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PALABRAS CLAVE

Células estromales mesenquimales de medula Osea; células precursoras neurales;

diferenciacién neural; transdiferenciacion
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AR: Acido retinoico

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro, del inglés brain derived neurotrophic
factor

BME: B-mercaptoetanol
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BSA: Albumina sérica bovina, del inglés bovine serum albumine

cDNA: DNA complementario, del inglés complementary deoxyribonucleic acid
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of fibroblasts
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l. RESUMEN

El trasplante de células troncales y/o progenitoras neurales se ha propuesto como una
potencial terapia para el tratamiento de algunas enfermedades neurodegenerativas. Este tipo
de células pueden ser aisladas directamente de tejido cerebral fetal, del cerebro adulto, o
derivadas de ESC o iPSC. A pesar de ello, estas estrategias se ven limitadas por el bajo
numero de donadores, la toxicidad de los régimenes inmunosupresores, la baja accesibilidad
al tejido, u otros problemas técnicos y limitaciones éticas. Las ceélulas estromales
mesenquimales de médula 6sea humana (hBM-MSC) se han propuesto como una posible
fuente celular para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas, debido su potencial de
transdiferenciacion hacia el linaje neuroectodérmico, ademas de la accesibilidad del tejido y
su capacidad de expansion in vitro. Sin embargo, la diferenciacién de las MSC hacia linajes
no mesodérmicos aun es controversial. Por lo anterior, el presente estudio evaluo el potencial
de las hBM-MSC para ser dirigidas a adoptar un destino neural inmaduro (células troncales
y/o progenitoras neurales) al ser cultivadas en medios y factores que promueven la
proliferacion de precursores neurales. Bajo estas condiciones, las células presentaron
cambios morfolégicos y/o generaron agregados celulares en suspension similares a
neuroesferas. Tal proceso involucro el incremento de expresion en genes asociados a células
troncales y progenitoras del linaje neural, como nestina y SOX2, acompafiado por la
disminucion de algunos genes especificos de células mesenquimales. Las células
mantuvieron la viabilidad, pero presentaron una limitada capacidad de proliferacion.
Ademas, en condiciones de diferenciacion neuronal las células desarrollaron una morfologia
que asemeja a células neuronales inmaduras, positivas para el marcador caracteristico de
neuronas B-111 tubulina. Mientras que protocolos de diferenciacion neuronal directa de las
MSC no fueron capaces de inducir cambios importantes en morfologia 0 marcadores de
linajes del SNC. Estos resultados demuestran que en las condiciones evaluadas, las células
estromales mesenquimales de médula 6sea tienen un potencial de transdiferenciacion parcial,

al no adquirir todas las propiedades fisioldgicas que poseen las células precursoras neurales.



. INTRODUCCION

El incremento en la esperanza de vida de la poblacion estd acompafiada por una mayor
prevalencia de enfermedades crénicas asociadas con la edad, las cuales representaran un reto
mayor para los sistemas de salud en los proximos afios, principalmente las enfermedades
metabolicas, cardiovasculares y neurodegenerativas (Lang, 2010; Syngec, 2013). Estas
ultimas son un grupo heterogéneo de padecimientos con una caracteristica final comuin, la
disfuncion y pérdida aguda o cronica de células neuronales o gliales (Moraleda et al, 2011).
En muchos tejidos adultos, la pérdida celular debida a procesos naturales o dafio tisular es
balanceada por la proliferacion y diferenciacion de células troncales, sin embargo, el sistema
nervioso central (SNC) posee una limitada capacidad de regeneracion ante lesiones agudas o
cronicas. Aunado a esto, los actuales tratamientos para este tipo de enfermedades son
limitados y tienen poco impacto en la salud de los pacientes a largo plazo (Lescaudron et al,
2012). Por estas razones, la terapia de remplazo celular con células troncales se ha sugerido
como una alternativa atractiva para la restauracion de la funciones neurolégicas en pacientes

con enfermedades neurodegenerativas (Nivet et al, 2011; Lemmens et al, 2013).

Se han propuesto una gran variedad de fuentes de células troncales y progenitoras
para el tratamiento de este tipo de enfermedades, entre ellas las células troncales neurales
(NSC) adultas o fetales, células troncales embrionarias (ESC) y células pluripotentes
inducidas (iPSC) han mostrado gran potencial de restauracién neuronal en varios modelos
animales y en humanos (Olanow et al, 2003; Méndez et al, 2008; Chambers et al, 2009; Yu
et al, 2013; Hemmer et al, 2014). Lo anterior, sumado a los avances obtenidos en los estudios
in vivo e in vitro de la biologia de células troncales, han llevado a plantear la posibilidad de
restaurar las poblaciones de neuronas afectadas en enfermedades neurodegenerativas,
mediante el trasplante de células progenitoras y/o diferenciadas generadas in vitro (Li et al,
2013). Sin embargo, las limitaciones éticas y/o técnicas asociadas a las iPSC, ESC y NSC
adultas o fetales humanas, han potenciado la basqueda de estrategias basadas en trasplantes
de células troncales adultas, obtenidas de fuentes clinicamente accesibles, que ademas
carezcan de limitaciones éticas y eliminen la necesidad de inmunosupresion (Roisen et al,
2001; Nivet, et al, 2011).



