éreas locales y formando un canal por el
cual se liberan iones, causando la muerte celular por pérdida del contenido citoplasmatico,
o desintegrandose espontaneamente, lo que lleva a la translocacion de los péptidos hacia

el citoplasma donde pueden afectar blancos de accion interna. [23, 25].

Alternativamente algunos péptidos antimicrobianos son capaces de traspasar la
membrana bacteriana acumulandose internamente, uniéndose al ADN mediante motivos
de union relacionado con las histonas o dirigiéndose especificamente a algunas enzimas
asociadas a este como la topoisomerasa | y la RNA polimerasa (Figura 3b). De este modo,
estos péptidos pueden inhibir el crecimiento bacteriano mediante la interaccién con los
acidos nucleicos o, en cuanto a la sintesis proteica, pueden interrumpir la incorporacion de
histidinas, alterando las enzimas o su plegamiento mediante la inhibicién de chaperonas

especificas [26].

Los AMPs pueden ser activos contra los patégenos que son resistentes a los antibiéticos
convencionales. Si bien estas caracteristicas hacen que los AMPs sean buenos candidatos
para el desarrollo de farmacos, su desarrollo clinico y comercial necesita superar desafios,
como la via de administracion, la toxicidad potencial, la estabilidad y el alto costo de
produccion de péptidos [16].

Dentro de los péptidos antimicrobianos més relevantes encontramos las defensinas,
hepcidina y lipocalina descritas por varios autores y aislados de varios tejidos como lo

podemos ver en la (Tabla 1) tomada de [16].
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TABLE 1 | Human select

Name Source Activity 3D Length Referenc
structure® (aa)
(35)
« [ op
Cathelicidin LL-37 Neutrophils, skin monocytes, lymphocytes, MCS, sweat, airway surface liquid, GVFERC \,a’ 37 (40)
saliva
Demcidin Skin, sweaat G, F \.-" 47 (41)
Granulysin Cytolitic: T and NK calls G.FERPC 74 (42)
Histatin 5 Saliva W F Vv 24 (43)
Lactofermicin Human milk, tears, saliva, bronchial mucus, and seminal plasma G VEP v 49 (44)
Lysozyme Saliva, tears, intestine G,F v 130 (45)
Psoriasin/S100A7 Skin, salivary gland, breast G- \.-" 101 (48)
a-Defensin HNP-1 Meutrophils, bone marrow GVERC \.f' 30 (47)
a-Defensin HNP-2 Neutrophils, bone marrow GVFC v 2 (47)
a-Defensin HNP-3 MNeutrophils, bone marrow GVFEC \.-’ 30 [47)
a-Defensin HNP-4 Neutrophils G V,F v a3 (48)
a-Defensin HD-5 Paneth calls, intastine, female reproductive system GV F \-“' 32 (49)
a-Defensin HD-6 Paneth cells, intestine GVF \.-" 32 (50)
Hepcidin 20 Plasma, urine, kver G, F v 20 {51)
Hepcidin 25 (LEAP-1) Plasma, uring/liver heart, kidney, adipose tissue, pancreas and hematopoistic cells, G,F \-" 25 (51)
MSCs, myeloid cells (monocytes, macrophages, neutrophils)
Secretory leukoprotease Tears, saliva, airway, gastrointestines, genital tracts G,V F \." 102 (52)
inhibitor (SLPI)
RMase 5 angiogenin Liver, skin, infestine G+, F v 125 (53)
Chemokine CCL1 T cells G v 3 (59)
Chemokine CCL8 Fibroblasts, endothelial cells G- v 75 (54)
Cheamokine CCL13 Epithelial cels, mononuclear calls G- \.*' 75 (54)
Chemokine CCL20 Skin, B cells, myeloid dendritic cell, memaory T call GFP v 69 (54, 58)
Chemokine CCL27 Memory T cel F v 56 56)
Chamoking CXCL1 Macrophages, neutrophils, epithelial cells G \.f' 73 (54)
Chemokine CXCL10 Monocytes, endothelial cels, fibroblasts GFP v 77 (57)
B-Defensin hBD-1 Kidney. skin, salvary glands G FRC v 36 (58)
[p-Detensin hBD-2 Skin, lung, epithalia, uterus, salvary glands GVF \a’ 41 (58)
p-Defensin hBD-3 Skin, salivary glands G V.F v 45 (58)
Neutrophil gelatinase- Bone marrow, uterus, prostate, salivary gland, stomach, appendix, colon, G \-" 178 (59-63)
associated lipocalin (NGAL,  trachea, lung, small intesting, pancreas, kidney and prostate. MSCs, neutrophils,
Len2) macrophages, and dendritic cells
Regllla Intestine G+ \-" 149 (B4)
RNase 7 Urinary tract, respiratory tract, skin G, F v 128 (65)

*Data from the APD (hifp://aps.unme. ed/AP/databasa/query_input php). Antimicrobial acfiviies are annotated as G, bactena; G+, Gram-paositive bactera only; G-, Gram-negative
bacteria only; F, fungi; R parasites; | viruses; C, cancer cells,

Tabla 1: Péptidos antimicrobianos aislados en humanos, tomada de [16].

2.2.3 Defensinas

La defensinas son péptidos cationicos caracterizados por tener una estructura conservada
de seis cisteinas los cuales estan unidos entre si por tres puentes de disulfuro los cuales
podemos observan en la figura 4 con lineas amarillas, el nUmero de aminoacidos que lo

conforman pueden variar de 20 a 45, posee enlaces de disulfuro [24, 27]
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Figura 4: Estructura del AMPs defensina, tomado de [24]

Se clasifican en a-Defensinas, B-Defensinas o 6-Defensinas dependiendo de su origen
celular, estructura génica y conectividad de los residuos de cisteina en su secuencia [28].
Estos AMPs juegan un papel importante en la inmunidad innata y adaptativa contra las
infecciones microbianas y virales. Para el caso de las B-defensinas, estas contienen seis
residuos de cisteina conectados entre si por puentes de disulfuro, tienen de 36 a 42
residuos de aminodcidos, se clasifican en b-defensina humana 1 (hBD-1), b-defensina
humana 2 (hBD-2) y b-defensina humana 3 (hBD-3) y son péptidos principalmente
funcionales en humanos expresados por células epiteliales, granulocitos y CEM. Dada su
importante actividad antimicrobiana y antiviral, la modulacién de la produccion endégena
de defensina mediante el uso de estimulos reguladores especificos hace que las

defensinas sean candidatos prometedores para la terapia celular [29].

2.2.4 Hepcidina

El término de hepcidina fue sugerido por Park y Cols quienes descubrieron y aislaron esta
proteina a partir de muestras de orina humana [30]. Es un péptido antimicrobiano que se
caracterizan por ser rico en cisteinas en total 8 pareadas mediante enlaces disulfuro. De
ellos, uno se establece entre residuos de cisteina adyacentes, lo que constituye otra
caracteristica distintiva de la hepcidina [31]. En el modelo estructural de la hepcidina
(Figura 5) se pueden evidenciar los extremos amino- y carboxi-terminales se representan
como Ny C, respectivamente. El patron de puentes disulfuro se representa en la secuencia

de color amarrillo.
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Figura 5: Modelo estructural de la hepcidina, tomado de [31]

La hepcidina es un péptido natural de defensa que se produce principalmente por
hepatocitos, pero también por otras células, incluyendo CEM vy leucocitos mieloides [32],
la hepcidina actia como una hormona reguladora de hierro, asi como también ejerce un
amplio espectro de actividad antimicrobiana contra especies fungicas y bacterias
relevantes clinicas tales como Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus y Streptococcus del grupo B [33].

2.2.5 Lipocalina

El nombre lipocalina fue propuesto en 1987 por Pervai y Brew, son un grupo de proteinas
de una masa molecular promedio de 18- 20 kDa y basado en estudios previos, la estructura
tridimensional sugieren una estructura aceptora de ligandos, dependiente de secuencias
aminoacidicas muy conservadas que exhiben formacion de ocho laminas plegadas beta

con las que conforman una estructura similar a una canasta (Figura 6) [34].

Figura 6: Modelo estructural de la lipocalina, tomado de [34].
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Son una familia de pequefias proteinas solubles que funcionan como transportadores que
unen pequefias moléculas organicas. Se asocian con muchos procesos biolégicos tales
como la respuesta inmune, el crecimiento celular, el metabolismo, la sintesis de

prostaglandinas y el transporte de hierro [35].

La lipocalina (LCN2) parece tener un papel relevante en el mecanismo innato de defensa
antimicrobiana ejerciendo una funcion directa contra los patdégenos [36]. Es importante
resaltar que la LCN2 se encuentra como componente de los granulos de neutrdfilos,
macroéfagos, adipocitos, CEM y células epiteliales en respuesta a condiciones inflamatorias
[37]. EI mecanismo antimicrobiano de este péptido viene dado por su capacidad para
secuestrar los quelantes de hierro bacterianos, llamados sideréforos, que en consecuencia

impiden la transferencia de hierro a las bacterias y detienen su crecimiento [38].

2.2.6 Potenciales aplicaciones clinicas de los AMPs

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) han sido definidos como armas antiguas que
evolucionaron contra infecciones microbianas. Originados por todos los organismos, desde
procariotas a humanos, juegan un papel fundamental en la inmunidad innata
proporcionando una defensa contra las infecciones [39]. Debido a sus propiedades
antimicrobianas naturales y baja tendencia a desarrollar resistencia bacteriana los AMPs
representan en la actualidad una alternativa para el disefio de agentes antimicrobianos.
Una de las principales caracteristicas de los AMPs es que actian destruyendo y/o
desestabilizando las membranas celulares, ademas pueden llegar a afectar blancos
intracelulares a diferencia de los antibioticos convencionales [40]. Por sus diversas
actividades, como su papel en la inmunidad del hospedero, su alta ubicuidad y su particular
mecanismo de accion, se sugiere la posibilidad de usarlos no solamente como agentes
antimicrobianos sino como inmunomoduladores en enfermedades infecciosas y no
infecciosas [41]. A lo anterior, se adiciona el esfuerzo considerable que se ha hecho para
determinar su mecanismo de accion, comprender las bases estructurales de la selectividad
celular y descubrir nuevos péptidos optimizados a partir de estrategias de mejoramiento

para aplicaciones especificas [4].
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2.3 Células Estromales Mesenquimales (CEM)

2.3.1 Generalidades

La idea de que una poblacién de células madre mesenquimales no hematopoyéticas
existian en médula ésea se remonta al siglo XIX a través del trabajo del patélogo aleman
Cohnheim, quien hipotetizé que las células fibroblasticas que participaban en la reparacién
de lesiones provenian de la médula ésea. Mas tarde, a principios del siglo XX, el cientifico
ruso Alexander Maximov propuso que células sanguineas comprometidas en las
reparaciones de lesiones descendian de un tallo hematopoyético celular a través de
sefiales de células estromales de médula 6sea [42].

A finales de la década de los 60 con los trabajos realizados por Friedenstein en su grupo
de investigacion, utilizando ratones y cobayos describieron por primera vez una poblacion
de células adherentes provenientes de médula désea las cuales daban origen al
microambiente hematopoyético. A estas células se les denomindé mecanocitos estromales.
Posteriormente, en la década de los 80, varios grupos de investigacion iniciaron a
caracterizar la poblacién celular de la médula 6sea capaz de dar origen al estroma medular,

hueso y cartilago.

Durante esta etapa no solamente trabajaron en la caracterizacion de las células sino
también en su biologia, basados especialmente en estudios en modelos animales donde
se demostrd que las células de médula 6sea contenian progenitores fibroblastos y tenian
la capacidad de originar tejido 6seo, cartilaginoso y conjuntivo y que a partir de una
pequefia cantidad de células de médula que se inoculaban en camaras se generaba una
gran cantidad de células estromales, lo que dejaba claro su potencial de proliferacion y

diferenciacion (Figura 7) [43].
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Figura 7: Representacion cronoldgica de los descubrimientos que se han realizado con las
CEM

En la figura 7 se observa una linea del tiempo donde se describe el trabajo de cientificos
de los siglos XIX y XX. Es asi como Conheim y Maximov dieron forma a la hipétesis inicial
sobre la existencia de un tallo de células de médula 6sea. Este concepto fue
posteriormente refinado por Schofield quien plante6 la hipétesis de que el microambiente
en el que residen las CEM regula y preserva su actividad. La existencia de MSC se
demostrd a través del trabajo de Friedenstein, que fue crucial en el desarrollo de protocolos
de cultivo de CEM a largo plazo. Ya en el siglo XXI se demostrd la existencia de un
microambiente hematopoyético, a partir de los trabajos de Calvi y Zhang. Desde entonces,
los avances techol6gicos basados en modelos animales genéticamente modificados y la

clasificacion de las células ha progresado de manera significativa [43].

Mucho del conocimiento actual sobre las propiedades bioldgicas y terapéuticas de las CEM
ha sido generado a partir de estudios realizados en la medula ésea. Sin embargo, el uso
de otras fuentes alternativas de tejidos tales como tejido adiposo, placenta, piel, pulpa
dental, sangre de corddn umbilical, fluido amniético, células perivasculares de cordén
umbilical, gelatina de Wharton, tejido sinovial, leche materna y sangre menstrual [7], ha
empezado a ganar interés dado la facilidad de coleccion de algunos de estos tejidos,
evitando el uso de técnicas invasivas como lo es el procedimiento de aspiracion de la

medula 6sea durante su aislamiento.

Segun la Sociedad Internacional de Terapia Celular, la caracterizacién de las CEM se basa
generalmente en tres criterios: adhesion al plastico, expresion de antigeno de superficie
CD105, CD73y CD90, no expresar los antigenos hematopoyéticos CD34, CD45, CD14 ni
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moléculas de superficie HLA-DR y potencial de diferenciacién en osteoblastos, adipocitos
y condroblastos[44]. Desde su descubrimiento las CEM se han caracterizado intensamente
y dada su facilidad de obtencién, expansion y escalamiento clinico son utilizadas como
agentes terapéuticos para diversas patologias de caracter inflamatorio, autoinmune o
degenerativo, en particular en afecciones osteo-articulares [45].

A pesar de su homogeneidad en términos de identidad y potencia, las CEM de diferentes
origenes comparten caracteristicas biolégicas, pero difieren en otros aspectos como por
ejemplo el inmunofenotipo. Por ejemplo, las CEM obtenidas a partir de tejido adiposo son
positivas en pases tempranos para CD34, mientras CEM de otras fuentes no expresan
este marcador [20]. Kern y colaboradores compararon CEM aisladas de médula 6sea,
tejido adiposo y cordén umbilical encontrando que las CEM obtenidas de médula ésea
tienen la capacidad de proliferacion mas baja, en términos de tasa de proliferacion y
namero de doblajes poblacionales, mientras que las CEM de corddén umbilical muestran la
tasa mas alta de proliferacion. Similarmente, el potencial de diferenciacion de las CEM
también ha registrado diferencias respecto al origen de las células, teniendo entonces que
las CEM aisladas de pulpa dental se diferencian preferiblemente en dentina en lugar de
hueso en ensayos in vivo [46]. Las CEM de medula dsea presentan una tendencia marcada
a diferenciarse en condrocitos y osteocitos en comparaciéon con las CEM de tejido adiposo,
gue son mas eficientes en estimular la angiogénesis. Finalmente, respecto a los analisis
de expresidn genética, las CEM muestran una alta expresion de genes asociados con
diferenciacién osteogénica para CEM de médula 6sea, mientras que CEM de corddn

umbilical muestran una alta expresion de genes involucrados en angiogénesis [47].

Se ha demostrado que CEM aisladas de tejido adiposo tienen un mayor potencial
angiogénico que las CEM de medula 6sea [47]. En ensayos de inmunomodulacion in vitro,
se ha demostrado que a pesar que las CEM de medula 6sea y tejido adiposo tienen efectos
inmunomodulatorios similares al suprimir la proliferacion de células mononucleares de
sangre periférica e inhibir la diferenciacion de monocitos a células dendriticas, las CEM de
tejido adiposo tienen un efecto inmunomodulador mas potente en relacion dosis-respuesta
en comparacion con las de medula 6sea. Esto puede ser explicado por su alta actividad
metabdlica, resultando en una alta produccion de citoquinas involucradas en los

mecanismos inmunosupresivos y anti-infamatorios. Las CEM de tejido adiposo son
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genética y morfolégicamente mas estables en cultivo por largo tiempo, muestran baja tasa
de senescencia y alta capacidad proliferativa, ademas de mantener el potencial de
diferenciacion comparado con CEM de medula Osea [48]. Recientemente se ha
demostrado que las CEM no solamente tienen propiedades inmunomoduladoras sino que
ejercen fuertes efectos antimicrobianos a través de mecanismos directos e indirectos,
directamente por moléculas efectoras responsables de la muerte bacteriana como los
péptidos antimicrobianos (AMPSs) [20]. Durante los ultimos 10 afios, la literatura sobre las
propiedades de las CEM provenientes de tejidos como Médula 6sea, pulpa dental, fluido
menstrual y tejido adiposo ha aumentado dramaticamente en termino de publicaciones
(Figura 8).
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Figura 8: Publicaciones sobre CEM en PubMed

En la Figura 8 se observa el incremento en la investigacion biomédica en el campo
de las CEM, a partir del crecimiento en el numero de publicaciones desde el afio
19500 hasta el afio 2019. Es importante indicar que a partir de comienzos de la
década del 2000 se observé un crecimiento exponencial de las investigaciones en
este tipo de células, debido al interés en su uso clinico y el potencial de aplicacion

en un sin numero de condiciones clinicas [49].
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2.3.2 Péptidos antimicrobianos y Células Estromales

Mesenquimales (CEM)

Es ampliamente reconocido que las CEM poseen la capacidad de captar sefiales de peligro
y dafio celular y tisular e inmediatamente activar mecanismos compensatorios de
reparacion y regeneracion. Uno de estos mecanismos estd asociado a la expresion de
receptores tipo Toll (TLR), especificamente TLR-2 y TLR-4, que participan en el
reconocimiento de estructuras moleculares asociadas a los patdgenos AMPs. Una vez la
CEM reconoce un microorganismo en el medio via sus receptores TLR-2/4, envia la
sefializacion dentro de la célula para que inicie el proceso de sintesis de AMPs especificos
para cada microorganismo circulante. En la figura 9 se describe graficamente interactiian

las CEM para crear la sefializacion especifica y secretar AMPs [50].