Entre las células troncales/progenitoras humanas propuestas para este fin se
encuentran las células estromales mesenquimales (MSC). Un gran nimero de reportes
indican que, bajo las condiciones experimentales adecuadas las MSC poseen la capacidad de
transdiferenciacion en linajes endodérmicos y derivados del neuroectodermo (Phinney et al,
2007; Kuroda et al, 2011). Recientemente, a partir de MSC se han generado células con
marcadores de células progenitoras neurales, asi como células con marcadores de neuronas,
y caracteristicas funcionales de neuronas especificas (Trzaska et al, 2007; Yang et al, 2008;
Neirinckx et al, 2013). Al mismo tiempo, las células estromales mesenquimales de medula
6sea humana (hBM-MSC por sus siglas en inglés) representan un tejido accesible y de alta
capacidad de expansion para proveer de células multipotentes para un posible trasplante
autologo. Sin embargo, a pesar de los avances en este campo de investigacion, aun existen
muchas interrogantes sobre la capacidad de transdiferenciacion neural de las MSC. Por éstas
razones, la presente investigacion buscé determinar el potencial de transdiferenciacion de las
hBM-MSC en células troncales/progenitoras neurales, comparando sus caracteristicas
fisiolGgicas con las reportadas en células precursoras neurales. Se evalu6 la generacion de
agregados similares a neuroesferas, la capacidad de expansion de la poblacion, actividad del
ciclo celular, viabilidad, el perfil de expresion de algunos genes neurales y mesenquimales,

asi como su capacidad de diferenciacion hacia el linaje neuronal y/o glial.



I11.  ANTECEDENTES

Medicina regenerativa y células troncales para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas

El envejecimiento estd asociado con un fallo progresivo en los procesos de reparacion de los
tejidos del organismo, lo cual lleva a un gran numero de desordenes asociados con la edad.
La medicina regenerativa es un campo de investigacion y aplicaciones clinicas que tiene
como objetivo la reparacion, sustitucion o regeneracion de las células, tejidos u 6rganos, para
restaurar las funciones bioldgicas alteradas, ya sea debido a una malformacion congénita,
lesion, o como consecuencia del envejecimiento o enfermedad (Kassem, 2006; Mayani H,
2011). De manera general, existen dos estrategias para repoblar el area afectada con células
especificas: i) El remplazo de las células perdidas o dafiadas mediante el trasplante de células
diferenciadas, o una poblacion de células indiferenciadas con capacidad de generar uno o
mas tipos celulares especificos y ii) activando los mecanismos de reparacion endogenos, a
través de la induccion de la proliferacion y diferenciacion de células presentes en el tejido
mediante tratamientos farmacolégicos (Meyer et al, 2010).

La regeneracion del sistema nervioso requiere de la reparaciéon o remplazo de células
nerviosas dafiadas, por lo que el remplazo funcional de poblaciones de neuronas especificas,
a través del trasplante del tejido neural representa la estrategia terapéutica mas atractiva para
el tratamiento de enfermedades neuroldgicas. Sin embargo, aln no se ha encontrado la fuente
celular apropiada para este fin (Levy et al, 2004; Steward et al, 2013). Con el proposito de la
regeneracion tisular a partir estrategias de terapia celular, muchos esfuerzos se han enfocado
en el uso de células troncales como una fuente de remplazo celular (Steward et al, 2013).

Las células troncales son células indiferenciadas que forman, mantienen y regeneran
los tejidos y 6rganos en los que residen (Weissman, 2000). Las caracteristicas que definen a
una célula troncal son su habilidad para proliferar y auto-renovarse (generar células idénticas
a si misma), asi como su capacidad de diferenciacion en tipos celulares mas especializados
(Ahmed, 2009). Estas propiedades les confieren un gran potencial para su uso en terapias de
remplazo celular. Existen muchos tipos de células troncales de distintas fuentes y con

diferente potencial de diferenciacion, desde las pluripotentes hasta las células troncales
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adultas organo especificas; cuyas diferencias entre poblaciones pueden tener un impacto en

su potencial uso en la medicina regenerativa (Helmy et al, 2010).

A lo largo del desarrollo de los mamiferos se generan diversos tipos de células
troncales. De acuerdo a su potencial de diferenciacion se clasifican en totipotentes,
pluripotentes y multipotentes. Las células troncales totipotentes son producidas de la fusion
de un ovocito y una célula espermaética (es decir, el huevo fertilizado o cigoto) tienen la
habilidad de dar lugar a todos los tipos celulares de un organismo, tanto embrionarios como
extra-embrionarios (placenta, saco vitelino y cordén umbilical) (Figura 1). Las células
troncales pluripotentes tienen la capacidad de generar células derivadas de las tres capas
germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo). Por ejemplo, las ESC son células
pluripotentes derivadas de la masa celular interna del blastocisto. Continuando en el
desarrollo, a partir de las ESC se producen diferentes células troncales somaticas (SSC). Estas
células son consideradas multipotentes, al poder diferenciarse en diversos linajes celulares
dentro de un mismo tejido, o unipotentes, cuando son capaces de producir solo un tipo
celular, conservando la capacidad de auto-renovacion (Figura 1) (Avasthi et al, 2008;
Mayani, 2011). Se han identificado SSC en casi todos los 6rganos del cuerpo humano, las
cuales son mantenidas bajo un estricto control de crecimiento, y juegan un papel importante

en el desarrollo, homeostasis y enfermedad (Ahmed, 2009).

La aplicacion clinica del trasplante de células troncales y progenitoras comenzo
después de la deteccién del dafio letal de médula dsea causado a poblaciones civiles por la
exposicion a dosis de radiacion (Revisado en Weissman, 2000). Se observo que ratones
irradiados replicaban el sindrome, y trasplantes de médula Gsea eran capaces de restablecer
la hematopoyesis (Hollingsworth, 1958). En 1961, Till y McCulloch demostraron la
existencia de precursores clonogénicos en la médula 6sea con capacidad de generacién de
colonias hematopoyéticas multi-linage en el bazo (unidades formadoras de colonias de bazo),
las cuales tenian la propiedad de auto-renovacion y diferenciacion multi-linage. (Till &
McCulloch, 1961).
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Figura 1. Jerarquia de las células troncales. El cigoto totipotente formado por la fusion de un ovocito y un
espermatozoide atraviesa un proceso de division para formar la masa celular interna (MCI) y el trofoblasto del
blastocisto. Células de la MCI pueden ser mantenidas in vitro como células pluripotentes (ESC). Durante el
desarrollo del embridn, las células pluripotentes se restringen en su potencial de diferenciacion y forman células
troncales multipotentes tejido-especificas, entre las que se incluyen las células troncales epidérmicas,

hematopoyéticas, neurales y gastrointestinales. Modificado de Eckfeldt et al, 2005.

En el caso de las patologias neuronales, estudios en modelos animales y ensayos
clinicos preliminares han comenzado a elucidar la utilidad de las terapias basadas en células
troncales para prevenir o reparar lesiones cerebrales. Predominantemente, células troncales
neurales se han derivado de tejido neural adulto, embrionario o fetal, asi como de células de
origen no neural como las células troncales pluripotentes inducidas (iPSC), ESC o MSC
(Figura 2).
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Figura 2. Las fuentes celulares posibles para la investigacion y desarrollo de terapias de remplazo celular para
tratar desordenes del SNC pueden ser derivadas de tejido de origen embrionario (ESC), fetal (NSC) o adulto
(NSC, MSC, iPSC). Modificado de Hall et al, 2007.

Células troncales embrionarias humanas

Las ESC poseen muchas de las caracteristicas de una fuente Optima para terapias de remplazo
celular. Tienen un potencial proliferativo casi ilimitado y pueden diferenciarse in vitro e in
vivo en células precursoras neurales o neuronas diferenciadas, las cuales muestran
propiedades morfoldgicas y electrofisiologicas, ademas de integracion funcional en modelos
animales (Bjorklund et al, 2002; Kim et al, 2002). Sin embargo, a pesar que estos resultados
alientan el uso de ESC en terapia celular, existen problemas asociados al uso de estas células.
Muchos estudios reportan formacién de teratomas (tumores compuestos de multiples tejidos
que derivan de méas de una capa embrionaria) como consecuencia de trasplantes (Brederlau
et al, 2006; Dressel et al, 2008). Ademas, la investigacion con células embrionarias humanas
implica limitaciones éticas al involucrar la destruccion de un blastocisto. Otro problema
potencial es el riesgo de rechazo inmunolégico del trasplante, asi como la baja estabilidad
fenotipica y sobrevivencia de las células trasplantadas (Ben-Hur, 2006; Roy et al, 2006;
Meyer et al, 2010).



Células troncales pluripotentes inducidas

Las limitaciones éticas en el uso de las ESC impulsaron la bldsqueda de otras fuentes de
células pluripotentes con potencial uso en medicina regenerativa. Esto llevo al desarrollo de
la reprogramacion de células somaticas a un estado similar al embrionario. A pesar que,
células sométicas pueden ser reprogramadas a un estado embrionario mediante fusion con
ESC, o a traves de la técnica de transferencia nuclear de célula somatica (Gurdon, 1962),
estas metodologias presentan también problemas éticos. Recientemente, Takahashi y
Yamanaka (2006) demostraron que la expresion ectdpica de factores de transcripcion puede
reprogramar una célula somatica a un estado pluripotente, generando células casi
indistinguibles a las ESC, denominadas células troncales pluripotentes inducidas (iPSC).
Esto ha permitido la posibilidad de generar células pluripotentes paciente especificas que
pueden utilizarse para terapias de remplazo celular o como modelo de algunas enfermedades,
eliminando el rechazo inmunolégico y los problemas bioéticos del uso de embriones
humanos (Swistowski et al, 2010; Denham y Dottori, 2011). Se ha demostrado que las iPSC
pueden expandirse indefinidamente in vitro, y son capaces de diferenciarse en neuronas
similares a las generadas con ESC, en cuanto a curso temporal, eficiencia de generacion y
patrones de expresion génica en respuesta al mismo conjunto de morfoégenos (Hu et al, 2010;
Swistowski et al, 2010; Peng y Zeng, 2011). Ademas, las neuronas derivadas de iPSC
muestran integracion funcional y mejoran los déficits de comportamiento en modelos de
ratones parkinsonianos, entre otras enfermedades (Roy et al, 2006; Meyer et al, 2010; Peng
y Zeng, 2011).

La terapia basada en iPSC ofrece nuevas oportunidades terapéuticas, pero ain existen
numerosos desafios antes que las neuronas derivadas iPSC puedan ser utilizadas en
aplicaciones clinicas. Por ejemplo, es posible que los vectores virales utilizados para la
insercion de los factores de reprogramacion se integren en el genoma de la célula, lo que
puede llevar a la alteracion de la funciéon de genes celulares en el sitio de integracion,
provocando la activacion de oncogenes, que pueden promover la tumorigénesis. Ademas, se
ha encontrado que las iPSC pueden conservar caracteristicas epigenéticas residuales de las
células de origen (memoria epigenética), restringiendo su destino de diferenciacion (Pan et

al, 2012). De igual manera, las células diferenciadas a partir de iPSC derivadas de un paciente
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poseen una capacidad intrinseca de desarrollar una patologia similar a la que éste presenta
(Barker, 2014). Finalmente, el proceso de reprogramacion y cultivo puede inducir cambios
en el nimero de copias, mutaciones puntuales y/o patrones anormales de metilacion (Peng y
Zeng, 2011; Pan et al, 2012).