Bacterial AMPs:
stimulus

Extracellular 7
vesicles y
AMPs "

Figura 9: Representacion esquematica donde se observa como las CEM aisladas de médula
Osea secretan diferentes AMPs, tomado y modificado de [50].

Actualmente se conoce que las CEM aisladas de medula 6sea expresan constitutivamente
cuatro AMPs: catelicidina LL-37, B-defensina-2 humana (hBD-2), hepcidina y lipocalina-2
(Lcn2). La mayoria de los datos sobre las propiedades antimicrobianas de las CEM se han
obtenido a partir de estudios in vitro, donde la eficacia antimicrobiana de las CEM aisladas
de médula 6sea, fluido menstrual, tejido adiposo y sangre de cordon umbilical es mediada
por AMPs [50]. Estos AMPs han sido detectados tanto en cultivos no estimulados como
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estimulados demostrado la propiedad de inhibir el crecimiento bacteriano de Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae[51].
Las CEM de diferentes origenes o fuentes tienen la capacidad de reducir la carga de
patdgenos en diferentes modelos preclinicos, como se demuestra en el estudio realizado
por Shin Soyoung y colaboradores [52], donde se inoculo una endotoxina proveniente de
Escherichia coli 0127 en ratas macho Sprague-Dawley, 30 minutos después de la
introduccién la endotoxina se inoculo por via intravenosa (2x10°% 100 ul) CEM
provenientes de tejido adiposo humano. En los ratones que recibieron el tratamiento con
las CEM se observé una disminucion en el nivel de citocinas inflamatorias tanto en suero
como en el pulmon y evitaron la apoptosis en el rifién, con los resultados obtenidos en este
estudio demostraron que el tratamiento utilizado a partir de CEM regulo la respuesta
inflamatoria por lo tanto, las CEM humanas pueden ser beneficiosas en infecciones
bacterianas debido a sus propiedades antimicrobianas [51].

Teniendo en cuenta el notable éxito en la utilizacion de CEM en el tratamiento de diversas
infecciones en modelos animales y los pocos ensayos clinicos publicados en humanos con
infecciones bacterianas, es razonable predecir un éxito similar en el uso de la terapia con

CEM en humanos en un futuro cercano [53].

2.3.3 Células estromales mesenquimales de gelatina de
Wharton (CEM-GW)

El cordén umbilical humano comienza a desarrollarse alrededor de la quinta semana de
gestacion y al término tiene una longitud promedio de aproximadamente 50 cm[54], esta
compuesto por dos arterias y una vena que lo irrigan de sangre enriquecida de células
madre hematopoyéticas, las cuales estan incrustadas en un tejido conectivo mucoide

conocido cémo gelatina de Wharton (Figura 10) [55].
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Figura 10: Esquema de la estructura anatémica de cordén umbilical y las (CEM-GW),
tomado de [55].

A partir del cordén umbilical es posible aislar CEM-GW. Este tipo de célula mesenquimal
muestra multiples caracteristicas como alta proliferaciéon, inmunosupresién y pueden
mostrar actividad potencial terapéutico, como las CEM aisladas de médula 6sea o tejido
adiposo[56]. Esta fuente alternativa de CEM se hizo factible tras los trabajos de
McElreavey, quien cultivo de células de GW, descrito por primera vez por Thomas Wharton
en 1656. Tras la Ultima década, los esfuerzos de investigacién han intentado optimizar el

aislamiento y la diferenciacion de estas células derivadas de GW [57].

Las CEM-GW han sido descritas particularmente por poseer un alto potencial
inmunomodulador, caracterizado por la produccion en grandes cantidades de interleucina
10, TGF-B y expresan HLA-G el cual desempefia un papel en la tolerancia inmune durante
el embarazo al evadir una respuesta inmune materna contra el feto e inducir la expansion
de las células T reguladoras, lo que contribuiria a la supresion de las respuestas efectoras
a los aloantigenos. Las CEM-GW possen propiedades inmunomoduladoras que incluyen
la regulacion positiva de ligandos coestimuladores negativos, la secrecion de factores
inmunosupresores solubles, la generacion de células de memoria, la fusion celular para
escapar del reconocimiento, los mecanismos de evitacién inmunoldgica especificos de la
interfaz fetal-materna, la atenuacién de las funciones de las células presentadoras de
antigeno, la migracion alterada de las células inmunes y la tolerancia a la apoptosis por
anergia de las células T [57]. Adicionalmente las CEM-GW son menos inmunogénicas lo

gue las hace mas susceptibles para el trasplante alogénico y xenogénico
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Recientemente se han realizado mdltiples investigaciones intentando optimizar su
aislamiento y diferenciacion administrandolas mediante procedimientos minimamente
invasivos como infusién intravenosa e inyecciones directas en el sitio lesionado sin
complicaciones. Asi mismo su uso en la clinica se ha probado a partir de abordajes de
terapia celular para el tratamiento de enfermedades como la enfermedad de injerto contra
huésped , lupus eritematoso sistémico [58], trastornos cardiovasculares, regeneracion de
cartilago y reparacion del nervio periférico. Sin embargo, aun falta indagar méas sobre su
potencial terapéutico ya que persiste el desconocimiento de muchas de sus propiedades
biol6gicas y otras potenciales aplicaciones que puedan llegar a presentar estas células. En
particular, el uso de CEM de GW como fuente de produccién de péptidos antimicrobianos
qgue permitan abrir su horizonte de aplicacién biomédica en el control del crecimiento
bacteriano, disminuyendo asi el riesgo de infeccidn, esta todavia por ser explorada en
profundidad [59]
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3.Materiales y métodos

3.1 Estandarizacidén de curvas de crecimiento cepas
ATCC

Las cepas seleccionadas para los ensayos fueron: ATCC Escherichia coli 25922, ATCC
Klebsiella pneumoniae 43816,Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus epidermidis
12228 de la casa comercial Thermo Scientific, estas cepas se encuentran descritas en el
informe de la OMS publicado en el afio 2018 por ser causantes enfermedades graves [2].
Las cepas se reconstituyeron segun los protocolos de la casa comercial y preservaron en
viales con crioperlas a -20°C. La cepa ATTC a evaluar se activd colocando una crioperla
(Ref. TS72MX25), en 9 mL de caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI por sus siglas en
inglés) (Ref. 42081 de la casa comercial Biomerieux), se incubo a 36°C + 1y 5% de CO:
por un periodo de 24h, pasado este tiempo se inoculo 5 mL de la muestra en un frasco de
cultivo BACT/ALERT® BPA (Ref. 279018 de la casa comercial Biomerieux) con 40 mL de
caldo BHI para un volumen final de 45 mL, el experimento se realiz6 por duplicado,
posteriormente se introdujeron los frascos en el equipo BACT/ALERT® 3D con el fin de
determinar la fase exponencial evaluando la curva de crecimiento (Figura 11).

5 mlL BHI [ BACT/ALERT® |

/—\ 3D
] = ‘
. =
) N ==
Crioperias k. =i
| 8 mL BHI | 40 mL BHI |

24h38°C1y N
5% de CO2 5| CETE |

Uniades 0o whectacis

Curva de crecimiento
bacteriano

Figura 11: Esquema Estandarizacién curvas de crecimiento cepas ATCC (1)
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3.2 Estandarizacion del in6culo de cepas ATCC

Cbémo los tiempos de generacion en las bacterias varian ampliamente dependiendo de los
microorganismos fue de vital importancia establecer la fase de crecimiento media
exponencial de cada una de las cepas ATCC utilizadas en los ensayos. Para realizar el
calculo se utiliz6 la siguiente formula [60]:

FME = ti-ti
En donde:
FME = Fase media exponencial
tr = Tiempo final fase exponencial
ti = Tiempo inicial fase exponencial

En experimentos previos estd documentado que al realizar pruebas de inhibiciébn de
crecimiento bacteriano haciendo uso de sustancias antimicrobianas es recomendable que
las bacterias con las cuales se realicen los ensayos se encuentren en fase exponencial,
debido a que toda su maquinaria se halla activa realizando procesos de replicacion,
transcripcién, traduccion y sintesis de la pared celular encontrandose aumentada la

tolerancia a los antimicrobianos [61, 62].

3.3 ATCC Escherichia coli 25922

La Escherichia coli es un bacilo gram negativo presente en el intestino del ser humano y
de los animales de sangre caliente, y aunque la mayoria de las cepas de E. coli son

inofensivas sin embargo algunas de ellas pueden causar graves enfermedades [1].

Para estandarizar el in6culo de la cepa ATCC Escherichia coli 25922 se tom6 una crioperla
(Ref. TS72MX25), se introdujo en caldo Infusion Cerebro Corazon (BHI por sus siglas en
inglés) (Ref. 42081 de la casa comercial Biomerieux), el tubo se coloc6 a incubar a 36°C +

1y 5% de CO;por un periodo de 24h (Figura 11). Pasado este tiempo se tom6 1 mL del
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cultivo y se sembrd en 9 mL de caldo BHI por dos horas de incubacién. La suspension se
adiciono en un tubo de 50 mL y se centrifug6 a 4200 rpm por 10 minutos, se descart6 el
sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendié en 10 mL de solucion salina al 0.9%.
De la suspensién anterior se tomo 1 mL, se dispenso en un tubo plastico transparente y se
midi6é la densidad éptica con un DensiCHEK™ Plus, se agregaron 60 gotas de solucién
salina al 0.9% hasta llegar a una lectura de 2.0 McFarland. Posteriormente de este inoculo
se tomo6 1 mL y se suspendi6é en 9 mL de PBS 1X, se realizaron diluciones seriadas en
base 10 hasta 10® y esta diluciéon se sembré por triplicado en 1 mL en agar LB (Luria
Bertani) por profundidad para posterior recuento de UFC (Figura 12).

[ 1mLBH | [ 1omLBHI | [ 1mLsinsalina |
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P— |
i I B
Siembra por ‘Diluciones base 1079 |
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Figura 12: Esquema Estandarizacién curvas de crecimiento cepas ATCC (2)
3.4 ATCC Klebsiella pneumoniae 43816

La Klebsiella pneumoniae es un bacilo gram negativo no mavil, es una bacteria ubicua en
la naturaleza, de tal forma que se encuentra en las superficies de las aguas, tierra y plantas,
en el humano se encuentra especificamente en la mucosa de nasofaringe y del intestino,
alcanzando cifras de deteccion entre el 5y el 38% en heces, y entre 1 al 6% en nasofaringe,
es la especie de mayor importancia clinica y més estudiada dentro del género Klebsiella.
Usualmente desarrolla una capsula que actia como factor determinante en la virulencia de

la bacteria, y de acuerdo con sus determinantes antigénicos se puede clasificar en 77
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serotipos diferentes [61].Para estandarizar el in6culo de la cepa ATCC Klebsiella
pneumoniae 43816 se tomd una crioperla (Ref. TS72MX25), se introdujo en 9 mL de caldo
Infusion Cerebro Corazon (BHI por sus siglas en inglés) (Ref. 42081 de la casa comercial
Biomerieux) (Figura 11). Brevemente, el tubo se colocé a incubar a 36°C + 1y 5% de CO:
por un periodo de 24h y pasado este tiempo se tom6 1 mL del cultivo y se sembré en 9 mL
de caldo BHI. Pasadas dos horas de incubacién la suspensién se adiciono en un tubo de
50 mL y se centrifug6 a 4200 rpm por 10 minutos, se descartd el sobrenadante y el pellet
bacteriano se resuspendio en 10 mL de solucion salina al 0.9%.

De la suspensién anterior se tomo 1 mL, se dispenso en un tubo plastico transparente y se
midi6 la densidad 6ptica con un DensiCHEK™ Plus y se agregaron 60 gotas de solucién
salina al 0.9% hasta llegar a una lectura de 2.0 McFarland. De nuevo, de este inoculo se
tomd 1 mL y se suspendié en 9 mL de PBS 1X, para realizar diluciones seriadas en base
10 hasta 10°. Esta dilucién se sembro por triplicado 1 mL en agar LB por profundidad para
posterior recuento de UFC (Figura 10).

3.5 ATCC Staphylococcus aureus 29213

El Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva, cuyo diametro oscila entre 0.5y
1.5 micras, se caracteriza porque se dividen en agrupaciones que asemejan racimos de
uva, es un microorganismo que se encuentra ampliamente diseminado en el ambiente ya
gue posee caracteristicas particulares de virulencia y resistencia contra antibiéticos, lo cual
representa un grave problema de salud, esto es, gracias a que su distribucién se extiende
a nivel mundial y el impacto en la morbimortalidad es considerable a nivel comunitario e

intrahospitalario [63].

Para estandarizar el inéculo de la cepa ATCC Staphylococcus aureus 29213 se tomo una
crioperla (Ref. TS72MX25), se introdujo en 9 mL de caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI
por sus siglas en inglés) (Ref. 42081 de la casa comercial Biomerieux) y el tubo se incub6
a 36°C + 1y 5% de CO; por un periodo de 24h (Figura 11). Pasado este tiempo se tomé 1
mL del cultivo y se sembr6 en 9 mL de caldo BHI en incubé por dos horas adicionales. La

suspension se adicion6 en un tubo de 50 mL y se centrifugé a 4200 rpm por 10 minutos,
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se descart6 el sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendié en 10 mL de solucién

salina al 0.9%.

De la suspension anterior se tomo 1 mL, se dispenso en un tubo plastico transparente y se
midi6é la densidad éptica con un DensiCHEK™ Plus, se agregaron 50 gotas de solucién
salina al 0.9% hasta llegar a una lectura de 2.0 McFarland. De este inoculo se tomé 1 mL
y se suspendié en 9 mL de PBS 1X, se realizaron diluciones seriadas en base 10 hasta 10
5, esta dilucion se sembré por triplicado 1 mL en agar LB por profundidad para posterior
recuento de UFC (Figura 10).

3.6 ATCC Staphylococcus epidermidis 12228

El Staphylococcus epidermidis es un coco Gram positivo que microscépicamente se
observa como racimos de uvas; esta bacteria no produce la enzima coagulasa,
generalmente es una bacteria inocua, ya que forma parte del microbiota de la piel y
mucosas de los mamiferos, pero bajo ciertas circunstancias, algunas cepas pueden actuar
como patégenos oportunistas. Hasta el momento, el principal factor de virulencia que se le
conoce a esta bacteria es la capacidad de formar biopelicula en distintas superficies y
materiales, es un patdgeno oportunista importante, principalmente en pacientes que
presentan inmunocompromiso o aquéllos a quienes se les han implantado dispositivos

médicos como catéteres intravasculares, valvulas cardiacas o protesis articulares [64].

Para estandarizar el inéculo de la cepa ATCC Staphylococcus epidermidis 12228 se tomo
una crioperla (Ref. TS72MX25), se introdujo en 9 mL de caldo Infusion Cerebro Corazén
(BHI por sus siglas en inglés) (Ref. 42081 de la casa comercial Biomerieux) y el tubo se
coloco a incubar a 36°C + 1y 5% de CO; por un periodo de 24h (Figura 11). Pasado este
tiempo se tomd 1 mL del cultivo y se sembré en 9 mL de caldo BHI. Luego de dos horas
de incubacion, la suspension se adiciono en un tubo de 50 mL y se centrifug6 a 4200 rpm
por 10 minutos, se descart6 el sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendié en 5 mL
de solucion salina al 0.9%. La suspension anterior (1 mL), se dispenso en un tubo plastico
transparente y se midié la densidad éptica con un DensiCHEK™ Plus, se agregaron 40
gotas de soluciéon salina al 0.9% hasta llegar a una lectura de 2.0 McFarland, de este

inoculo se tomo6 1 mL y se suspendié en 9 mL de PBS 1X, se realizaron diluciones seriadas
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en base 10 hasta 10> de esta dilucién se tomaron 3 mL y se inocularon en 7 mL de PBS
1X, finalmente esta ultima diluciébn se sembré por triplicado 1 mL en agar LB por

profundidad para posterior recuento de UFC.