Células troncales neurales adultas/fetales

El descubrimiento de NSC en el cerebro adulto de los mamiferos rompio con la creencia que
la neurogénesis esta restringida al desarrollo embrionario y a etapas postnatales tempranas.
La neurogénesis en el cerebro adulto ocurre principalmente en dos regiones, el giro dentado
del hipocampo y la zona subventricular de los ventriculos laterales (Alvarez-Buylla et al,
2008). Las NSC se definen como células clonogénicas con capacidad de auto-renovacion y
diferenciacion en los tres principales tipos celulares del SNC: neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos. El descubrimiento de NSC, migracion e integracion de nuevas neuronas en
los circuitos neurales en el cerebro adulto, abrié la posibilidad de considerar a las NSC
adultas como herramientas novedosas para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas (Baizabal et al, 2003; Hall et al, 2007; Obernier, 2014).

Las NSC humanas trasplantadas en el cerebro embrionario, postnatal o adulto, han
mostrado evidencia confiable de diferenciacion sitio especifica, adquiriendo morfologias y
fenotipos neuroquimicos de acuerdo al sitio de integracion (Baizabal et al, 2003). Por el
contrario, muchos otros estudios han demostrado que los analisis de diferenciacion in vitro
no predicen su potencial de diferenciacion in vivo. Las NSC de la zona subventricular
trasplantadas en el estriado y corteza muestran limitada sobrevivencia, y principalmente se
diferencian en astrocitos, mientras que la diferenciacién neuronal solo se observa si las
células se trasplantan en el bulbo olfatorio (Baizabal et al, 2003). Es decir, las NSC en el
cerebro adulto son heterogéneas y region especificas. Células aisladas de diferentes regiones
del cerebro adulto mantienen ciertos aspectos de su especificacion molecular, expresan
marcadores determinados, difieren en su capacidad de proliferacion, migracion y generan
progenie caracteristica de la region de origen. Asi, las células precursoras neurales del

cerebro anterior generan mas neuronas gabaérgicas, mientras que las obtenidas del cerebro
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medio se diferencian en neuronas dopaminérgicas maduras (Kallur et al, 2006; Meyer et al,
2010; Obernier, 2014). Un escenario méas probable en el trasplante de NSC es que estas
actien como células de soporte, suministrando factores neurotréficos que interactdian con las
células del hospedero, promoviendo la regeneracion y sobrevivencia neuronal (Ahmed,
2009).

Antes que las NSC puedan ser utilizadas para remplazar las células neurales perdidas
en trauma o enfermedad, debemos entender como cambian éstas a través del tiempo, ya que
difieren en morfologia, perfiles de expresion genética y producen distinta progenie en
distintos tiempos a lo largo del desarrollo. Las NSC crecidas en cultivo durante un tiempo
determinado producen cierta progenie, y después de varios dias mas las células no son
capaces de producir los tipos celulares generados mas tempranamente (Merkle y Alvarez-
Buylla, 2006). Las limitaciones técnicas son otro problema asociado al uso de las NSC
adultas humanas en protocolos de terapia celular, ya que su localizacién dentro del SNC hace
imposible su remocion sin causar un dafio permanente para el donador (Roisen et al, 2001).

El cerebro fetal humano es otra fuente potencial de NSC. La mayoria de los estudios
in vitro utilizan fetos de 12-20 semanas post-fertilizacion (Meyer et al, 2010). Kallur y cols.
(2006) han reportado la diferenciacion de NSC de corteza y estriado obtenidas de fetos
humanos in vitro, asi como la sobrevivencia, migracién y diferenciacion region especifica de
estas células en modelos in vivo. Igualmente, NSC fetales de humano y roedor se han
trasplantado exitosamente en modelos animales con enfermedad de Parkinson, observandose
sobrevivencia, migracion y diferenciacion, promoviendo recuperacion histoldgica,
bioquimica y funcional; sin observarse tumorigenicidad (Meyer et al, 2010). Analisis post-
mortem de pacientes trasplantados con neuronas de cerebro medio fetal demostraron la
sobrevivencia y re-inervacion del estriato, aunque pocos pacientes mostraron mejoria clinica
(Méndez et al, 2008; Meyer et al, 2010). Aunque las NSC tienen una capacidad de
diferenciacion mas limitada en comparacién con las ESC, se ha propuesto que el uso de
células comprometidas puede ser mas beneficioso en este tipo de terapias. Sin embargo, los

problemas éticos asociados a la utilizacion de fetos humanos, asi como la posibilidad de
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rechazo inmunologico del tejido, limitan en gran medida la utilizacion de este tipo de células
(Meyer et al, 2010).

Tejidos adultos no neurales

La médula 6sea ha recibido considerable atencion en este sentido, debido a la presencia de
poblaciones multipotentes residentes en el componente estromal de este tejido. Entre estas se
incluyen las MSC (células estromales mesenquimales o células troncales mesenquimales),
celulas adultas multilinaje aisladas de médula (marrow-isolated adult multilineage cells,
MIAMI) y las células multipotentes progenitoras adultas (multipotent adult progenitor cells,
MAPC). Un gran numero de evidencias sugieren que este tipo de células troncales pueden
atravesar la barrera del compromiso germinal, diferencidndose hacia tipos celulares del
endodermo o ectodermo (Meyer et al, 2010). A diferencia de otros tipos de células troncales,
las hBM-MSC son faciles de aislar, no representan problemas éticos y pueden ser expandidas
por un largo periodo de tiempo. Muchos autores han afirmado que bajo condiciones pro-
neurogénicas, después de la exposicion a factores exdgenos, algunas de estas células asumen
morfologia de células gliales o neuronales, expresan marcadores del neuroectodermo como
nestina, tubulina B-111, GFAP ¢ NF200, y presentan funciones de neuronas diferenciadas;
aunque con poca evidencia de comunicacion a través de sinapsis (Hall et al, 2007). Ademas,
se ha demostrado que células con caracteristicas de NPC pueden ser seleccionadas y
expandidas in vitro a partir de MSC de médula 6sea o cordon umbilical. Estas células
expresan nestina (marcador asociado a células troncales y progenitoras neurales) y, en
presencia de los factores de crecimiento adecuados o en condiciones de co-cultivo con células
neurales, pueden ser diferenciadas hacia células similares a neuronas, astrocitos u
oligodendrocitos. Ademés, animales con enfermedades cerebrales como isquemia o
enfermedad de Parkinson demuestran mejoras conductuales o histoldgicas después de ser
trasplantados con neuronas derivadas de MSC. No obstante, la veracidad de algunos de estos
resultados ha sido cuestionada debido a cuestiones técnicas o de disefio experimental (Meyer
et al, 2010).
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Las propiedades terapéuticas de las MSC en las enfermedades neurodegenerativas no
estan basadas unicamente en el supuesto potencial de diferenciacion neural, sino también en
su capacidad de liberacion de factores neurotréficos que pueden potenciar los mecanismos
enddgenos de regeneracion. Ademas de sus efectos inmunomodulatorios y anti-
inflamatorios, asi como su capacidad de migracion e integracion en el tejido neural dafiado
(Meyer et al, 2010; Kuroda et al, 2011; Wakao et al, 2012; Liu et al, 2013).

Células estromales mesenquimales de médula 6sea

Biologia de la médula 6sea

La médula 6sea (MO) es la mayor fuente de células troncales adultas. Alberga principalmente
dos tipos de células troncales. i) Las células troncales hematopoyéticas (HSC) son las células
precursoras que dan lugar a todos los tipos celulares sanguineos, que incluyen el linaje
linfoide (linfocitos B, linfocitos T, células NK y algunas células dendriticas derivadas de este
linaje) y mieloide (macrdfagos, eosinofilos, neutréfilos, baséfilos, monocitos, eritrocitos,
megacariocitos/plaquetas y células dendriticas) (Avasthi et al, 2008). ii) Las células
estromales mesenquimales (BM-MSC) descritas como células multipotentes de la médula
Osea, capaces de diferenciarse en células del linaje mesodérmico, como fibroblastos,

adipocitos, condrocitos y osteoblastos (Flores-Figueroa et el, 2006).

La MO estda conformada por tres componentes celulares principales: el
hematopoyético, el mesenquimal y el endotelial. EI componente hematopoyético se conforma
por las HSC y su progenie. EI componente mesenquimal se genera a partir de las MSC. El
componente vascular se conforma de células endoteliales originadas a partir de un
angioblasto, relacionado desde su origen con las HSC. Estos componentes se distribuyen en
tres zonas espaciales: el parénquima formado por elementos hematopoyéticos y adipocitos,
la zona endosteal y trabecular formada por osteoblastos y osteoclastos, y finalmente la zona

vascular constituida por arteriolas, capilares y sinusoides (Saldivar-Santoyo et al, 2013).
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Historia de las células estromales mesenquimales

El estudio de MSC puede ser rastreado hasta experimentos clasicos realizados por Goujon en
1869, demostrando que trasplantes de MO en sitios anatomicos heterotdpicos resultan en la
generacion de hueso y médula ectopicos. Sin embargo, fueron Tabassoli y Crosbi en 1968
quienes establecieron claramente pruebas del inherente potencial osteogénico de la MO. No
obstante, debido a que estos estudios se realizaron con fragmentos completos de la MO, la
identidad precisa de la célula que originara a las células de hueso diferenciadas no habia sido
descrita (Bianco et al, 2008).

El descubrimiento de las MSC se atribuye a Alexander Friedenstein y colaboradores
(Friedenstein et al, 1966, 1970), quienes en una serie de estudios entre las décadas de 1960 y
1970, utilizando ratones y cobayos, demostraron que fragmentos de la MO trasplantados bajo
la cdpsula renal tenian la capacidad de formar tejido 6seo heterotopico con el potencial de
auto-mantenerse, auto-renovarse y de soportar la hematopoyesis en el hospedero (Prockop et
al, 2008). Posteriormente, mostraron que la actividad de formacion 6sea estaba contenida
dentro de la fraccion fibroblastoide, en una poblacion de células que formaban parte del
estroma medular, distinguidas de la fraccion hematopoyética por su preferente adherencia a
las placas de cultivo y su capacidad de establecer de manera clonal colonias de fibroblastos.
Dichas células fueron denominadas como mecanocitos estromales o unidades formadoras de
colonias de fibroblastos (CFU-F) (Friedenstein et al, 1974; Friedenstein, 1976; Flores-
Figueroa et al, 2006; Bianco et al, 2008; Boxall y Jones, 2012). Después de su implantacion
in vivo dentro de camaras de difusion, las CFU-F generaban mdltiples tejidos esqueléticos
(hueso, cartilago, tejido adiposo, tejido fibroso) (Friedenstein et al, 1987). Por ello,
Friedenstein denomind a estas células “progenitores osteogénicos determinados”, y mas tarde
junto con Maureen Owen acufié el término células troncales osteogénicas o células troncales
estromales de médula 6sea (Owen y Friedenstein, 1988; Bianco et al, 2001; Bianco et al,
2008; Boxall y Jones, 2012;).
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Los subsecuentes hallazgos sobre la multipotencialidad de éstas células hacia otros
linajes mesenquimales llevaron a Arnold Caplan a proponer el término células troncales
mesenquimales, y nombrar a este proceso mesengénesis (Figura 3) (Caplan, 1991).
Recientemente, se ha sugerido emplear el término células estromales mesenquimales
multipotentes para la poblacion heterogénea de células adherentes al plastico, mientras que
el término células troncales mesenquimales debe ser reservado para una subpoblacion de
éstas células, que demuestren capacidad de autorenovacion y diferenciacion multi-linaje
(Horwitz et al, 2005).