3.7 Estandarizacion de cultivos e inoculo de CEM-GW

3.7.1 Aislamiento de CEM-GW

Se evaluaron 3 donantes de CEM-GW extraidas a partir de cordones umbilicales obtenidos
por donacién altruista y procesados por personal de la Unidad de Terapias Avanzadas del
Instituto Distrital de Ciencia, Biotecnologia e Innovacion en Salud (IDCBIS). Para el
procesamiento del corddn umbilical, éste se coloco en una caja de petri y se fragment6
utilizando un escélpelo, realizando cortes transversales por cada 3 cm de longitud; los
fragmentos se almacenaron en un tubo falcon de 50mL provisto de buffer fosfato salino
(PBS) 1X + Penicilina-Estreptomicina, se realizaron tres lavados sucesivos con agitacion
continua, a fin de remover la mayor cantidad de sangre posible. Una vez lavados los
fragmentos, éstos se colocaron nuevamente en la caja de petri empleada anteriormente,
se realiz6 un corte longitudinal a cada fragmento con el propdsito de exponer la gelatina
de Wharton, luego se removieron los capilares y se extrajo la gelatina de Wharton con
ayuda de un bisturi estéril, raspando la regiéon interna de la membrana que recubre el
cordén umbilical. En este procedimiento se adiciond varias gotas de PBS-1X para
humedecer el tejido. A continuacién, se realizé la disgregacion de la gelatina de Wharton
con ayuda de una jeringa estéril adicionando en cajas de Petri, 2mL de la suspension y
3mL de medio de -cultivo suplementado (medio DMEM + 10% LPh + 1%
Antibiotico/Antimicotico + 160 uL de Heparina (16 Unidades)). Asi mismo, se colocaron los
explantes de la gelatina en las cajas de cultivo, las cuales se incubaron bajo condiciones
estandar (37°C, 5% de CO.y 20% de O). Se observo la positividad de los cultivos tres
dias después de este proceso. El medio de cultivo fue renovado cada tercer dia,
cambiandose la totalidad de volumen de medio por medio fresco, hasta que las células
alcanzaron una confluencia del 80%. Una vez el cultivo celular alcanzé esta confluencia,
se efectud el primer subcultivo o pase celular, que incluy6 lavados con PBS 1X, seguido
por adicion de tripsina al 0,25% e incubacion por varios minutos, se inactivé la tripsina con

medio suplementado, todo el contenido se deposité en un tubo de 15 mL y se centrifugé a
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1200 rpm por 6 minutos, por dltimo se descarté el sobrenadante y el pellet celular se
resuspendié en 1 mL de medio suplementado y se realizd recuento celular con azul de

tripdn para posterior siembra en frascos de cultivo T-75 (Falcon)

3.7.2 Caracterizacion inmunofenotipica de CEM-GW

Una vez realizado el aislamiento de las CEM-GW se procedi6 a caracterizarlas
inmunofenotipicamente, para esto las CEM-GW se lavaron con PBS 1X y se
resuspendieron en un volumen que permitiera dosificar aproximadamente 2x10° células
por tubo, para la deteccion de los anticuerpos. Las muestras fueron incubadas por 20
minutos con Anti-CD73 (Ref.344010), Anti-CD90 (Ref.328114), Anti-CD105 (Ref. 323206),
Anti-CD31 (Ref.303106), Anti-CD45 (Ref.304014), Anti-HLA-DR (Ref.307624), Anti-HLA-
ABC (Ref. 311404), posteriormente, se realizé un lavado con PBS 1X y la lectura en el
citometro de flujo (BD FACSCanto™ 1)

3.7.3 Estandarizacion del in6culo de CEM-GW

Las CEM-GW se descongelaron y se sembraron por duplicado aproximadamente 1x10°
CEM-GW por pozo de 9 cm? (Placa de 6 pozos) hasta llegar a una confluencia de
aproximadamente 70-80%. Un duplicado se envié para andlisis microbiolégico y al otro
duplicado se adiciono tripsina al 0.25%, el contenido celular se deposité en un tubo de 15
mL, se centrifugo a 1200 rpm por 6 minutos pasado este tiempo se descartd el
sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en 1 mL de DMEM, se realiz6 recuento
celular con azul de tripano en cAmara de Neubauer, se contaron 4.6 x 10° CEM-GW x cm?
aproximadamente y se sembraron en un frasco de cultivo T-75. Esta técnica se utilizé para
expandir las células y congelar (-170°C) varios viales hasta pase 3. Estas células se

emplearon posteriormente para cada uno de los ensayos.

Para llevar a cabo la inoculacién bacteriana, se tomd un vial previamente congelado (-
170°C) y se le agrego medio DMEM, el contenido se pasé a un tubo de 15 mL, se centrifugo
a 1200 rpm por 6 minutos y pasado este tiempo se descartd el sobrenadante y el pellet
celular se resuspendié en 1 mL de DMEM. Se realiz6 recuento celular con azul de tripano

en camara de Neubauer, se sembraron 1x10° CEM-GW por pozo en una caja de cultivo
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de 9 cm? (Placa de 6 pozos) por triplicado en 1,5 mL de medio de expansion (DMEM +
10% LPh + 160 pL de Heparina) y las cajas se incubaron a 37°C, 5% CO- hasta que las

células alcanzaron una confluencia del 60-70%.

Para el subcultivo una vez se alcanzé la confluencia del 60-70% se agreg6 tripsina al
0.25% el contenido celular se paso6 a un tubo de 15 mL, se centrifugo a 1200 rpm por 6
minutos y pasado este tiempo se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en 1
mL de DMEM. Se realizdé de nuevo recuento celular con azul de tripano en camara de
Neubauer y se sembraron 5 x10* CEM-GW por pozo en cuatro placas de 12 pozos las
cuales tenian 600 pL de DMEM + 10% LPh + 160 uL de Heparina, las cajas se incubaron
a 37°C, 5% CO; hasta alcanzar una confluencia del 50-60%.

Al iniciar a cada uno de los ensayos a un pozo de cada una de las cuatro cajas se le agrego
tripsina al 0.25%, el contenido celular se deposité en un tubo de 15 mL, se centrifugo a
1200 rpm por 6 minutos pasado este tiempo se descarto el sobrenadante y el pellet celular
se resuspendié en 500 pL de DMEM, se realizé recuento celular con azul de tripano en
camara de Neubauer. Para realizar los ensayos se debian obtener mas de 1.5 x 10° CEM-

GW por pozo.

3.7.4 Estandarizacion del cocultivo de CEM-GW con las
cepas bacterianas: ATCC Escherichia coli 25922, ATCC,
Klebsiella pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus
29213 y Staphylococcus epidermidis 12228.

Una vez estandarizado el inoculo bacteriano y el nimero de CEM-GW por pozo se
caracterizo el efecto de las CEM-GW sobre el crecimiento de las cepas bacterianas ATCC
Escherichia coli 25922, ATCC, Klebsiella pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus
29213 y Staphylococcus epidermidis 12228, se tomaron dos cajas de cultivo de 12 pozos
con 1.5 x 10° CEM-GW y medio de expansion (DMEM + 10% LPh + 160 pL de Heparina)
con una confluencia del 50-60%. Por cada cepa bacteriana, se removio el medio de cultivo
y se lavo la monocapa de células dos veces con PBS 1X. Para acondicionar las células
media hora antes de iniciar los ensayos se adiciono 800 pL de medio DMEM (control

negativo) a una caja de cultivo en cada uno de los pozos y a la otra caja se le agrego 800
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pUL a cada uno de los 12 pozos de DMEM + 1% LPh + 160 pL de Heparina y se dejaron
durante treinta minutos a 37°C, 5% CO,Pasado el tiempo de incubacion las cajas de cultivo
se inocularon con 20 a 50 UFC/mL de ATCC Escherichia coli 25922, ATCC Klebsiella
pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus epidermidis 12228
en fase exponencial. Se tomo registro fotogréafico a las 0, 6 y 24 horas del cocultivo y se
incubaron las cajas de cultivo a 37°C, 5% CO. por un periodo de 24 h en agitacion continua.

Durante el periodo de incubacién se tomaron 100 pL del sobrenadante conteniendo las
bacterias a las 0, 6 y 24 horas. Los sobrenadantes recogidos se sembraron por duplicado
con la técnica de profundidad en medio LB y se incubaron a 36°C + 1y 5% de CO- por
24h. Pasado el tiempo de incubacion se realizo el conteo de UFC de cada una de las

placas. Como control negativo se utiliz6 medio con CEM-GW sin inoculacién bacteriana

3.8 Sintesis de primers para analisis de expresion de
AMPs

Con el fin de analizar la expresion celular de AMPs a partir de la expresién del ARN
mensajero, se realizé inicialmente una busqueda bibliografica de la secuencia especifica
de cada uno de los primers que se utilizarian en los ensayos [51, 65]. Para el control de
calidad de las secuencias, se compararon las secuencias disefiadas con las encontradas
en el GenBank del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI) y de esta forma
confirmar su especificidad. Finalmente, las secuencias confirmadas se enviaron a sintetizar
en la firma Macrogen. A continuacion, se presenta el conjunto de primers que abarcaron

una region exoénica de cada gen codificante para AMPs (Tabla 2).

Producto genético Abreviatura Forward primer (5'-3’ Reverse primer (5'-3’)
B-defensina-1 hBD-1 TAAGGTGGAAGGCTTGATGTCC GGAGCCCTTTCTGAATCCGC
Lipocalina-2 LCN2 CTACGGGAGAACCAAGGAGC GGTCGATTGGGACAGGGAAG
Hepcidina HAMP CCCATGTTCCAGAGGCGAAG CTTGCAGCACATCCCACACT
Gliceraldehido-3-fosfato GAPDH GTCAGTGGTGGACCTGACCT AGGGGTCTACATGGCAACTG

deshidrogenasa

Tabla 2: Primers utilizados para PCR
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3.9 Extraccion y cuantificacion del RNA de CEM -GW

Para el analisis de expresion de los diferentes genes que codifican para AMPs en CEM-
GW inoculadas con las diferentes cepas bacterianas, se tomaron tres cajas de cultivo de
12 pozos con 1.5 x 105 CEM-GW y medio de expansion (DMEM + 10% LPh + 160 uL de
Heparina) con una confluencia del 50-60% por cada cepa bacteriana ATCC Escherichia
coli 25922, Klebsiella pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus
epidermidis 12228, se removié el medio de cultivo y se lavé la monocapa de células dos
veces con PBS 1X para acondicionar las células media hora antes de iniciar los ensayos
se adiciono 800 pL de medio DMEM (control negativo), 800 pL a cada uno de los 12 pozos
de DMEM + 1% LPh + 160 pL de Heparina y se dejaron durante treinta minutos a 37°C,
5% CO2. Pasado el tiempo de incubacion se sacaron las cajas de cultivo y se inocularon
con 20 a 50 UFC/mL de ATCC Escherichia coli 25922, Klebsiella pneumoniae 43816,
Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus epidermidis 12228 en fase exponencial.
Los cultivos se incubaron a 37°C, 5% CO2 por un periodo de 18 h en agitacién continua
(Figura 10). A diferentes tiempos (0Oh, 6h y 18h) se realiz6 lavado por duplicado con 500
pUL de PBS 1X a cada pozo teniendo cuidado de no desprender las células y se extrajo
ARN con el kit de extraccion de ARN libre de ADN usando el kit comercial Quick-RNATM
MiniPrep (R1055: Zymo Research®) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se coloc6 250 ul de las muestras en tubos eppendorf de 2 ml, se agregd 175
ul de buffer de lisado + BM, 350 pl de buffer de dilucion (RDA), se mezcld y se centrifugo.
Se transvaso 750 ul de sobrenadante resultante y se adicionaron 200 ul de etanol al 95%,
se mezclé empleando el vortex. Luego se transfirid 700 uyl de la mezcla al cartucho
preinsertado al tubo de coleccién del kit (SV Total RNA Isolation System). Se centrifug6 a
12000 G por 15 segundos a temperatura ambiente. Se realizaron dos pasos de lavados y
centrifugados, con los buffers del kit, para eliminar el debris celular. Se colocé el cartucho
en el tubo de lavado del kit (SV Total RNA Isolation System). Se incub6 con DNAsa, para
eliminar el ADN y posteriormente, el RNA total obtenido de las muestras se cuantifico por
Qubit® RNA Assay Kit (Q32852: Invitrogen®), antes de su almacenamiento a una
temperatura de -70°C. Se realizaron diluciones para dejar todas las muestras en la misma

concentracion (70 ng/uL).3.14 Estandarizacion de la RT-PCR
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Para evaluar la presencia de los genes hBD-1, LCN2 y HAMP se realiz6 una PCR utilizando
el kit Luna Universal One-Step® Biolabs el cual se basa en colorantes de secuencias de
ARN objetivo a través del canal de fluorescencia SYBR, la gPCR se mont6 en el equipo
AB 7500® Fast, para cada reaccion se utilizé 10 uL de Luna Universal One-Step Reaction
Mix (2X), 1 pL Luna WarmStart® RT Enzyme Mix (20X), 0,3 yL de Forward primer, 0,3
pL de Reverse primer, 1 uL de mRNA y 207 pL Nuclease-free Water para un volumen
final de 20 pL.

El perfil térmico usado en la PCR consto de los siguientes pasos: para la amplificacion de
ADNCc se hizo un paso inicial de transcripcion inversa a 55.0 °C durante 10 minutos seguido
por un paso de desnaturalizacion a 95.0°C durante 1 minuto, 40 ciclos de amplificacién
con un ciclo inicial de apertura a 95.0°C durante 15 segundos, un anillamiento 63.0°C por
un minuto y finalmente una elongacion a 72.0°C por 30 segundos. Con los productos de
amplificacién de ADN resultante se hizo un gel de agarosa al 2.0 % tefiido con SYBR
Green, la lectura del gel se hizo en el foto-documentador Image Quant Las 500 GE®

3.10 Evaluacion de la expresion proteica de AMPs en

sobrenadantes de CEM-GW en cocultivo con cepas ATCC

Para la evaluacion de la secrecion de AMPs por parte de las CEM-GW sometidas a
infeccion bacteriana, se tomaron 900 uL de sobrenadante de cajas de cultivo usadas para
extraccion de RNA a las Oh, 6h y 18 h con y sin inoculacién bacteriana con cepas ATCC.
Estos sobrenadantes fueron centrifugados durante 10 minutos a 1200 rpm para descartar

detritos celulares y se almacenaron a -80°C.

Para la cuantificacion de la expresion de las proteinas B-defensina-2, Lipocalina-2y
Hepcidina se utilizé la técnica cuantitativa de inmunoensayo enzimatico en sandwich
mediante el uso del kit comercial Quantikine® ELISA Human Hepcidin Immunoassay
Catalog Number DHP250, Quantikine® ELISA Human Lipocalin-2/NGAL Immunoassay
Catalog Number DLCN20 y Quantikine® ELISA Human DEFB1 (Defensin Beta 1) de la
casa comercial R&D systems a biotechne brand. El primer paso que se realizo consistid

en la preparacion de cada uno de los reactivos que componian los diferentes kits, se
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tomaron los sobrenadantes que se recolectaron en cada uno de los experimentos y que se
encontraban almacenados a -80°C. Se procedio a montar el ensayo colocando en cada
pozo los estandares, los controles y las muestras a determinar estas Ultimas se colocaron
de forma directa sin realizar dilucion previa en cada uno de los ensayos. Despues de este
paso se realiza la primera incubacion, pasado el tiempo de incubacion se procedio a lavar
cada uno de los pozos se agrego el conjugado y se incubd nuevamente. Posteriormente
se agrego la solucion sustrato, la soluciébn de parada y posteriormente se midié la
intensidad del color de cada una de las placas de 96 pozos con el equipo Synergy HTX de
la casa comercial Biotek para la obtencion de los datos. Usando la curva de calibraciéon
para cada péptido, se obtuvo la concentracion final de cada péptido en cada una de las

condiciones analizadas.

3.11 Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los grupos se calcularon utilizando un andlisis de
varianza de dos vias (ANOVA), en el ANOVA se consider6 que la diferencia entre los
grupos tratados fue significativa cuando P <0.05 (95% de confianza), los experimentos se
realizaron por triplicado y los valores se expresaron como promedio + error estandar. El
andlisis estadistico se efectu6é empleando el programa GraphPad Prism 6 y las imagenes

fueron procesadas con el software ImageJ.
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4.Resultados y Discusion

4.1 Estandarizaciones curvas de crecimiento cepas ATCC
y determinacion fase exponencial

Inicialmente se realizé la estandarizacién de las curvas de crecimiento de las cepas ATCC
se seleccionaron cuatro bacterias : ATCC Escherichia coli 25922, Klebsiella pneumoniae
43816, Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus epidermidis 12228, las cuales
segun el informe de la OMS publicado en el mes de enero de 2018 pertenecen a las
bacterias que estan implicadas en provocar enfermedades graves a nivel intrahospitalario

con un nivel alto de farmacorresistencia [1].

La estandarizacion de estas curvas de crecimiento fue fundamental para determinar la fase
exponencial media de cada una de las cepas ATCC, debido a que en esta etapa toda la
magquinaria bacteriana se halla activa realizando procesos de replicacion, transcripcion,
traduccioén y sintesis de la pared celular encontrandose aumentada la tolerancia a los
antimicrobianos [61, 62]. En las (Figuras 13, 14,15 y 16) se puede observar la fase media
exponencial de cada una de las cepas ATCC utilizadas en los ensayos cuando estas

crecen en caldo BHI.

Escherichia coli ATCC 25922
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Figura 13: Curva de crecimiento bacteriano Escherichia coli ATCC 25922
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En la Figura 13 observamos la fase media exponencial (FME) de la cepa ATCC
Escherichia coli ATCC 25922 a las dos horas de incubacion (linea roja) cuando esta
crece en caldo BHI. Este resultado es consistente con los datos obtenidos
previamente, en el estudio realizado por Maria Hincapié y colaboradores [66]
quienes comprobaron la cinética de crecimiento de la Escherichia coli,
encontrdndose un FME equivalente a dos horas en condiciones experimentales

similares.

Klebsiella pneumoniae ATCC 43816
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Figura 14: Curva de crecimiento bacteriano Klebsiella pneumoniae ATCC 43816.