~ El proceso mesengénico
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Figura 3. El proceso mesengénico. Las MSC tienen una localizacion perivascular en la médula ésea y diversos
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el modelo de la jerarquia de diferenciacion de los mas prominentes linajes derivados de las MSC. Modificado

de Caplan y Correa, 2011.
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Ontogenia de las BM-MSC

A pesar gque se ha asumido el origen mesodérmico de las MSC, Takahashi (2007) mostro
recientemente que las BM-MSC en el desarrollo se originan en distintas ondas, con la primera
y segunda ondas derivadas del neuroepitelio y la cresta neural. Esto podria explicar su
potencial de diferenciacion neuroectodérmico (Uccelli et al, 2008). Sin embargo, aunque las
células reclutadas de este origen siguen presentes en la MO postnatal, éstas decrecen en
numero y son remplazadas por MSC de origen desconocido, probablemente mesodérmicas
(Takashima et al, 2007; Miller, 2007; Uccelli et al, 2008). También se ha sugerido un origen
multiple de las MSC debido a que diferentes estructuras dseas se derivan de distintas capas
germinales. Por ejemplo, los huesos craneofaciales son generados del neuroectodermo,

mientras que los huesos axiales y apendiculares se derivan del mesodermo paraxial y lateral.

En el desarrollo temprano de los vertebrados la cresta neural se especifica a partir del
ectodermo embrionario. Una vez especificada, atraviesa un proceso de transicion epitelio-
mesénguima. Las células delaminan del pliegue neural y migran por diversas rutas para
diferenciarse en una variedad de tipos celulares, incluyendo neuronas, células de la glia del
sistema nervioso periférico, ademas de hueso y cartilago craneofaciales (Morikawa et al,
2009; Wislet-Gendebien et al, 2012).

En la MO adulta, una variedad de células mesenquimales regulan a las HSC. Isern y
cols. (2014) examinando la MO de huesos largos en ratones postnatales, mostraron que una
subpoblacion de MSC nestina negativas derivadas del mesodermo estan involucradas en la
osificacion endocondral, perdiendo su actividad de célula troncal en el proceso. En contraste,
una distinta poblacién de MSC caracterizadas por la expresion de nestina se desarrolla de la
cresta neural (el mismo grupo de células que dan origen a las células de sistema nervioso),
estas no contribuyen a la endocondrogénesis fetal, pero mantienen su troncalidad durante la
vida adulta y son un componente esencial del nicho de las HSC. Las MSC nestina positivas
son estrictamente perivasculares y se asocian con las HSC, constituyendo el denominado
nicho reticular (Figura 4). Este tipo de MSC se encuentra tipicamente en el parénquima de la
médula, y con menor frecuencia en el endostio. Ademas estan estrechamente asociadas con

las fibras adrenérgicas del sistema nervioso simpatico (Méndez-Ferrer et al, 2010; Ehninger
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y Trumpp, 2011; Saldivar-Santoyo et al, 2013). Omatsu y cols (2010) describieron una
poblacion de MSC productoras de la quimiosina SDF-1 (factor derivado del estroma) o
CXCL12, esencial para el “homing” y mantenimiento de las HSC, a la cual denominaron
célula reticular con abundante CXCL12 (CAR por sus siglas en inglés). Las CAR son mas
abundantes que las MSC nestina®, y se localizan en areas centrales de la médula o bien,
asociadas al endotelio sinusoidal (Figura 4) (Ehninger y Trumpp, 2011; Saldivar-Santoyo et
al, 2013).

MsC
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Figura 4. Localizacion de las MSC en la médula ésea. Tres tipos de nichos hematopoyéticos, el endosteal
(conteniendo osteoblastos), vascular (con células estromales perivasculares Lepr*) y reticular (conteniendo
células CAR y MSC nestina*) se han reportado en ratén y humano. Se aprecia la preferente localizacion

perivascular de las distintas subpoblaciones de MSC. Modificado de Takayanagi, 2012.
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Caracterizacion de las MSC

La morfologia de las MSC es muy heterogénea, mayoritariamente presentan una morfologia
fibroblastoide o fusiforme, y en una menor proporcion son células con morfologia romboide
(Flores-Figueroa et al, 2006). A la fecha no existe una molécula Unica que permita la
purificacion de este tipo celular. Los primeros marcadores de las MSC fueron propuestos en
un estudio realizado por Pittenger y cols. (1999), quienes también desarrollaron los primeros
ensayos robustos y reproducibles in vitro para demostrar la multipotencialidad de estas
células, diferenciandolas hacia hueso, cartilago y tejido adiposo. Estos marcadores incluian
a SH2 y SH3, anticuerpos que hoy se sabe reconocen a los antigenos CD105 (Endoglina) y
CD73 (Ecto-5 nucleotidasa), respectivamente (Flores-Figueroa et al, 2006; Boxall y Jones,
2012).