De manera similar, cuando se realiza el cultivo de la cepa ATCC Klebsiella pneumoniae
43816, se observa que la FME de esta cepa en condiciones de crecimiento en caldo BHI
corresponde a las dos horas de incubacion (Figura 14, linea roja). Este tiempo ha sido
previamente descrito por Janeth Arias y colaboradores [67], donde realizaron una curva de
crecimiento para determinar la fase exponencial de una cepa de Klebsiella pneumoniae en

caldo nutritivo, obteniendo resultados comprables con los encontrados en este estudio.
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Staphylococcus aureus ATCC 29213
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Figura 15: Curva de crecimiento bacteriano Staphylococcus aureus ATCC 29213.

En la Figura 15 se observa la cinética de crecimiento de la cepa Staphylococcus aureus
ATCC 29213 y se indica el valor de la fase media exponencial (FME), el cual equivale a
cuatro horas (linea roja). Este tiempo concuerda con lo descrito en el estudio realizado por

Janeth Arias y colaboradores [67] bajo condiciones de crecimiento similares.

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
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Figura 16: Curva de crecimiento bacteriano Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Finalmente, para la cepa bacteriana Staphylococcus epidermidis, y de manera similar a lo
encontrado en el estudio realizado por Tao, Zhu en condiciones de crecimiento con medio
nutritivo [68], se pudo observar una fase media exponencial (FME) a las cuatro horas de

incubacién (linea roja) en caldo BHI (Figura 16). En conclusién, las condiciones de cultivo
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bacteriano estandarizadas en este estudio para las cepas ATCC Escherichia coli 25922,
Klebsiella pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus
epidermidis 12228 concuerdan con lo establecido previamente en estudios con abordajes
metodoldgicos similares. Esto es importante porque permite avanzar a la siguiente fase de
investigacion bajo condiciones experimentales estandar para estas cepas bacterianas.

4.2 Curvas de crecimiento cepas ATCC en DMEM y
DMEM/1% LPh

Es importante tener en cuenta que, para llevar a cabo el modelo experimental de infeccion
bacteriana en CEM, las diferentes cepas bacterianas deben crecer en condiciones de
cultivo propias de este tipo de célula eucariota. Por tanto, es indispensable determinar la
cinética de crecimiento de las cepas bacterianas del presente estudio en los medios de
cultivo de las CEM y corroborar que estas cepas pueden presentar tasas de crecimiento
bacteriano comparables con la condicibn estandar en caldo BHI. Es asi como
conjuntamente a la determinacién de la fase exponencial de las cepas ATCC Escherichia
coli 25922, Klebsiella pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus
epidermidis 12228 BHI, se realiz6 la curva de crecimiento de las cepas ATCC en medio
DMEM sin suplemento y medio DMEM suplementado con 1% LPh. Como se observa en
la Figura 17, las cuatro cepas bacterianas cultivadas en DMEM y DMEM con 1% LPh

muestran cinéticas de crecimiento similar a las observadas con caldo BHI.
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Staphylococcus aureus ATCC 29213 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
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Figura 17: Curva de crecimiento bacteriano Escherichia coli ATCC 25922 Klebsiella pneumoniae ATCC
43816, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Esto se puede concluir al observar que los valores de FME de las cepas ATCC Escherichia
coli 25922, Klebsiella pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus
epidermidis 12228 inoculadas en medio DMEM sin suplemento y medio DMEM + 1% LPh
corresponden a 2, 2, 4 y 4 horas respectivamente. Con estos resultados se evidencia que
los valores de FME para el crecimiento bacteriano de cada una de las cepas ATCC es
similar y por tanto se puede concluir que el DMEM y el DMEM con 1% del LPh soportan el
crecimiento bacteriano de manera estandar. Adicionalmente no se encontro diferencias
significativas cuando el DMEM contenia 1% de LPh en el medio, lo que indica que este
suplemento no representa un factor de inhibicién del crecimiento microbiano. En un estudio
realizado por Anne Biedermann y colaboradores se demostré las interacciones bacterianas
en un modelo experimental de infeccién en CEM aisladas de pulpa dental. En este estudio
se pudo evidenciar la supervivencia de las cepas bacterianas en presencia de medio de
cultivo celular, especificamente DMEM. Incluso se demostré que el suplemento con suero
fetal bovino tampoco afecto la tasa de crecimiento bacteriano. A partir de los resultados
obtenidos en este estudio se concluy6 que el medio de cultivo DMEM y su suplemento es
una fuente de crecimiento tanto para CEM como para bacterias propias del tejido o
circulantes en el medio ambiente en el que se procesan las muestras [69]. El presente
estudio se encuentra acorde con este hallazgo y provee nueva evidencia experimental en
donde el medio DMEM y el suplemento de lisado plaquetario humano permite el

crecimiento de E. coli, K. pneumoniae, S. aureus y S. epidermidis.
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4.3 Aislamiento y Caracterizacion de las CEM-GW

Para la realizacion del modelo experimental de infeccion bacteriana en CEM de GW, se
evaluaron 3 lineas celular obtenidas a partir de cordones umbilicales donados y colectados
por el programa de colecta CORDIAL del Banco de Sangre de Cordén Umbilical. El tejido
del cordon umbilical de los tres donantes fue posteriormente procesado por personal de la
Unidad de Terapias Avanzadas del Instituto Distrital de Ciencia, Biotecnologia e Innovacion
en Salud (IDCBIS).

El procesamiento de los tejidos del cordon incluyé la limpieza del cordon umbilical, su
fragmentacion y diseccion, con el fin de exponer y obtener la gelatina de Wharton previa
remocion de vasos sanguineos del cordon (venas y arteria). La GW obtenida para cada
donante fue posteriormente sometida a disgregacion mecanica y posterior colocacion de
los explantes en cajas de cultivo para su incubacién bajo condiciones estandar (37°C, 5%
de CO2y 20% de Oy). Para cada donante se observo positividad de los cultivos tres a siete
dias después de este proceso, a partir de la observacion de células adheridas a la
superficie del plastico de la caja de cultivo, asi como migracion celular del explante.
Cuando los explanes alcanzaron confluencia del 80% se efectudé el primer subcultivo,

conteo celular, caracterizacion inmunofenotipica y criopreservacion (Figura 18).

Figura 18: Esquema de aislamiento de CEM-GW de un donante usado en el presente estudio.

En la figura 18 se observa el procedimiento realizado para la de obtencién de CEM-GW
donde se aprecia el Cordon Umbilical donado (a), el proceso de lavado de los trozos de
Corddén Umbilical resuspendidos en PBS 1X + Penicilina-Estreptomicina (b), la limpieza y
exposicion de la gelatina de Wharton para remocion de capilares (c) y el cultivo de los
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fragmentos de gelatina de Wharton con medio DMEM suplementado con 10% LPh para
aislamiento de CEM-GW (d). Una vez el cultivo es positivo se obtiene una capa de células

uniformemente adheridas, viables y de morfologia fibroblastoide.

Las CEM-GW usadas en cada uno de los ensayos cumplieron con todos los criterios que
las clasifican como CEM segun lo definido por la Sociedad Internacional de Terapia Celular
[74], uno de los pardmetros que las identifican es su particular inmunofenotipo por esta
razén se caracterizaron, el andlisis se realiz6 mediante citometria de flujo donde se
evidencio una baja expresion de los marcadores hematopoyéticos HLA-DR, CD34 y CD45
y una expresion mayor del 90% de los marcadores caracteristicos de superficie de las CEM
CD73, CD90 y CD105, los resultados obtenidos son compatibles con los descritos por
Abraham Macias y colaboradores (Figura 19) [70].
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Figura 19: Expresion de marcadores de superficie de las CEM

4.4 Estandarizacion del inoculo de cepas ATCC

Luego de comprobar que las cepas ATCC presentan cinéticas de crecimiento esperadas,

y que el cultivo de las mismas en medio DMEM y medio DMEM suplementado con LPh
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soportan su crecimiento a tasas similares a las condiciones estandar, se procedié a
estandarizar el inoculo bacteriano necesario para el establecimiento del modelo
experimental de infeccion bacteriana con CEM. Es importante determinar una dosis
bacteriana adecuada que no indujera muerte temprana de las CEM, con el fin de tener una
ventana experimental adecuada para la observacion del potencial efecto antimicrobiano
mediado por CEM. Para ello se procedio con la estandarizacion del indculo, inicialmente
tomando como referencia un niumero de UFC equivalente a 300 para la cepa bacteriana E
coli. Esta concentracion se us6 para inocular los cultivos de CEM previamente
establecidas, por 24 horas. A esta dosis inicial (inéculo de 300 UFC) se obtuvo una muerte
celular y pérdida del cultivo de CEM al cabo de dos horas post-inoculacion (Figura 20).

CEM-GW control (sin E. coli) 2 horas post CEM-GW tratada (E. coli) 2 horas post
inoculacion inoculacion

Figura 20. Ensayo preliminar de infeccion con E coli a cultivos de CEM

Con base en este ensayo preliminar se concluy6 que una inoculacion con mas de 300 UFC
es letal para las células y por lo tanto se procedié a encontrar una dosis bacteriana que
permitiera la sobrevida celular por al menos 24 horas. Usando nuevamente la cepa ATCC
Escherichia coli 25922 se realizaron diluciones seriadas a 150, 75 y 37.5. Se encontrd
finalmente una sobrevida de CEM-GW a 24 horas con el indculo bacteriano
correspondiente a 37,5 UFC. Por lo tanto, se establecioé que el inéculo adecuado para el

modelo de infeccion bacteriana estaria alrededor de 30 UFC para las cepas seleccionadas.

Para la obtencion de in6culos de 30 UFC, se generaron diluciones seriadas para cada
cepa, obteniéndose UFC/ml de 300 (dilucién 10) para la cepa ATCC Escherichia coli
25922, 270 (dilucién 10%) para ATCC Klebsiella pneumoniae 43816, 282 (10°) para la cepa
ATCC Staphylococcus epidermidis 12228 y 290 (10°) para la cepa ATCC Staphylococcus



58 Evaluacion In vitro de la actividad antimicrobiana de las Células Estromales
Mesenquimales de Gelatina de Wharton (CEM-GW)

aureus 29213. A partir de estas diluciones se procedié a confirmar el nimero de CFU a
partir de siembra (en triplicado) por profundidad en agar LB de cada una de las cepas
(100ul). Se pudo confirmar que en efecto habia en promedio 32 UFC para la cepa ATCC
Escherichia coli 25922 (experimento 1, Figura 21), 28 UFC para la cepa ATCC Klebsiella
pneumoniae 43816 (experimento 2), 29 UFC para la cepa ATCC Staphylococcus
epidermidis 12228 (experimento 3) y 38 UFC para la cepa ATCC Staphylococcus aureus
29213 (experimento 4).
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Figura 21: Recuento de UFC en 100 pyL por método de profundidad en

placa

Estos ensayos fueron realizados por triplicado y se muestran el promedio obtenido junto
con su desviacion estandar. Se puede evidenciar que el numero de UFC obtenido para
cada uno de los ensayos fue reproducible, lo que es fundamental para proporcionar las
mismas condiciones en cada uno de los experimentos y de esta forma hacer consistente
los datos obtenidos. El nimero de UFC inoculadas en cada experimento fue adecuado ya
gue permiti6 que las CEM-GW crecieran sin ser despegadas de la caja de cultivo al
momento se ser infectadas permitiendo un contacto prolongado con las bacterias durante

las 24 horas que duré este ensayo.
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4.5 Estandarizacion del cocultivo de CEM-GW con las
cepas ATCC

Con base en el proceso de estandarizacién previa tanto de los inéculos bacterianos como
de los cultivos celulares de CEM, se procedié a disefiar el modelo experimental de
infeccion bacteriana en CEM-GW (Figura 22). Para esto se sembraron cajas de cultivo de
12 pozos con los siguientes grupos experimentales: DMEM + CEM-GW + ATCC y
DMEM/1% LPh + CEM-GW + ATCC. Como controles experimentales se utilizd cepas
ATCC cultivadas con DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh sin presencia de CEM-
GW, esto con el fin de demostrar que la actividad antimicrobiana dependia de la presencia
de las CEM-GW (grupos DMEM + ATCC y DMEM/1% LPh +ATCC, Figura 22), como
controles se utiliz6 CEM-GW crecidas en medio DMEM sin suplemento y cepas ATCC
cultivadas con DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh sin presencia de CEM-GW, esto
con el fin de demostrar que la actividad antimicrobiana dependia de la presencia de las
CEM-GW vy no por las condiciones de cultivo. Es importante mencionar que el disefio
experimental propuesto en este trabajo incorpora el LPh como suplemento del medio de
crecimiento, debido a que el cultivo de CEM de GW se encuentra establecido con este
suplemento y en un futuro se espera utilizar este producto en terapias celulares. Es asi
como el suplemento con LPh evita potenciales reacciones inmunes deletéreas asociadas

al uso de suplementos que no son de origen humano [74].

DMEM + CEM-GW + ATCC a) DMEM/1% LPh + CEM-GW + ATCC b)
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Figura 22: Esquema de estandarizacion de inoculacion de CEM-GW con
cepas ATCC
También se establecié que existiera una concentracibn homogénea de CEM-GW
sembradas para cada grupo experimental para asegurar que el cocultivo de las CEM-GW
con las cepas ATCC tuviera las mismas condiciones en cada experimento. Aqui es
importante mencionar que las CEM-GW deben ser inoculadas con las bacterias cuando
estén dentro de un 50 a 60% de confluencia, lo que favorece el contacto directo entre si
permitiendo censar las bacterias presentes en el medio para que se produzcan los péptidos
antimicrobianos [66]. Si al realizar los experimentos cuando las CEM-GW estan en una
confluencia mayor del 60%, se incrementa el riesgo de que pierdan sus propiedades de
adhesion celular y sus potenciales propiedades antibacterianas al final del experimento,

esto es, a las 24 horas.

Para la estandarizacién del nimero de CEM-GW se sembraron 5 x10* CEM-GW en pase
4 por pozo, en placas de 12 pozos, en condiciones similares a las descritas previamente
en el estudio realizado por Rebecca Harman y colaboradores [66] donde se evalué el
efecto de CEM aisladas de equino en el crecimiento de especies bacterianas
gramnegativas y grampositivas. Las placas de cultivo se incubaron a 37°C, 5% CO2 hasta
alcanzar una confluencia del 50-60%, y una vez alli, se tripsinizo un pozo de cada placa
de cultivo y se realizé recuento celular con azul de tripano en camara de Neubauer (Pozo
“T”, (Figura 23). El resto de los pozos fueron inoculados en este momento con las diferentes

cepas bacterianas para comenzar la fase de infeccion experimental bacteriana.
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Figura 23: Promedio de CEM-GW sembradas en cuatro ensayos independientes previa

inoculacién con cepas ATCC

En la figura 19 se muestran el promedio (y desviaciones estandar) de CEM-GW
recolectadas por tripsinizacion de cada pozo. El nimero de CEM-GW. El (experimento 1)
corresponde al numero de CEM-GW sembradas e inoculadas con cepa ATCC Escherichia
coli 25922, el (experimento 2) el numero de CEM-GW sembradas e inoculadas con cepa
ATCC Klebsiella pneumoniae 43816, el (experimento 3) el ndmero de CEM-GW
sembradas e inoculadas con cepa ATCC Staphylococcus epidermidis 12228 y el
(experimento 4) el nimero de CEM-GW sembradas e inoculadas con cepa ATCC
Staphylococcus aureus 29213. Como se puede concluir, a esta confluencia (50-60%) se
observa que en promedio se encontraban entre 1.5 x 10°y 2 x 10° CEM-GW por pozo. Los
experimentos fueron realizados por triplicado con células de tres donantes distintos,
mostrando homogeneidad en el nimero de CEM-GW previa inoculacion con las diferentes
cepas ATCC. A partir de este disefio experimental se realiz6 la toma de muestras de
sobrenadante a las Oh, 6h y 24h por triplicado para posterior siembra por profundidad en
Agar LB y recuento de UFC/mL (R1, R2 y R3 son replicas 1, 2 y 3 respectivamente, CM
fueron los pozos para control del medio el cual no se inoculo con la cepa ATCC, se usaron
3 donantes de CEM-GW). Adicionalmente del mismo sobrenadante se realizé la

cuantificacion de la produccion de péptidos antimicrobianos. Las CEM-GW remanentes en
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el pozo de todas las condiciones experimentales, fueron cosechadas y se procedi6 a aislar

el RNA total para posteriores ensayos de expresioén génica.

4.6 Efecto de las CEM-GW en el crecimiento bacteriano de
cepas ATCC

Teniendo en cuenta que se usaron tres donantes de CEM-GW (UCWJ-85, UCWJ-91 y
UCWJ-113), inicialmente se tomaron fotografias microscépicas (5X) con el fin de observar
la morfologia y el crecimiento celular una vez fueron inoculadas con cepas ATCC en medio
DMEM y DMEM suplementado con 1% de LPh (0, 6 y 24 horas post-inoculacion).

4.6.1 CEM-GW en cultivo con ATCC Escherichia coli 25922

En la figura 24 se observa que las CEM-GW del donante UCWJ-85 inoculadas con la cepa
ATCC de Escherichia coli 25922 a las Oh con DMEM + 1% LPh y con DMEM sin
suplemento se encuentran en un porcentaje de confluencia similar (50%
aproximadamente) y alta viabilidad celular. Pasadas seis horas de inoculacién bacteriana,
se mantienen adecuadas viabilidades celulares junto con un aumento en la confluencia en
el pozo con CEM-GW con DMEM + 1% LPh como en el pozo con CEM-GW mas DMEM
sin suplemento. Sin embargo, a las 24 horas de inoculacién el pozo con CEM-GW con
DMEM/1% LPh presenta una confluencia cercana al 100% mientras que las CEM-GW en
cultivo con DMEM sin suplemento no evidencia células viables y si la presencia de detritos

celulares (flechas).
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DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 24: CEM-GW UCWJ-85 - ATCC Escherichia coli 25922

Similarmente, para el donante UCWJ-91 (Figura 25) se observa un porcentaje de
confluencia similar y alta viabilidad a las 0 y 6 horas post-inoculacién bacteriana, pero una
pérdida total de la viabilidad celular y acumulacion de detritos celulares (indicados con las
flechas negras) en el grupo de DMEM sin suplemento de LPh, comparado al grupo con
DMEM + 1% LPh a las 24 horas de infeccion bacteriana.

DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 25: CEM-GW UCWJ-91 - ATCC Escherichia coli 25922
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Finalmente, para el donante UCWJ-113 (Figura 26), se observa el mismo patrén de pérdida
total de viabilidad celular en las CEM-GW inoculadas con cepa ATCC de Escherichia coli
25922 a las 24 horas, en el grupo de DMEM sin la presencia de 1% LPh. Tomando estos
resultados en conjunto, podemos concluir que las CEM-GW inoculadas con ATCC
Escherichia coli 25922 en presencia de medio de cultivo DMEM + 1% LPh mantienen el

crecimiento celular asociado a una alta viabilidad celular a pesar de la infeccién bacteriana.

Por lo contrario, la ausencia de lisado plaquetario humano en el medio de cultivo durante
la fase de infeccion activa induce la pérdida del crecimiento celular y la muerte celular. Es
entonces posible pensar que las CEM-GW en presencia de LPh logran controlar el
crecimiento bacteriano a diferencia de las CEM-GW cultivadas en medio DMEM sin
suplemento lo que provee una evidencia de la dependencia de LPh en el crecimiento CEM-
GW.

DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 26: CEM-GW UCWJ -113 - ATCC Escherichia coli 25922

46.2 CEM-GW en cultivo con ATCC Klebsiella

pneumoniae 43816

En una configuracion similar a la realizada para la cepa ATCC Escherichia coli 25922, para
la cepa ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 se usaron tres donantes de CEM-GW (UCWJ-
85, UCWJ-91 y UCWJ-113) y se tomaron fotografias microscépicas (5X) con el fin de
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observar el comportamiento de las CEM-GW al ser inoculadas en medio DMEM y DMEM
suplementado con 1% de LPh a las 0,6 y 24 horas de incubacion. Se evidenciaron los

siguientes cambios (Figura 27 a 29)

Se observa en la Figura 27 que las CEM-GW del donante UCWJ-85 inoculadas con la cepa
ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 a las Oh con DMEM + 1% LPh y con DMEM sin
suplemento se encuentran en un porcentaje de confluencia similar (40%
aproximadamente) ademas las células muestran una alta viabilidad. Luego de seis horas
de incubacion de las CEM-GW con la cepa bacteriana, esta viabilidad se mantiene al
mismo tiempo que aumenta la confluencia del pozo con CEM-GW con DMEM + 1% LPh
como en el pozo con CEM-GW mas DMEM sin suplemento. A las 24 horas de inoculaciéon
el pozo con CEM-GW cultivados en DMEM/1% LPh presenta una confluencia cercana al
100% vy las células mantienen alta viabilidad, mientras que las CEM-GW en cultivo con
DMEM sin suplemento, no muestran la misma confluencia (<80%) y se puede observar la

presencia de detritos celulares, lo que indica muerte celular activa.

DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 27: CEM-GW UCWJ -85 - ATCC Klebsiella pneumoniae 43816

De forma similar, para el donante UCWJ-91 (Figura 28) se observa un porcentaje de
confluenciay alta viabilidad a las 0 y 6 horas post-inoculacion bacteriana, pero se evidencia
una pérdida de la viabilidad celular asociada a la acumulacién de detritos celulares en el
grupo de DMEM sin suplemento de LPh, comparado al grupo con DMEM + 1% LPh a las
24 horas de infeccion bacteriana.
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DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 28: CEM-GW UCWJ-91 - ATCC Klebsiella pneumoniae 43816

Por ultimo, para el donante UCWJ-113 (Figura 29), se observa también disminucién de la
confluencia y pérdida de viabilidad celular en las CEM-GW inoculadas con la cepa ATCC
Klebsiella pneumoniae 43816 a las 24 horas, en el grupo de DMEM sin la presencia de 1%
LPh. De manera general se puede concluir que las CEM-GW inoculadas con ATCC
Klebsiella pneumoniae 43816 en presencia de medio de cultivo DMEM + 1% LPh
mantienen el crecimiento celular asociado a una alta viabilidad celular a pesar del inoculo

bacteriano durante el tiempo de infeccidén bacteriana.

Por lo contrario, durante infeccion con K. pneumoniae, la ausencia de LPh en el medio de
cultivo retarda el crecimiento celular y parece favorecer la muerte celular de CEM-GW. Si
bien el efecto observado sobre las CEM-GW en presencia de infeccion por K. pneumoniae
no es comparable con el efecto identificado en E. coli, también podemos concluir que las
CEM-GW en presencia de LPh logran controlar el crecimiento y la viabilidad celular durante

la infeccion bacteriana.
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DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 29: CEM-GW UCWJ-113 - ATCC Klebsiella pneumoniae 43816

4.6.3 CEM-GW en cultivo con ATCC Staphylococcus
aureus 29213

El comportamiento de las CEM-GW inoculadas con ATCC Staphylococcus aureus 29213
se puede observar en las Figuras 30, 31 y 32 para los donantes UCWJ-85, UCWJ-91 y
UCWJ-113. Para el caso del donante UCWJ-85, se evidencia que las CEM-GW inoculadas
con la cepa ATCC Staphylococcus aureus 29213 a las Oh con DMEM + 1% LPh y con
DMEM sin suplemento se encuentran en un porcentaje de confluencia similar (40%
aproximadamente) ademas se observa que las células poseen una alta viabilidad (Figura
30).

Luego de seis horas de incubacion de las CEM-GW con la cepa bacteriana, esta viabilidad
se mantiene al mismo tiempo que aumenta la confluencia del pozo con CEM-GW con
DMEM + 1% LPh como en el pozo con CEM-GW mas DMEM sin suplemento. No obstante,
posterior a las 24 horas de inoculacion el pozo con CEM-GW con DMEM/1% LPh presenta
una confluencia cercana al 100% mientras que las CEM-GW en cultivo con DMEM sin
suplemento, aunque las células también presentan reducida confluencia (<80%) y se
pueden observar acumulos de detritos celulares.
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DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 30: CEM-GW UCWJ -85 - ATCC Staphylococcus aureus 29213

Para el donante UCWJ-91 (Figura 31) se evidencia un porcentaje de confluencia y alta
viabilidad a las 0, 6 y 24 horas luego de la inoculacién de la cepa bacteriana. Sin embarga
se puede observar acumulacion moderada de detritos celulares en el grupo de DMEM sin
suplemento de LPh, comparado al grupo con DMEM + 1% LPh a las 24 horas de
inoculacion con la cepa ATCC Staphylococcus aureus 29213.

DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 31: CEM-GW UCWJ -91 - ATCC Staphylococcus aureus 29213
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En la Figura 32, se muestran los resultados obtenidos para el donante UCWJ-113, donde
se observa el mismo comportamiento de formacién de cumulos de detritos celulares en las
CEM-GW inoculadas con la cepa ATCC Staphylococcus aureus 29213 a las 24 horas, en
el grupo de DMEM sin la presencia de 1% LPh. Adicionalmente se puede observar una
marcada reduccion de la confluencia celular en el grupo de CEM-GW cultivado en DMEM
sin suplemento. En conclusion, las CEM-GW inoculadas con ATCC Staphylococcus aureus
29213 en presencia de medio de cultivo DMEM + 1% LPh pueden mantener el crecimiento
celular y alta viabilidad a pesar del inoculo bacteriano. Sin embargo, la ausencia de
suplemento de LPh induce la pérdida del crecimiento celular y la muerte celular de CEM-
GW durante la fase de infeccion activa. Nuevamente, este fenébmeno es consistente con lo
observado previamente durante la infeccion de K. pneumoniae y E. coli en el modelo

experimental de infeccidén bacteriana presentado.

DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 32: CEM-GW UCWJ -113 - ATCC Staphylococcus aureus 29213

4.6.4 CEM-GW en cultivo con ATCC Staphylococcus
epidermidis 12228

Para la infeccion experimental son S. epidermidis, las CEM-GW (donantes UCWJ-85,
UCWJ-91 y UCWJ-113) inoculadas con ATCC 12228 mostraron el siguiente
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comportamiento luego de 0,6 y 24 horas de incubacion con medio de cultivo DMEM

suplementado con 1% de LPh y medio DMEM sin suplemento (Figuras 33 a 35).

En la Figura 33 se observan las CEM-GW del donante UCWJ-85 inoculadas con la cepa
ATCC Staphylococcus epidermidis a las Oh con DMEM + 1% LPh y con DMEM sin
suplemento se encuentran en un porcentaje de confluencia similar (50%
aproximadamente) ademas se observa que las células poseen una alta viabilidad. Hallazgo
similar se evidencia luego de seis horas de incubacién de las CEM-GW con la cepa
bacteriana y se mantiene a lo largo del tiempo tanto en CEM-GW cultivadas en DMEM +
1% LPh como en DMEM sin suplemento hasta alcanzar 24 horas de cultivo post-
inoculacion (confluencia cercana al 100%). A diferencia de las otras cepas bacterianas, la
infeccién experimenta de CEM-GW con S. epidermidis no afecta el cultivo celular (en

crecimiento y viabilidad).

AT e T T

DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 33: CEM-GW UCWJ -85 - ATCC Staphylococcus epidermidis 12228

Para el donante UCWJ-91 (Figura 34) se evidencia similarmente un porcentaje de
confluencia y alta viabilidad a las 0, 6 horas luego de inocular la cepa bacteriana ATCC
Staphylococcus epidermidis 12228, tanto en el grupo de CEM-GW crecidas en DMEM sin
suplemento de LPh, como el grupo de CEM-GW con DMEM + 1% LPh. Se observa una
clara disminucion de la confluencia celular en las CEM-GW en presencia de DMEM sin
LPh, indicando un posible retraso en el crecimiento celular inducido por la bacteria.
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DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 34: CEM-GW UCWJ -91 - ATCC Staphylococcus epidermidis 12228

Por dltimo, para el donante UCWJ-113 (Figura 35), se observa el mismo patron de
observado para los anteriores donantes, con viabilidades celulares preservadas en las
CEM-GW inoculadas con la cepa ATCC Staphylococcus epidermidis 12228 a las 0,6 y 24
horas tanto en el grupo de DMEM sin la presencia de 1% LPh como en el grupo de CEM-
GW crecidas en medio DMEM con 1% LPh. En este donante sin embargo se observa una
pérdida leve de la confluencia celular, pero a una magnitud menor a la observada para

otros donantes y otras cepas bacterianas.

Tomando estos resultados en conjunto, se puede concluir que las CEM-GW inoculadas
con ATCC Staphylococcus epidermidis 12228 en presencia de medio de cultivo DMEM +
1% LPh y DMEM sin suplemento no afectaron dramaticamente el crecimiento y la viabilidad

celular a pesar de la presencia de la bacteria.
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DMEM + 1% LPh

DMEM

Figura 35: CEM-GW UCWJ -113 - ATCC Staphylococcus epidermidis 12228

En esta fase de la investigacién, podemos concluir que el suplemento del medio DMEM
con LPh (1%) soporta el crecimiento y viabilidad de las CEM-GW. Esto podria favorecer la
expresion de factores de crecimiento y sobrevida celular durante una infeccion activa,
promoviendo su desarrollo y brindado las herramientas para desfavorecer el crecimiento
bacteriano [71]. Los hallazgos presentados se evidenciaron de menor a mayor grado
generalizadamente en las CEM-GW inoculadas con todas las cepas ATCC. Para el caso
de la cepa Escherichia coli 25922 se encontrd una dramética dependencia al suplemento
del medio de cultivo, para las cepas Klebsiella pneumoniae 43816 y Staphylococcus
aureus 29213 esta dependencia fue moderada y para la cepa Staphylococcus epidermidis
12228 la presencia o ausencia de LPh no impact6 en la sobrevida y crecimiento celular.
Seguidamente el estudio se enfocd en el andlisis del crecimiento bacteriano durante el
ensayo de infeccion experimental de CEM-GW. Para ello se tomaron muestras por
triplicado del sobrenadante a las 0,6 y 24 horas de incubacion y se procedi6 a la realizacion
de curvas de crecimiento bacteriano a partir del conteo de UFC/mL (por siembra en agar
LB por profundidad).
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4.7 Evaluacion de las curvas de crecimiento bacteriano
cepas ATCC

Con el fin de establecer el efecto inhibitorio que ejercen las CEM-GW al ser inoculadas con
las cepas ATCC se realizaron curvas de crecimiento bacteriano utilizando CEM-GW
cultivadas en DMEM y DMEM suplementado con 1% LPh. Como controles experimentales
se utilizaron las cepas ATCC cultivadas en medio DMEM suplementado con 1% de LPhy
DMEM solo sin la presencia de CEM-GW. La significancia estadistica se evalu6 mediante
el test de ANOVA (nivel de significancia en p<0,05)

4.7.1 Curva de crecimiento bacteriano para cepa ATCC
Escherichia coli 25922

Para la cepa ATCC Escherichia coli 25922 se observa un crecimiento bacteriano en los
medios DMEM suplementado con 1% de LPh y DMEM sin suplemento, lo cual se esperaba
considerando los ensayos de crecimientos realizados anteriormente (Figura 17). En esta
configuracién experimental Escherichia coli present6 un crecimiento exponencial en ambos
medios de cultivo. De manera remarcable, la presencia de CEM-GW cultivadas en DMEM
con suplemento de LPh inhibié significativamente el crecimiento bacteriano de la cepa a
las 24 horas de incubacion (punto 24 horas, p<0.0001) al comparar las UFC obtenidas para
E. colien DMEM y DMEM/1% LPh. Es interesante anotar que en los sobrenadantes de las
CEM-GW cultivadas en medio DMEM se observé un incremento de las UFC con respecto
a los grupos con Escherichia coli cultivadas en DMEM y DMEM/1%LPh. Esto sugiere un
favorecimiento del crecimiento en ausencia de LPh a pesar de la presencia de las CEM-

GW durante la infeccion.
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Figura 36: Curvas de crecimiento bacteriano E. coli ATCC 25922 con y sin CEM-GW cultivadas

en DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh. * = CEM-GW+DMEM+1%LPh+E. coli vs. demé&s grupos; # =
CEM-GW+DMEMH+E. coli vs. demas grupos

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que E. coli presenta un alto crecimiento
tanto en los medios de cultivo control como en el grupo experimental de CEM-GW en medio
DMEM sin suplemento, mientras que se evidencia una inhibicién del crecimiento en el
grupo donde las CEM-GW estan en cultivo con el suplemento LPh. Esta observacién en
consistente con lo obtenido previamente en donde las CEM-GW cultivadas con
DMEM/1%LPh e inoculadas con la cepa ATCC Escherichia coli 25922 mantienen su
crecimiento y viabilidad celular, mientas que las CEM-GW con medio DMEM sin
suplemento evidencian letalidad. Estos resultados son concordantes con los hallazgos de
Krasnodembskaya, A y colaboradores, donde investigaron el efecto antimicrobiano que
ejercen las CEM humanas sobre aislamientos de Escherichia coli. Su estudio concluye que
la inoculacion de cepas de Escherichia coli en CEM humanas inducen inhibicién
considerablemente el crecimiento bacteriano [51]. Sin embargo, en el presente estudio se
identifica al lisado plaquetario humano como componente esencial en el efecto inhibitorio

del crecimiento de E. coli, mediado por las CEM-GW.
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4.7.2 Curva de crecimiento bacteriano para cepa ATCC

Klebsiella pneumoniae 43816

Seguidamente se analiz6 la cinética de crecimiento bacteriano en el presente modelo
experimenta para la cepa ATCC Klebsiella pneumoniae 43816. En la figura 37, se muestra
gue el crecimiento bacteriano fue similar en las condiciones control (medio DMEM
suplementado con 1% de LPh y DMEM sin suplemento) a las 0, 6 y 24 horas y corresponde
a lo observado previamente para esta cepa durante el proceso de estandarizacion. Sin
embargo, la presencia de CEM-GW cultivadas con DMEM + 1% LPh indujo una reduccién
significativa del crecimiento bacteriano de Klebsiella pneumoniae, la cual se evidencio
tempranamente (6 horas de inoculacién, p<0.0001) y se mantuvo hasta las 24 horas
(p<0.0001). Nuevamente la ausencia de LPh en el medio de cultivo de CEM-GW permitié
el normal crecimiento de la bacteria. Observdndose niveles de UFC similares a los
obtenidos en los controles de la cepa ATCC 43816 cultivada en medio DMEM

suplementado con 1% de LPh y DMEM sin suplemento a las 0,6 y 24 horas.
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Figura 37: Curvas de crecimiento bacteriano ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 con y sin

CEM-GW cultivadas en DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh * = CEM-GW+DMEM+1%LPh+K.
pneumoniae vs. demas grupos
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Estos resultados soportan la observacién microscépica donde las CEM-GW cultivadas con
DMEM/1%LPh e inoculadas con la cepa ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 mantienen
su confluencia (100%) y viabilidad, mientras que las CEM-GW en medio DMEM sin
suplemento revelaron reduccion del crecimiento celular (80% confluencia) y alteracion en

la viabilidad.