Debido a la heterogeneidad de los métodos de expansion y purificacion de estas
células, recientemente, la sociedad internacional para la terapia celular ha propuesto tres
criterios para definir la identidad de las MSC. Primeramente, deben ser células adherentes al
plastico mantenidas en métodos estandar de cultivo. Segundo, >95% de la poblacion debe
expresar CD105, CD73 y CD90, sumado a la ausencia (<2% de células positivas) del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase Il, marcadores de células del linaje
hematopoyético como CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD43, CD56, CD133, CD68, CD79a
0 CD19 y células endoteliales (CD31) y expresar bajos niveles de CMH-I. Finalmente, las
células deben ser capaces de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condrocitos
(Figura 5) (Dominici et al, 2006; Flores-Figueroa et al, 2006; Boxal y Jones, 2012).
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Figura 5. Caracterizacion de las MSC. En cultivo las MSC pueden ser aisladas de otros tipos celulares por su
adherencia a las cajas de cultivo pléasticas, fenotipo y diferenciacion in vitro en osteoblastos, adipocitos y

condrocitos. Modificado de Le Blanc y Mougiakakos, 2012.

Las MSC, a pesar de haber sido descritas inicialmente en la MO, también se
distribuyen en muchos otros érganos y tejidos fetales, perinatales y adultos. Entre ellos la
placenta, el liquido amnidtico, la sangre de cordon umbilical, los foliculos pilosos, el
endotelio, tejido adiposo, higado, bazo, pulmdn, madsculo, gelatina de Wharton, pulpa dental
e incluso cerebro (Si et al, 2011; Montesinos y Castro, 2011; Appaix et al, 2014).

Potencial uso de las MSC en medicina regenerativa

En comparacion con las ESC y otras células troncales tejido especificas, las MSC poseen
muchas ventajas para terapia celular debido a su facil acceso, pocas limitaciones éticas, alta
capacidad de expansion, amplio potencial de diferenciacion y efectos inmunomodulatorios.
Estudios recientes reportan que después del trasplante no inducen tumorigénesis ni otros
efectos adversos en pacientes, y se ha demostrado su sobrevivencia por hasta 137 meses
(Flores-Figueroa et al, 2006; Si et al, 2011; Shi et al, 2012).
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En la actualidad, las MSC se estan utilizando en numerosas pruebas clinicas en
distintas patologias. En 2013 se reportaron al menos 344 estudios clinicos, involucrando 42
enfermedades (Wei et al, 2013). Entre las principales estan la isquemia en corazon,
extremidades y cerebro, regeneracion pancreatica, enfermedades neurodegenerativas,
diabetes tipo |, esclerosis mdultiple, esclerosis lateral amiotrofica, cirrosis hepatica,
enfermedad injerto contra hospedero, artritis reumatoide, osteoartritis, osteogénesis
imperfecta, sindrome de Hurler, leucodistrofia metacromatica, anemia, asma, fallo renal
agudo, lupus, autismo, quemaduras Yy regeneracion de piel (Kassem et al, 2008; Salem et al,
2010; Si et al, 2011; Caplan y Correa, 2011; Shi et al, 2012). Es importante mencionar que
hasta el momento se han obtenido resultados contradictorios, ya que en algunos estudios se
ha observado mejoria clinica en los pacientes, pero en no otros (Montesinos y Castro 2011).

No obstante, las MSC despliegan diferentes propiedades bioldgicas que en conjunto
favorecen la reparacion de tejidos: i) potencial de diferenciacion, ii) secrecién de factores
tréficos, iii) capacidad de inmunoregulacion.

i) Numerosos estudios in vivo han mostrado la habilidad de las MSC para reconocer
tejidos dafiados, migrar e integrarse en el sitio, y finalmente diferenciarse, aunque en bajo
porcentaje, en células especificas de ese tejido. De igual modo, ensayos in vitro demuestran
que ademas de los linajes mesenquimales, las MSC estimuladas con citocinas o introduccién
de genes tienen la capacidad de diferenciarse no solo en tejidos del mesodermo, sino ademas
en derivados del ectodermo y endodermo, propiedad que se ha descrito como plasticidad.
Entre éstas se encuentran células endoteliales, células de musculo cardiaco y esquelético,
hepatocitos, células neuronales, células de la glia, células pancreéticas y células epiteliales
(Kuroda et al, 2011; Si et al, 2011, Montesinos y Castro, 2011).

i) El efecto trofico de las MSC, mediado por su migracion preferencial a sitios de lesion
y la produccién de factores y moléculas. Se ha observado que las MSC contribuyen a la
reparacion de los tejidos mediante interacciones célula-célula, o bien secretando un gran
namero de moléculas gue incluyen glucoproteinas solubles de matriz extracelular, factores

de crecimiento, citocinas y quimiocinas. Estos efectos pueden reducir la inflamacion,
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apoptosis y fibrosis, ademéas de estimular los mecanismos de regeneracion enddgena al
promover la proliferacion de células precursoras (da Silva-Meirelles et al, 2009; Si et al,
2011; Kuroda et al, 2011; van Velthoven et al, 2012). Los efectos troficos de las MSC se han
reportado en varios modelos de enfermedades, incluyendo infarto al miocardio, isquemia
cerebral y enfermedad de Parkinson. Dentro del amplio rango de factores producidos por las
MSC se encuentran factores neuroprotectores como BDNF, GDNF, SHH, NGF,
neuroregulina 1 o FGF2, ademas de factores pro-angiogénicos indispensables para la
reparacion tisular como VEGF-1 (Flores-Figueroa et al, 2006; Kuroda et al, 2011; Si et al,
2011; van Velthoven et al, 2012). Por lo anterior, se ha propuesto que las MSC actian como
fabricas de moléculas bioactivas que promueven y soportan la regeneracion natural en sitios

de dafio tisular (Caplan y Correa, 2011).

iii) Numerosos estudios han demostrado la capacidad inmunomodulatoria de las MSC
in vitro e in vivo. Estas células son capaces de regular la respuesta inmune innata y adaptativa
a traves del contacto célula-célula o la secrecion de diversos factores (Castro-Manrreza y
Montesinos, 2014). Las MSC pueden suprimir la activacion y proliferacion de linfocitos T,
B, y células NK, regular la funcién de las células cebadas, e interferir con la maduracién y
funcion de células dendriticas, ademas de reclutar y regular la funcién de monocitos y
macréfagos. En conjunto estos mecanismos favorecen la resolucion de la inflamacién vy el
dafo en los tejidos (Si et al, 2011; Le Blanc y Mougikakos, 2012; Shi et al, 2012). Sumado
a esto, las MSC presentan una baja expresion del complejo mayor de histocompatibilidad I,
asi como nula expresion de moléculas del CMH I1 (Salem et al, 2010; Montesinos y Castro,
2011).