Hay que resaltar que los resultados obtenidos para K. pneumoniae son similares a los
observados previamente para Escherichia coli y apuntan nuevamente a un efecto
inhibitorio de las CEM-GW que esti presente Unicamente cuando estas células son
cultivadas con suplemento de LPh. Adicionalmente, por primera vez este trabajo aporta
evidencia de un efecto inhibitorio del crecimiento in vitro de la bacteria K. pneumoniae que

es mediado por células mesenquimales humanas.

4.7.3 Curva de crecimiento bacteriano para cepa ATCC

Staphylococcus aureus 29213

Para el caso de la cepa ATCC Staphylococcus aureus 29213, la caracterizacién de la
cinética de crecimiento en el modelo experimental planteado arroj6 una curva de
crecimiento de las bacterias en medio DMEM/1% LPh y DMEM sin suplemento similar a lo
establecido para esta cepa (Figura 17) para las 0, 6 y 24 horas post inoculacién (Figura
38). Usando estos dos grupos como control, se evidencia que la presencia de CEM-GW
cultivadas con DMEM + 1% LPh inhibi6 el crecimiento bacteriano de la cepa ATCC 29213
comenzando a las 6 horas de inoculacion (p>0,05), con una significante reducciéon de UFC

a las 24 horas (p<0,01) posterior a la inoculacion.
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Figura 38: Curvas de crecimiento bacteriano ATCC Staphylococcus aureus 29213 con y sin

CEM-GW cultivadas en DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh * = CEM-GW+DMEM+1%LPh+S.
aureus vs. demas grupos

Los resultados obtenidos se asocian con la observacion previa donde las CEM-GW
cultivadas con DMEM + 1%LPh e inoculadas con la cepa ATCC Staphylococcus aureus
29213 mostraron viabilidad celular, en comparacion con las CEM-GW sin suplemento de
LPh donde se evidencié acumulacion de detritos celulares, indicando un proceso activo de
muerte celular asociado a la infeccion. Previamente Krasnodembskaya y colaboradores
demostraron el efecto antimicrobiano de las CEM humanas sobre aislamientos de
Staphylococcus aureus, concluyendo que la inoculacién con esta cepa en CEM humanas
inducen inhibicidn considerablemente del crecimiento bacteriano in vitro [51]. En este
trabajo se provee evidencia acumulativa del rol de las CEM de GW humanas en el potencial
efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus en un modelo
experimental. Este efecto sigue mostrando dependencia de la presencia de Lisado

Plaguetario humano en el suplemento de cultivo de las CEM-GW.
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4.7.4 Curva de crecimiento bacteriano para cepa ATCC

Staphylococcus epidermidis 12228

Finalmente se evalué la cinética de crecimiento de la cepa ATCC Staphylococcus
epidermidis 12228 en el modelo de infeccion de CEM-GW. Inicialmente se observé un
crecimiento exponencial de la cepa ATCC cultivada en medio DMEM suplementado con
1% de LPh y DMEM sin suplemento a las 0,6 y 24 horas (Figura 39). Sin embargo, a
diferencia de las anteriores cepas bacterianas, Staphylococcus epidermidis mostré un
crecimiento exponencial cuya magnitud fue significativamente inferior a las mostradas para
las cepas E. coli, K, pneumoniae y S. aureus. Es asi como S. epidermidis presento valores
de UFC alrededor de 10° a las 24 horas, mientras que el promedio observado para las
otras tres cepas en esta configuracion experimental fue de 10°.
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Figura 39: Curvas de crecimiento bacteriano ATCC Staphylococcus epidermidis12228 con y sin
CEM-GW cultivadas en DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh

A pesar de esta observacion, S. epidermidis mostro un crecimiento similar a los grupos
control (DMEM y DMEM/1% LPh) a las 24 horas en presencia de CEM-GW cultivadas con
DMEM + 1% LPh, a pesar que a las 6 horas post-inoculacion se observd una inhibicion
significativa del crecimiento bacteriano (p<0,05 vs. Demas grupos experimentales). Este

resultado contrasta con la significativa inhibicién del crecimiento bacteriano de la cepa



Evaluacion In vitro de la actividad antimicrobiana de las Células Estromales
Mesenquimales de Gelatina de Wharton (CEM-GW)

ATCC 12228 a las 24 horas de incubaciéon en presencia de CEM-GW con DMEM sin
suplemento (p<0.0001). Si bien es dificil de explicar la discrepancia obtenida en los
resultados experimentales relativos a la cepa S. epidermidis para este estudio, es plausible
creer que las condiciones de cultivo (DMEM y DMEM/1%) no resultaron favorables para
soportar un adecuado crecimiento bacteriano, a diferencia de las otras tres cepas que
crecieron con tasas adecuadas. A la luz de esta evidencia, se puede concluir que la
interpretacion de los resultados relativos al rol de las CEM-GW y la presencia/ausencia de
suplemento de LPh se encuentra limitada. Esto se ajusta a lo descrito en el estudio
realizado por Georgina Lujan y colaboradores, donde evaluaron la actividad antimicrobiana
de 15 compuestos organicos sobre la cepa ATCC Staphylococcus epidermidis 12228
describiendo que esta cepa requiri6 mas tiempo para alcanzar la mitad de la fase
exponencial, y que su crecimiento esta influenciado por factores genéticos y nutricionales

del medio en que se desarrolla.

Tomando los resultados observados en esta fase del estudio, se concluye que al menos
para tres cepas bacterianas experimentales (E. coli, K. pneumoniae y S. aureus) existe un
potencial efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano asociado a la presencia de CEM-
GW. Este efecto inhibitorio es altamente dependiente del uso y presencia de lisado
plaguetario humano como suplemento del medio de cultivo. Esto sugiere que el lisado de
plaqueta provee sefiales moleculares que impactan en las CEM-GW ante un estimulo
bacteriano, que subsecuentemente induce respuestas moleculares dirigidas a la inhibicién
del crecimiento bacteriano por parte de la CEM. Es importante mencionar que en el disefio
experimental planteado en el presente estudio se tuvo en cuenta el uso de medio DMEM
suplementado con 1% de LPh para descartar un potencial efecto inhibitorio directo del LPh
sobre la bacteria. Dado que no se observé en ninguna de las condiciones una diferencia
en el crecimiento bacteriano entre DMEM y DMEM/1% LPh, se puede concluir que el efecto
inhibitorio del crecimiento bacteriano esta mediado directamente por una activaciéon de las
CEM. Esta activacion, que si depende de la presencia del LPh, engatilla procesos celulares
y moleculares que desencadenan otras sefiales inhibitorias en presencia de una infeccién

bacteriana para su efectivo control.

Entre los mediadores antimicrobianos previamente caracterizados en CEM se encuentran

los péptidos antimicrobianos. Por ello, a continuacion, se estudi6 la expresion y secrecion
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de los péptidos antimicrobianos B-defensina-1 (hBD-1), Lipocalina-2 (LCN2) y Hepcidina
(HAMP) en las CEM-GW sometidas a infeccion bacteriana con las cepas E. coli, K.

pneumoniae, S. aureus y S. epidermidis.

4.8 Evaluacion de la expresion de ARN

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se evalud la expresion de los genes que
codifican los péptidos antimicrobianos B-defensina-1 (hBD-1), Lipocalina-2 (LCN2) y
Hepcidina (HAMP). Para ello se realizé extraccion de ARN total a las 0, 6 y 18 horas de
CEM-GW cultivadas con DMEM suplementado con 1% LPh y medio DMEM sin
suplemento, asi como de CEM-GW cultivadas con DMEM suplementado con 1% LPhy
medio DMEM sin suplemento inoculadas con las cepas ATCC Escherichia coli 25922,
Klebsiella pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus
epidermidis 12228. El ARN total extraido se sometid a retrotranscripcién para enriquecer
el ARN mensajero y transformarlo a ADNc para su posterior uso en reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) usando cebadores (primers) especificos para los genes hBD-1, LCN2
y HAMP. Las PCR realizadas generaron productos amplificados que se resolvieron en
geles de agarosa al 2% tefido SYBR Green (Figuras 40,41,42 y 43). Adicionalmente se
usaron primers para la amplificacién del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), el cual se us6 como gen de normalizacion de la expresion (gen housekeeping),
debido a que este gen se expresa de una manera estable y constitutivamente en las CEM-
GW [72].

Una vez realizados los geles de agarosa se procedié a realizar la normalizacion de los
datos mediante densitometria a las 0,6 y 24h por medio del software ImageJ. Se utiliz6
como control gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa para la normalizacion de la
expresion. ElI cambio de la expresion en el tiempo para cada gen se expresd como

porcentaje (%) tomando como referencia el nivel de expresion a las 0 horas.
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4.8.1 Expresion de ARNm en ATCC Escherichia coli 25922

En la figura 40 se observan los productos de PCR en gel de agarosa al 2% tefiido con
SYBR Green donde se detectan los genes HAMP (99 pares de bases- pb), LCN2 (110 pb),
DEFB1 (99 pb) y GAPDH (124 pb) en células expuestas a infeccion con ATCC Escherichia
coli 25922. Se puede observar la expresion del gen HAMP, LCN2 y DEFB1 en presencia
de DMEM (Figura 40 a, c y e) y DMEM/1% LPh (Figura 40 b, d y f) con la siguiente
configuracion: los productos de amplificacion de los genes HAMP , LCN2 y DEFB1 (parte
superior) GAPDH (parte inferior) Carriles: 1, Marcador de peso molecular de 100 pb,
carriles 2, 3y 4 CEM-GW cultivadas con medio DMEM sin suplemento a las 0,6 y 18 horas
respectivamente, carriles 5, 6 y 7 CEM-GW cultivadas en medio DMEM sin suplemento e
inoculadas con cepa ATCC Escherichia coli 25922 a las 0,6 y 18 horas, carril 8 control

negativo (Maxter mix mas agua).
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Figura 40: Evaluacion de la expresion de ARN de HAMP, LCN2 y DEFB1 por PCR de
CEM-GW inoculadas con ATCC Escherichia coli 25922

En general se puede observar una expresion homogénea del gen GAPDH en todas las
reacciones y a lo largo del tiempo. Esto es importante porque indica que la cantidad inicial
de ARN total para el montaje de la reaccién de retrotranscripcién, asi como la subsecuente
reaccion de PCR fue similar en todas las pruebas analizadas. Teniendo en cuenta esto, se
observa también que los péptidos antimicrobianos HAMP, LCN2 y DEBFB se expresan
constitutivamente en las CEM-GW proveniente de los tres donantes, aunque en mayor
intensidad para el gen de la Hepcidina, seguido por Lipocalina y Bl-Defensina. Sin
embargo, para determinar diferencias en la expresion génica entre los grupos y a diferentes
tiempos de infeccidn, se procedio a la cuantificacién de la densidad de las bandas del gel

por analisis de imagenes con el software ImageJ.

Se obtuvo el porcentaje de expresion de ARN de los péptidos antimicrobianos HAMP, LCN2
y DEBFB, en la (figura 41) se evidencia que a las 6 horas de incubacion las CEM-GW
cultivadas con DMEM sin suplemento expresan niveles mas bajos de los péptidos
antimicrobianos a diferencia de la CEM-GW cultivadas en DMEM suplementado con 1%
LPh sin la presencia de Escherichia coli ATCC 25922, lo que sugiere un incremento en los
niveles de RNA mensajero de estos tres genes cuando el medio esta suplementado con
LPh. Solamente cuando las CEM-GW (cultivadas con DMEM sin suplemento y DMEM
suplementado con 1%LPh) se encuentran en contacto con Escherichia coli ATCC 25922,
se evidencié una induccién significativa de la expresion génica del gen HAMP, mientras
gue para el caso de los genes DEFB1 y LCN-2 que codifican para los péptidos
antimicrobianos B-defensina-1 y Lipocalina-2, se observo reduccion de la expresion. A las
18 horas los niveles de expresion el ARN mensajero de las AMPs disminuyeron en las
CEM-GW. En el caso de las CEM-GW en cocultivo con Escherichia coli ATCC 25922
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(grupos DMEM sin suplemento) se observo un incremento no significativo en los niveles
de expresién de los genes HAMP y DEFB1 que contrast6 con lo observado para CEM-GW
cultivadas en DMEM suplementado con 1%LPh.
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Figura 41: Expresion de ARNm de los péptidos antimicrobianos (HAMP, LCN-2, DEFB1 y GAPDH) a
las 6h y 18h en CEM-GW con y sin LPh1% - CEM-GW + Escherichia coli ATCC 25922 con y sin
LPh1%. *=p<0.001, HAMP, CEM-GW+1%LPh vs. CEM-GW; #=p<0.001, LCN-2 CEM-GW+1%LPh
vs. CEM-GW, $=p<0.001, DEFB1, CEM-GW+1%LPh vs. CEM-GW; *=p=0.0058, HAMP CEM-GW+E.
coli vs CEM-GW

A partir de estas observaciones, se puede concluir que las CEM-GW expresan niveles
basales de los genes HAMP, LCN-2, DEFB1, lo que se ve reflejado en el porcentaje de
expresion cuyo el nivel maximo es a las 6 horas. Es importante anotar que la presencia de
1% de lisado de plagueta humano como suplemento de DMEM induce significativamente
la expresion de los genes que codifican a estos péptidos. Si bien se observa una
disminucion en la expresion de estos genes cuando las CEM-GW estan expuestas a E.
coli a las 6 horas, es plausible pensar que la activacion de la expresion génica se dio mas
tempranamente (<3 horas), con el fin de incrementar el producto proteico en etapas
tempranas de la infeccion. Esto fue posible corroborarlo cuando se cuantifico el contenido
de AMPs secretados por las CEM-GW durante infeccion (Capitulo 4.9). Sin embargo, el
hecho de que exista expresion génica tardia (18 horas) aunque reducida, soporta ain mas

la evidencia de expresion constitutiva de AMPs por parte de CEM-GW.



84 Evaluacion In vitro de la actividad antimicrobiana de las Células Estromales
Mesenquimales de Gelatina de Wharton (CEM-GW)

4.8.2 Expresion de ARNm en ATCC Klebsiellapneumoniae
43816

En la figura 42 se observan la expresién génica de las células expuestas o no a infeccion
con ATCC Klebsiella pneumoniae 43816. Nuevamente los productos de PCR se
resolvieron en gel de agarosa al 2% (tincibn con SYBR Green) para los genes HAMP,
LCN2, DEFB1y GAPDH. Se puede observar la expresion de AMPs en presencia de DMEM
(Figura42 a, cy e) y DMEM/1% LPh (Figura 42 b, d y f) con la siguiente configuracion: los
productos de amplificacion de los genes HAMP , LCN2 y DEFB1 (parte superior) GAPDH
(parte inferior) Carriles: 1, Marcador de peso molecular de 100 pb, carriles 2, 3 y 4 CEM-
GW cultivadas con medio DMEM sin suplemento a las 0,6 y 18 horas respectivamente,
carriles 5, 6 y 7 CEM-GW cultivadas en medio DMEM sin suplemento e inoculadas con
cepa ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 a las 0,6 y 18 horas, carril 8 control negativo

(Maxter mix mas agua).

DMEM DMEM + 1%LPh ‘

0,6y18h O,GylShCEM—GW 0,6y18h 0,6y 18 h CEM-GW
CEM -GW K. pneumoniae CEM -GW K. pneumoniae

1 |
NG

d)




Evaluacion In vitro de la actividad antimicrobiana de las Células Estromales
Mesenquimales de Gelatina de Wharton (CEM-GW)

-
"

m

‘ GAPDH ‘ ‘ DEFB1 ‘

Figura 42: Evaluacion de la expresion de ARN de Hepcidina, Lipocalina-2 y B 1-
Defensina por PCR de CEM-GW inoculadas con ATCC Klebsiella pneumoniae 43816

En este ensayo se evidencié expresion constitutiva de los diferentes péptidos
antimicrobianos en CEM-GW. En presencia de la bacteria Klebsiella pneumoniae, se
evidencié un incremento significativo del porcentaje de expresion de ARNm de los péptidos
antimicrobianos LCN2 y DEFB1 a las 6 horas de incubacién (respecto al tiempo Oh) para
las CEM-GW cultivadas con DMEM con suplemento al compararse con células sin la

presencia de LPh.

Similar a lo observado con E. coli, a las 18h los niveles de expresién disminuyeron
significativamente, tanto en CEM-GW DMEM sin suplemento como con 1% LPh,
independientemente de la exposicién a la bacteria ATCC 43816 (Figura 43). Es importante
anotar de nuevo que la expresion génica del ARNm de AMPs corresponde a un evento

molecular casi que inmediato al estimulo celular, en este caso, la presencia de la bacteria.

En este sentido, es importante mencionar que el tiempo de observacion a las 6 horas e
incluso a las 18 horas podria ser muy tardio si se pretende evaluar la expresiéon génica.
Como se presentara mas adelante, en general se encontré un incremento significativo de
productos proteicos de AMPs ya a las 6 horas post-infeccion, lo que es una clara indicacion
que el pico de expresion génica sucedié en una etapa temprana de la infeccién, antes de

las 6 horas.
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Figura 43: Expresion de ARN de los péptidos antimicrobianos (HAMP, LCN-2, DEFB1 y GAPDH) a

las 6h y 18h en CEM-GW con y sin LPh1% - CEM-GW + ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 con y

sin LPh1%. *=p<0.0001, LCN-2, CEM-GW+K. pneumoniae vs. CEM-GW,; #=p=0.041, DEFB1, CEM-
GW+ K. pneumoniae vs. CEM-GW,

4.8.3 Expresion de ARNm ATCC Staphylococcus aureus
29213

Correspondiente con los datos de expresion génica expuestos anteriormente para E. coli
y K. pneumoniae, seguidamente se analizé la expresion de AMPs en CEM-GW expuestas
0 no a infeccion con ATCC Staphylococcus aureus 29213 (Figura 44). Tal como se indica
en la figura se puede observar la expresion del gen HAMP, LCN2 y DEFB1 en presencia
de DMEM (Figura 44 a, cy e) y DMEM/1% LPh (Figura 44 b, d y f) con base en la siguiente
configuracion: los genes HAMP , LCN2 y DEFB1 (parte superior) y GAPDH (parte inferior)
dispuestos en los Carriles: 1, Marcador de peso molecular de 100 pb, carriles 2, 3y 4 CEM-
GW cultivadas con medio DMEM sin suplemento a las 0,6 y 18 horas respectivamente,
carriles 5, 6 y 7 CEM-GW cultivadas en medio DMEM sin suplemento e inoculadas con

cepa ATCC Staphylococcus aureus 29213 a las 0,6 y 18 horas y carril 8 control negativo.
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Figura 44: Evaluacion de la expresion de ARN de Hepcidina, Lipocalina-2 y B 1-
Defensina por PCR de CEM-GW inoculadas con ATCC Staphylococcus aureus 29213

Para el caso de este set experimental, la expresion AMPs en CEM-GW en presencia o
ausencia de infeccién con S. aureus, se puedo observar de nuevo expresion constitutiva
en los tres genes (HAMP, LCN2 y DEBFB1) aunque no hubo incremento del nivel de
expresion del ARNm en los tres péptidos con respecto al tiempo 0. En el caso de las CEM-
GW cultivadas sin suplemento pero en presencia de infeccion bacteriana, se observo un
aumento significativo de la expresion de HAMP, LCN2 y DEBFB1 (p<0.0001, Figura 45).



88 Evaluacion In vitro de la actividad antimicrobiana de las Células Estromales
Mesenquimales de Gelatina de Wharton (CEM-GW)

Peptidos mRNA 6h Peptidos mMRNA 18h

501 60

3 sin 1%LPh
Bl con 1%LPh

3 sin 1%LPh
407 M con 1%LPh

30 40

201
$

204

EXPRESION /CONTROL
EXPRESION /CONTROL

0

%

%

0

'

AN & Ay N AN

St St & NN N e«'ﬂ(@”
>

T T T T T T T T
2N RV N R AN
Q\‘?‘ \/o 0(0 Q\‘?‘ \/O OQ/ Q\‘?‘ [ PN ‘z\‘?‘ Vo ()Q' \b‘? Vo OQ/

T

4

N} e’QQ: QQ’Q‘Z) N e’QQ
Q\?VQOQ/ ¥ QQQ,

Ha

VO

CEM-GW CEM-GW + S.aureus CEM-GW CEM-GW + S.aureus

Figura 45: Expresion de ARN de los péptidos antimicrobianos (HAMP, LCN-2, DEFB1 y GAPDH) a
las 6h y 18h en CEM-GW con y sin LPh1% - CEM-GW + ATCC Staphylococcus aureus 29213 con y
sin LPh1%. %. *=p<0.0001, HAMP, CEM-GW+S. aureus vs. CEM-GW; #=p<0.002, LCN-2 CEM-
GW+S. aureus vs. CEM-GW, $=p<0.001, DEFB1, CEM-GW+S. aureus vs. CEM-GW; + p<0.0001,
HAMP, CEM-GW+S. aureus vs. CEM-GW

En el caso de las CEM-GW cultivadas en DMEM suplementado con 1%LPh, se observo
aumento del porcentaje de expresiéon de ARNm del péptido antimicrobiano HAMP a las 6
horas de incubacion al ser inoculadas con ATCC Staphylococcus aureus 29213. No se
observo incremento en la expresion de los genes de los otros dos péptidos analizados. A
las 18 horas solo se evidencio el aumento de expresion de un 45% del gen DEFB1 en las
CEM-GW crecidas con DMEM sin suplemento y las CEM-GW inoculadas con ATCC
Staphylococcus aureus 29213 sin medio suplementado aumento la expresion de gen de
HAMP. Tomando en cuenta estos resultados se puede evidenciar en general una
respuesta de las CEM-GW ante la infeccién con S. aureus en ausencia de suplemento de
lisado plaquetario humano y solo se observé induccién de expresion génica en el gen de
Hepcidina cuando as células se encontraban suplementadas con LPh. En general esto
indica una pobre respuesta de activacion de AMPs en CEM-GW expuestas a infeccién con
S. aureus. Sin embargo, similar a lo discutido anteriormente, la expresién génica de AMPs
en esta condicién experimental debe ser evaluada concomitantemente con la secrecién

del producto proteico de cada péptido antimicrobiano en condiciones de infeccion.
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4.8.4 Expresion de ARNm en ATCC Staphylococcus
epidermidis 12228

Finalmente se evalu6 la expresion de ARNm de los genes HAMP, LCN2 y DEFB1 en
células expuestas a infeccion con ATCC Staphylococcus epidermidis 12228 (Figura 46).
Se presenta la expresion de los genes en presencia de DMEM (Figura 46 a, cy e) y
DMEM/1% LPh (Figura 46 b, d y f), configurados de manera similar a lo indicado
anteriormente: productos de PCR de los genes HAMP, LCN2 y DEFB1 (superior) y
GAPDH (inferior) dispuestos en los carriles 1 (Marcador de peso molecular de 100 pb),
carriles 2, 3y 4 (CEM-GW cultivadas con medio DMEM sin suplemento a las 0,6 y 18 horas
respectivamente), carriles 5, 6 y 7 (CEM-GW cultivadas en medio DMEM sin suplemento
e inoculadas con cepa ATCC Staphylococcus epidermidis 12228 a las 0,6 y 18 horas) y
carril 8 control negativo de la reaccion.
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Figura 46: Evaluacion de la expresion de ARN de Hepcidina, Lipocalina-2 y 8 1-
Defensina por PCR de CEM-GW inoculadas con ATCC Staphylococcus epidermidis
12228

La figura 46 muestra expresion constitutiva de los tres péptidos antimicrobianos
analizados. A las 6 horas post-infeccion, las CEM-GW cultivadas con DMEM suplementado
con 1%LPh no muestran un incremento del porcentaje de expresiéon de ARNm de los
péptidos antimicrobianos HAMP, LCN2 y DEBFB1 con respecto al tiempo 0 (Figura 47).
Sin embargo, en presencia de S. epidermidis se observa una activacion significativa de la
expresion geénica de todos los AMPs (p<0.001). Adicionalmente, en los grupos
experimentales CEM-GW con DMEM sin suplemento y con DMEM/1% LPh, sin infeccion,
solo se encontré aumento en el porcentaje de expresion para los genes de HAMP y DEFB1
a las 6 horas, sin embargo esta diferencia en expresién ni fue significativa con respecto a
CEM-GW en presencia de la bacteria S. epidermidis. Seguidas 18 horas de infeccién con
la bacteria, no se encontré expresion de ARN de los diferentes péptidos antimicrobianos
en CEM-GW cultivadas tanto en DMEM sin suplemento de 1%LPh como con suplemento
en presencia o ausencia de S. epidermidis. Unicamente se observé induccion de la
expresion HAMP en CEM-GW infectadas, mientras que se encontré un pico de expresion
de DEFB1 en CEM-GW no infectadas.
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Figura 47: Expresion de ARN de los péptidos antimicrobianos (HAMP, LCN-2, DEFB1 y GAPDH) a
las 6h y 18h en CEM-GW con y sin LPh1% - CEM-GW + ATCC Staphylococcus epidermidis 12228
cony sin LPh1%. *=p<0.001, HAMP, CEM-GW+S. epidermidis vs. CEM-GW; #=p<0.001, LCN-2
CEM-GW+S. epidermidis vs. CEM-GW; $®=p<0.001, DEFB1, CEM-GW+S. epidermidis vs. CEM-GW

En ese sentido, si bien la expresion génica de AMPs es constitutiva en las CEM-GW en
condiciones basales, la infeccion con S. epidermidis fue capaz de inducir una importante
activacion de la expresion de LCN2 y DEBFBL1 en presencia de lisado plaquetario humano.
Sin embargo, como se ha observado previamente, a las 18 horas post infecciéon la
expresion diferencial de AMPs fue casi nula y no dependi6 de la presencia de infeccién

bacteriana y/o suplemento de LPh.

Tomando en cuenta los datos obtenidos en los analisis de expresion génica de los de los
tres genes que codifican para los péptidos antimicrobianos B-defensina-1 (hBD-1),
Lipocalina-2 (LCN2) y Hepcidina (HAMP), se puede concluir que las CEM-GW expresan
de manera constitutiva el ARN mensajero de los tres genes. Se evidencié en general
activacion de la expresion génica de estos tres genes bajo dos circunstancias: 1. Presencia
de LPh humano en el suplemento de cultivo de CEM-GW y 2. Infeccion bacteriana con las
cepas ATCC empleadas en la presente investigacién. Es asi como se evidencié que la
expresion de AMPs aumenta considerablemente antes de las 6 horas de incubacion de las
CEM-GW cultivadas con DMEM suplementado con 1%LPhy en cocultivo con las diferentes
cepas ATCC utilizadas en los experimentos. Sin embargo dados los resultados de estos
andlisis es posible pensar que ante una infeccion bacteriana, las CEM-GW activan la
expresion génica mucho antes de las 6 horas de exposicion bacteriana (1-3 horas) lo que

permitiria tener disponible producto proteico funcional en estadios de infeccion temprana.
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A las 18 horas sin embargo, el impacto de la expresion de ARN mensajero de los péptidos
antimicrobianos no muestra ninguna asociacion con el estatus de infeccion o la presencia
de suplemento de medio de cultivo, lo que refuerza la hip6tesis que la induccién de
péptidos antimicrobianos por CEM-GW es un evento muy temprano en la infeccion

experimental bacteriana implementada en este estudio.

A continuacién se analizé la presencia de los péptidos antimicrobianos B-defensina-1
(hBD-1), Lipocalina-2 (LCN2) y Hepcidina (HAMP) en sobrenadantes de CEM-GW

expuestas a infeccion experimental con cepas bacteriana. ATCC.

4.9 Expresion péptidos antimicrobianos ELISA

Posterior al andlisis de la expresion RNA mensajero de B-defensina-1, Lipocalina-2 y
Hepcidina se realizé cuantificacion del contenido de péptidos antimicrobianos presentes
en los sobrenadantes celulares a partir de ELISA. Teniendo en cuenta los analisis de
expresion realizados, se conocid por primera vez la expresién constitutiva generalizada de
AMPs en CEM-GW. Sin embargo. Debido a la alta variabilidad y poca consistencia de la
expresion génica observada en las distintas condiciones experimentales ejecutadas en el
presente estudio, la cuantificacion de la secrecion acumulada de AMPs en condiciones
basales y de infeccion con E. coli, K. pneumoniae, S. aureus y S. epidermidis fue critica
para determinar el rol de las CEM-GW en la inhibicion del crecimiento bacteriano bajo

condiciones de infeccién experimental.

Para la determinacién de la concentracion de AMPs, se colectaron y almacenaron
sobrenadantes de CEM-GW (tres donantes) cultivadas en DMEM sin suplemento y
suplementado con 1% LPh, en condiciones basales o en cocultivo con las cepas
bacterianas ATCC Escherichia coli 25922, Klebsiella pneumoniae 43816, Staphylococcus
aureus 29213 y Staphylococcus epidermidis 12228. Se recuperaron sobrenadantes a las
6 y 18 horas post inoculacion bacteriana y se determiné la concentracion acumulada de
los péptidos antimicrobianos B-defensina-1, Lipocalina-2 y Hepcidina por ELISA (Figuras
48 a 51).
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4.9.1 Secrecion de péptidos antimicrobianos por CEM-GW

en infeccion con ATCC Escherichia coli 29213

Consistente con lo observado para la expresion génica de AMPs, las CEM-GW son
capaces de secretar de manera acumulada AMPs en condiciones basales (Figura 48). Sin
embargo, llama la atencién que una vez las células estan en cultivo en presencia de LPh,
la acumulacion de AMPs en el sobrenadante se incrementa de manera significativa en
CEM-GW a las 6 horas para los AMPs Hepcidina y Lipocalina-2. Es importante mencionar
gue esta observacion es consistente con lo obtenido en relacién con | expresién génica y
sugiere que a las 6 horas de cultivos ya existe una significativa acumulacion de péptidos,
lo que implica que el pico de expresion génica ocurre probablemente en estadios
tempranos del cultivo.
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Figura 48: Niveles de expresién proteica (ELISA) a las 6h y 18 h en CEM-GW cultivadas en
DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh - CEM-GW + ATCC Escherichia coli 29213 con
DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh de los péptidos antimicrobianos (-defensina 1,
Hepcidina, y Lipocalina 2. * p=0.04, B-defensina-1 (18H) CEM-GW+E. coli vs. CEM-GW,; #
p=0.038 Hepcidina (6H), CEM-GW+1%LPh vs CEM-GW, ¢ p=0.046 Hepcidina (6H), CEM-
GW+E.coli+1%LPh vs CEM-GW+E. coli; # p=0.04 Lipocalina-2 (6H), CEM-GW+1%LPh vs

CEM-GW; ® p=0.02 Lipocalina-2 (6H), CEM-GW+E.coli+1%LPh vs CEM-GW+E. coli

Remarcablemente, cuando las CEM-GW se encuentran expuestas a ATCC Escherichia
coli 29213, incrementan significativamente la expresion de AMPs, especialmente
Hepcidina y Lipocalina-2, cuando estan en cultivo con LPh (p=0.046 y p=0.02,
respectivamente). Esto indica que el LPh confiere a las CEM-GW propiedades protectoras
adicionales que controlan la infeccién bacteriana. Es asi como se observa que los niveles
de expresién proteica se ven aumentados en el caso de la B-defensina-1 a las 6 y 18 horas
en las CEM-GW crecidas con medio DMEM con LPh y en cocultivo con la cepa ATCC
Escherichia coli 29213, comparadas con CEM-GW inoculadas y cultivadas sin LPh. De
manera similar, en el caso de la hepcidina se observa que los niveles proteicos se
mantienen similares tanto a las 6 como las 18 horas en las CEM-GW crecidas con DMEM
sin suplemento, en contraste con las células cultivadas en suplementado con 1%LPh, en
donde se observa incremento de la concentracién del péptido (p=0.038). Finalmente, para
el caso de Lipocalina -2, se evidencia un aumento significativo de la secrecion peptidica
en las CEM-GW crecidas con DMEM suplementado con 1%LPh (p=0.04). Considerando
la importante inhibicion del crecimiento de E. coli en presencia de CEM-GW, podemos
atribuir este efecto antimicrobiano en la cepa ATCC Escherichia coli 29213 (Figura 36) a
la secrecion de Hepcidina, Defensina y Lipocalina-2, las cuales se incrementaron cuando

las CEM-GE estaban expuestas a LPh.

4.9.2 Secrecion de péptidos antimicrobianos por CEM-GW

en infeccion con ATCC Klebsiella pneumoniae

Para el caso de la cepa ATCC Klebsiella pneumoniae 43816, se determinaron los niveles
de expresion proteica a las 6 y 18 horas de incubacién de CEM-GW expuestas a infeccién
por este microorganismo. Similar a E. coli, se observa un incremento en la secreciéon de
los tres AMPs analizados cuando las células estaban en presencia de LPh (Figura 49). De
manera importante, se observa un significativo aumento en la concentracion del péptido

Lipocalina-2 en presencia de DMEM/1% LPh que es superior al observado para (31-
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defensina y Hepcidina (p=0.22). Sin embargo, para estos ultimos dos péptidos se observd

un incremento en la produccién por parte de CEM-GW cultivadas en presencia de LPh.
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Figura 49: Niveles de expresién proteica (ELISA) a las 6h y 18 h en CEM-GW cultivadas en
DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh - CEM-GW + ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 con
DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh de los péptidos antimicrobianos -defensina 1,
Hepcidina, y Lipocalina 2 *p=0.0274 B-defensina-1 (6H), CEM-GW+K.pneumoniae+1%LPh vs
CEM-GW+ K.pneumoniae; # p=0.038 Hepcidina (6H), CEM-GW+1%LPh vs CEM-GW, #p=0.022
Lipocalina-2 (6H), CEM-GW+1%LPh vs CEM-GW, *p=0.016 Lipocalina (6H), CEM-GW+
K.pneumoniae +1%LPh vs CEM-GW+ K.pneumoniae

En el caso de las CEM-GW sometidas a infeccion con K.pneumoniae, se observa un claro
y significativo incremento de los péptidos antimicrobianos (B-defensina-1, Lipocalina-2 en
medio DMEM suplementado con 1%LPh, cuando se compara con CEM-GW cultivadas en
DMEM solo (p=0.0274 y p=0.016 respectivamente). Finalmente es posible atribuir la

inhibicion del crecimiento de la cepa ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 (Figura 37), a la
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significativa presencia de péptidos antimicrobianos cuando las CEM-GW estan expuestas
a 1% LPh.

4.9.3 Secrecion de péptidos antimicrobianos por CEM-GW

en infeccidon con ATCC Staphylococcus aureus 29213

A diferencia de lo observado en la infeccion experimental de CEM-GW por E. coli y K.
pneumoniae, para el caso de la infeccidén con la cepa ATCC Staphylococcus aureus 29213,
se encontraron marcadas diferencias en la expresion proteica de los péptidos
antimicrobianos B-defensina-1, Lipocalina-2 y Hepcidina detectada en sobrenadantes de
CEM-GW (Figura 50). Si bien en el caso de la B-defensina-1 hay un incremento significativo
cuando las CEM-GW estan en cocultivo con DMEM/1% LPh, con respecto a CEM-GW
cultivadas en DMEM no se observan diferencias de concentraciéon entre DMEM vy
DMEM/1% LPh cuando las células estan expuestas a la bacteria ATCC Staphylococcus

aureus 29213 e incluso se observa una leve disminucion de la concentracion del péptido.
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Figura 50: Niveles de expresion proteica (ELISA) a las 6h y 18 h en CEM-GW cultivadas en
DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh - CEM-GW + ATCC Staphylococcus aureus 29213
con DMEM y DMEM suplementado con 1%LPh de los péptidos antimicrobianos (-defensina 1,

Hepcidina, y Lipocalina 2. * p=0.025 B-defensina 1 (6H) CEM-GW+ S.aureus vs. CEM-GW; $

p=0.003 B-defensina 1 (6H) CEM-GW+S.aureus+1% LPh vs. CEM-GW+1% LPh; # p=0.038

Hepcidina (6H) CEM-GW+1% LPh vs. CEM-GW; # p=0.026 Lipocalina-2 (6H) CEM-GW+1%

LPh vs. CEM-GW

Para el caso de B1-defensina, independientemente que estén acompafnadas con medio
DMEM sin suplemento o suplementado con 1%LPh, se evidencia un leve incremento a las
6 horas de las concentraciones peptidicas en las CEM-GW que estan en cocultivo la cepa
ATCC Staphylococcus aureus 29213 (p=0.003). Este ligero aumento de la concentracion
de B1-defensina podria eventualmente explicar la inhibicion del crecimiento observada
para Staphylococcus aureus en el presente estudio (Figura 38). El hecho de que no se
observé una dramética inhibicién del crecimiento bacteriano podria estar asociado al bajo
incremento de los niveles de AMPs aqui observados. Para el caso de Lipocalina-2 y
Hepcidina, si bien se observaron diferencias significativas en el contenido proteico en
sobrenadantes de CEM-GW cultivados en presencia de 1% de LPh (p= 0.026 y 0.038
respectivamente), en presencia de Staphylococcus aureus no se observé induccion
significativa de la secrecién de estos péptidos en el sobrenadante. En general, la pobre
secrecion de péptidos antimicrobianos durante la infeccion podria explicar la baja
respuesta de las CEM-GW para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus de manera

significativa.
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4.9.4 Secrecion de péptidos antimicrobianos por CEM-GW
en infecciobn con ATCC Staphylococcus epidermidis
12228

Finalmente, en la figura 51 se presentan los niveles de expresion proteica de los péptidos
antimicrobianos cuando las CEM-GW que estan expuestas a la cepa ATCC
Staphylococcus epidermidis 12228. En general se puede evidenciar una alta variabilidad
en la secrecién de AMPs en los distintos grupos experimentales, en presencia o no de la
bacteria. En el caso del péptido antimicrobiano B-defensina-1, no se observa un patrén de
respuesta que permita inferir un incremento estadisticamente significativo de la

concentracion peptidica asociada a la presencia o0 no de S. epidermidis.

Para el caso de la hepcidina se observa concentraciones mayores en CEM-GW cultivadas
en medio DMEM suplementado con 1%LPh (p=0.038 vs. Sin suplemento de 1%LPh) que
sugiere una asociacion entre el incremento de AMP en el sobrenadante y la presencia
positiva de suplemento basado en lisado plaquetario. Igualmente se observé un aumento
significativo de la expresién de Hepcidina en sobrenadantes de CEM-GW expuestos a
infeccion con la cepa ATCC 12228 cuando se encontraban en cultivo suplementado con
LPh (p=0.035. vs sin suplemento de LPh en el medio).
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Figura 51: Niveles de expresion proteica (ELISA) a las 6h y 18 h en CEM-GW cultivadas en DMEM y
DMEM suplementado con 1%LPh - CEM-GW + ATCC Staphylococcus epidermidis12228 con DMEM
y DMEM suplementado con 1%LPh de los péptidos antimicrobianos B-defensina 1, Hepcidina, y
Lipocalina 2. * p=0.038 Hepcidina (6H) CEM-GW+1% LPh vs. CEM-GW; # p=0.035 Hepcidina (6H)
CEM-GW+S.epidermidis+1% LPh vs. CEM-GW+ S. epidermidis; * p=0.02 Lipocalina-2 (6H) CEM-
GW+1% LPh vs. CEM-GW,; # p=0.001 Lipocalina-2 (6H) CEM-GW+ S. epidermidis +1% LPh vs.
CEM-GW+ S. epidermidis.

Hay que anotar que se pudo observar un efecto mucho mas significativo en la
concentracion de Lipocalina-2 observada en CEM-GW cultivadas en medio DMEM con
suplemento de LPh, especialmente durante la fase de infeccidbn experimental con S.
epidermidis (p=0.001). Esto podria explicar en este caso, el efecto inhibitorio de baja
magnitud observado para las CEM-GW sobre la cepa ATCC Staphylococcus epidermidis
12228 (Figura 39), el cual se intensific6 cuando el medio de cultivo fue suplementado con

lisado plaquetario humano.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Los resultados obtenidos a lo largo del presente estudio sugieren un claro rol de la
produccion y secrecién de péptidos antimicrobianos en el control e inhibicion del
crecimiento bacteriano por parte de las células estromales mesenquimales de la gelatina
Wharton del cordén umbilical. Segun lo descrito por Alcayaga y colaboradores [50], la
mayoria de los datos sobre las propiedades antimicrobianas de las CEM se han obtenido
de estudios in vitro con cepas bacterianas en disefios experimentales similares,
concluyendo que ante un estimulo de infeccidon bacteriana las CEM producen péptidos
antimicrobianos que disminuyen significativamente el crecimiento microbiano. En el
presente estudio se estandariz6 y caracteriz6 un modelo in vitro de infeccion de CEM de
GW del corddén umbilical humano con cuatro tipos bacterianos representativos que permitié
la identificacion de un significativo efecto antimicrobiano por parte de CEM-GW. El efecto
inhibitorio caracterizado se asocio6 a la expresion y secrecién de péptidos antimicrobianos,
en linea con la evidencia previamente aportada por estudios similares. De manera
relevante, este estudio presenta por primera vez evidencia de la eficacia antimicrobiana
mediada por péptidos antimicrobianos especificamente en CEM-GW de cordon umbilical

humano.

Como se puede observar en la Tabla 3, se presenta un andlisis global de la respuesta de
las CEM-GW ante la infeccion bacteriana en términos de viabilidad y muerte celular,
expresion y produccion/liberacion de péptidos antimicrobianos y su asociacién con la
magnitud de la inhibicién del crecimiento bacteriano. En presencia de las diferentes cepas
ATCC evaluadas a lo largo de este estudio, se evidencia que la mayor muerte celular de

CEM-GW se present6 en el cocultivo con la cepa ATCC Escherichia coli 25922, seguido
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por la Klebsiella pneumoniae 43816, el Staphylococcus aureus 29213 y por ultimo por el
Staphylococcus epidermidis 12228. Esta observacion sugiere que la infeccién
experimental de CEM-GW con las cepas ATTC Escherichia coli 25922 y Klebsiella
pneumoniae 43816 induce un impacto patolégico mayor. Esto a su vez conduciria a
mayores niveles de estrés celular inducido sobre la CEM que posteriormente podria
engatillar mecanismos compensatorios significativos que estarian incrementando el efecto
antimicrobiano y de disponibilidad de péptidos encontrados. En efecto, estas dos cepas
bacterianas presentaron los mayores niveles de inhibiciébn bacteriana en cocultivo y se
asociaron con incrementos significativos en la expresién y produccion de péptidos

antimicrobianos.

Cepa ATCC Muerte Inhibicion % Expresion RNAm Produccion del péptido
CEM-GW UFC
(en 1%LPh) HAMP LCN-2 DEFB1 HAMP LCN-2 DEFB1
L +L -L +L -L +L L +L -L 4L -L +L

E. coli
co XXX XXX XX XXX XX XXX XX XXX XX XXX XX XXX XX XX
25922
K.pneumoniae
XX XXX XX XX XX XXX XX XXX XX XX XX XXX XX XXX
43816
SCICTD XX XXX X XXX X X X X X X X XXX X XXX
29213
. epidermidi
S eplggzs dis X X XX XX XX XXX XX XXX X XXX X XXX X X

Tabla 3: Resumen caracteristicas expresadas por las CEM-GW en cocultivo con cepas ATCC. x
bajo, xx moderado y xxx alto, -L: CEM-GW + DMEM + ATCC, +L: CEM-GW + DMEM/1%LPh +
ATCC

Por otro lado, basados en los resultados de este estudio, se pudo confirmar que el medio
de cultivo DMEM suplementado con LPh (1%) soporta el crecimiento y viabilidad de las
CEM-GW. Sin embargo, observando los niveles de inhibicion del crecimiento bacteriano
en las cepas bacterianas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus
aureus, se puede concluir que el efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano se asocié
intimamente con la presencia del LPh como suplemento del medio de cultivo (Tabla 3).
Esta observacion sugiere que el lisado plaquetario proporciona sefiales moleculares a las
CEM-GW infectadas con un inoculo bacteriano, induciendo la activacién de vias de
sefializacion que resulta en la activacion y secrecion de moléculas el crecimiento de las
cepas ATCC como los péptidos antimicrobianos. Si bien el efecto sinérgico del LPh en la
inhibicion del crecimiento bacteriano inducido por CEM-GW no habia sido descrito

previamente, es necesario profundizar en los mecanismos moleculares ligados a la
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activacion de las CEM-GW por el LPh para inducir la expresion y liberacion de péptidos
antimicrobianos por parte de estas células.

Para el caso de los péptidos antimicrobianos caracterizados en CEM-GW en este estudio,
se observa una expresion constitutiva en los diferentes donantes analizados (% Expresion
RNAm, Tabla 3). Esta evidencia apunta a que los AMPs podrian ser un mecanismo
congénito que media el efecto antimicrobiano en CEM en general y en este caso en
mesenquimales de la GW del cordén umbilical. Es importante sin embargo mencionar, que
el efecto inhibitorio observado requirié un incremento significativo tanto de los niveles de
ARNmM como de proteina secretada por la célula, lo que a su vez dependi6 tanto del nivel
de citotoxicidad inducida por el inéculo bacteriano, asi como de la presencia de LPh en el
medio de cultivo. Entonces, el efecto antimicrobiano encontrado no se puede atribuir
exclusivamente a una respuesta intrinseca celular, sino que es altamente dependiente de
la magnitud de la infeccién activa, asi como de la estimulacion constante con lisado
plaguetario humano, como fuente de factores de crecimiento y sobrevida para la adecuada
funcionalidad celular. Becherucci y colaboradores ya habian descrito el importante rol del
lisado plaquetario humano como fuente de moléculas bioactivas y factores de crecimiento
gue le permite a las CEM desarrollarse de manera 6ptima y responder ante las diferentes
sefales que se puedan presentar en el medio que crecen [73]. En este estudio se ha
expandido esa funcién mas alla del soporte del crecimiento celular, proveyendo evidencia
sobre el rol fundamental del LPh en la proteccién celular ante una infeccién bacteriana en
CEM-GW.

Por dltimo, analizando en detalle la produccion y secrecion de AMPs por CEM-GW en
condiciones de infeccion experimental, se observa que para el caso de la Hepcidina se
encontré una aparente induccién de expresion proteica en la infecciéon con la bacteria
ATCC Escherichia coli 25922 y Staphylococcus epidermidis 12228 pero en menor
proporcion en ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 y Staphylococcus aureus. Es posible
atribuir la inhibicion del crecimiento de las cepas Escherichia coli y el Staphylococcus
epidermidis a la significativa presencia de este péptido antimicrobiano lo que concuerda
con estudios previos de Alcayaga y colaboradores [50], donde destacan que la hepcidina

actla como una hormona reguladora del hierro y ejerce un amplio espectro de actividad
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antimicrobiana contra especies bacterianas clinicamente relevantes como Escherichia coli

y el S. epidermidis.

Similarmente, se observé una expresion diferencial del péptido B-defensina 1 asociada a
cada cepa empleada en el modelo de infeccién bacteriana. Es asi como los niveles de este
péptido se vieron incrementados cuando las CEM-GW cultivadas con DMEM
suplementado con LPh se infectaron con ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 y
Staphylococcus aureus 29213 pero en menor proporcién en indculos de ATCC Escherichia
coli 25922 y Staphylococcus epidermidis 12228. Tanto en el caso de Hepcidina como B-
defensina 1, la induccién de la secrecion peptidica dependié de la cepa bacteriana
inoculada, lo que sugiere potenciales mecanismos moleculares implicados en la activacion
de cada péptido. Se ha descrito un importante rol de los receptores Toll Like (TLR) en el
reconocimiento de patrones especificos bacterianos y la subsecuente induccion de AMPs
en células humanas. Es entonces plausible pensar que la existencia de patrones
especificos asociados a cada una de las cepas bacterianas utilizadas determina la
activacion de distintos receptores TLR, lo que a su vez induce la expresion diferencial de
péptidos a nivel celular. En ese sentido Escherichia coli y el Staphylococcus epidermidis
podrian estimular un TLR distinto al estimulado por ATCC Klebsiella pneumoniae 43816 y
Staphylococcus aureus 29213, induciendo patrones de secrecién peptidica de Hepcidina
y B-defensina 1 por parte de CEM-GW infectadas. Caso contrario se observo con el péptido
Lipocalina-2, donde se encontré un incremento significativo de la concentraciéon en CEM-
GW durante la infeccién con las cuatro cepas ATCC Escherichia coli 25922, Klebsiella
pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus epidermidis 12228.
La expresion de Lipocalina-2 podria considerarse entonces como un péptido
antimicrobiano de secrecién no dependiente de patrones bacterianos especificos en CEM-
GW lo que sugeriria un patrén promiscuo de reconocimiento bacteriano por parte de
distintos TLR en CEM-GW.

Es importante resaltar que este es el primer estudio a la fecha que aborda el rol de las
CEM-GW en la inhibicion de la infeccién bacteriana de 4 cepas ATTC de diversas
caracteristicas y apunta a los péptidos antimicrobianos como su principal mecanismo de

inhibicion. En resumen, los datos que aqui se presentan proveen la evidencia del efecto
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antimicrobiano de las CEM-GW sobre las cepas ATCC Escherichia coli 25922, Klebsiella
pneumoniae 43816, Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus epidermidis 12228.
Este efecto es dependiente de la presencia de 1% de LPh el cual induce la expresion de
los genes de HAMP, LCN-2 Y DEFB1 de manera temprana estimulando la acumulacion de
las respectivas proteinas (Hepcidina, Lipocalina-2 y p1-defensina) con la subsiguiente
inhibicion del crecimiento bacteriano in vitro. Asi mismo, los resultados sugieren que en
presencia de las cepas ATCC Escherichia coli 25922, Klebsiella pneumoniae 43816,
Staphylococcus aureus 29213 y Staphylococcus epidermidis 12228 las CEM-GW activan
la expresion de péptidos antimicrobianos como mecanismo de defensa a la infeccién, que
es altamente efectivo Unicamente en presencia de lisado plaquetario humano, lo que
sugiere un efecto sinérgico entre este y las CEM-GW. Las CEM-GW surgen como
alternativa para reducir la carga de patégenos potenciales para los humanos que son
trasplantados con estas células, debido a que producen péptidos antimicrobianos que se
pueden constituir en moléculas promisorias para ser incluidas en el recambio de los
farmacos antimicrobianos actualmente empleados. En el contexto del desarrollo de
estrategias de terapia celular para medicina regenerativa basada en el empleo de CEM de
GW del cordén umbilical, la propiedad antimicrobiana identificada y caracterizada en el
presente estudio introduce un efecto aditivo potencialmente Util para incrementar la
viabilidad del producto celular e introducir un efecto de control o mitigacion de potenciales

infecciones bacterianas asociadas con la aplicacion de terapias celulares en humanos.

5.2 Recomendaciones

Es importante mencionar que el tiempo de observacion a las 6 horas e incluso a las 18
horas en los experimentos es muy tardio si se pretende evaluar la expresion génica y la
secrecion de péptidos antimicrobianos temprana. Por tal motivo para estudios posteriores
se recomienda realizar muestreos entre la primera hora y las 3 horas posteriores al

cocultivo de CEM-GW con cepas bacterianas.
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Para dar continuidad a este trabajo, se puede estudiar los mecanismos de activacion de
las CEM-GW ante una infecciébn por patdégenos. Uno de estos mecanismos esta
relacionado con el papel que juegan los receptores tipo Toll especificamente TLR2 y TLR4
presentes en la membrana de las CEM-GW en la sefializacion para que estas
desencadenen una respuesta en la inhibicion del crecimiento bacteriano. Ademas, si bien
este estudio permitié evidenciar que las CEM-GW ejercen fuertes efectos antibacterianos
a través de mecanismos directos, es importante explorar la funcién antimicrobiana de las
CEM en condiciones mas fisioldgicas, como es el caso del ambiente pro-inflamatorio propio
de una infeccién. Este ambiente pro-inflamatorio podria estimular a la CEM-GW e inducir
respuestas antimicrobianas potencialmente aumentadas, relacionadas con mecanismos

antibacterianos indirectos.

Conociendo esta informacion se podria llegar a considerar estrategias que logren
aumentar la expresion y secrecién de los péptidos antimicrobianos para mejorar su efecto
benéfico en el contexto de aplicaciones terapéuticas como la terapia celular basada en
CEM-GW una vez sean trasplantadas y reducir de este modo que el riesgo de infeccién
del receptor del producto terapéutico celular.
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