Transdiferenciacion y plasticidad

Las células troncales adultas generalmente tienen un potencial de diferenciacion limitado, al
generar Unicamente células diferenciadas del tejido en el que residen. Sin embargo, las hBM-
MSC podrian representan un tipo excepcional de células troncales adultas. Se ha propuesto
que las MSC son células multipotentes que, ademas de diferenciarse en células del linaje

mesodérmico como hueso, cartilago, tejido adiposo y musculo, son capaces de dar lugar a
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linajes celulares del endodermo y ectodermo (Figura 6) (Petersen et al, 1999; Mezey et al,
2000; Harris et al, 2004; Tian et al, 2010; Gabr et al, 2015). Ademas, al inyectarse en un
blastocisto temprano, contribuyen a la mayoria de los tejidos somaticos (Jiang et al, 2002).
Se ha reportado la capacidad de transdiferenciacion (conversion de una célula de un linaje en
una célula de un linaje distinto) de las MSC en células epiteliales, hepatocitos, endotelio,
musculo cardiaco, células pancreaticas, neuronas y células de la glia (revisado en Kuroda et
al, 2011). Esta aun debatida capacidad de transdiferenciacion, podria tener un potencial
clinico inmenso en terapia de remplazo celular y medicina regenerativa. La diferenciacion
neural controlada de MSC podria convertirse en una importante fuente de células para terapia
en enfermedades neurodegenerativas, ya que éstas células son de mas facil acceso y
expansion que las NSC (Krabbe et al, 2005).
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Figura 6. Plasticidad de las MSC. Las células estromales mesenquimales (MSC) pueden diferenciarse en
células del linaje mesodérmico (tal como hueso, grasa, cartilago), pero se ha propuesto que también tienen el
potencial de diferenciarse en células de distinta linea germinal (endodermo y ectodermo). Modificado de Uccelli
et al, 2008.
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En general, la conversion de un tipo celular en otro se denomina metaplasia, y puede
incluir conversion entre células troncales o entre celulas diferenciadas. El término
transdiferenciacion originalmente era considerado un subtipo de metaplasia, describiendo el
cambio irreversible de células totalmente diferenciadas en células de otro linaje celular sin
pasar por un estado troncal o progenitor mas primitivo. Actualmente, el término
transdiferenciacion se utiliza también comdnmente para describir la capacidad de una célula
troncal de un linaje especifico para diferenciarse en un linaje celular distinto. Esta conlleva
la pérdida de marcadores y funciones del tejido original y la adquisicion de las caracteristicas
del tipo celular transdiferenciado. Este proceso puede ocurrir ya sea por mutaciones
somaticas, cambios epigenéticos, factores extracelulares o microambientales que median
cambios en la expresion genética (Tosh y Slack, 2002; Wagers y Weissman, 2004; Chia-
Ning et al, 2004; Krabbe et al, 2005; Thowfeequ et al, 2007; Eberhard y Tosh, 2008;
Montesinos y Castro, 2011; Sisakhtnezhad y Matin, 2012). La sugerida capacidad de
transdiferenciacion de las SSC dio origen al concepto de plasticidad. Este concepto sostiene
que el potencial de diferenciacion de las células troncales es flexible, permitiéndoles dar
origen a linajes celulares de otros tejidos o capas germinales en respuesta a sefiales del

microambiente (Wagers y Weissman, 2004).

La transdiferenciacion puede ocurrir por dos mecanismos. Por un lado se producen
cambios en la expresion genética de la célula, rediferenciandose sin mitosis. Por otro lado, la
transdiferenciacion involucra la desdiferenciacion de la célula, proliferacion y finalmente
diferenciacion (Sisakhtnezhad y Matin, 2012). Ademés, la transdiferenciacion puede
dividirse en natural e inducida. En la naturaleza esta ocurre durante el desarrollo y
regeneracion de algunos vertebrados e invertebrados. La transdiferenciacion inducida es una
tecnologia basada en manipulacion genética o tratamiento de las células in vitro con
componentes que promueven la conversion de un tipo celular en otro (Sisakhtnezhad y Matin,
2012).
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Transdiferenciacion in vitro e in vivo de MSC hacia el linaje neuroectodérmico

Muchos protocolos de induccidn neural han sido sugeridos durante los ultimos afios. En los
primeros estudios fueron utilizados diferentes medios de cultivo, suplementados con agentes
quimicos o farmacoldgicos (Woodbury et al, 2000; Sanchez-Ramos et al, 2000). En
posteriores reportes, las MSC son expuestas a factores neurotroficos o factores que favorecen
el crecimiento y diferenciacion neuronal (Tropel et al, 2006; Trzaska et al, 2007), o inducidas
a un fenotipo neural mediante transfeccion de genes (Koyhama et al, 2001; Dezawa et al,
2004). La induccion neural mediante co-cultivo con NSC o células gliales ha sido otra
aproximacion (Riveraet al, 2006; Wang et al, 2011). Mientras que, en otros estudios las MSC
son convertidas en estados multipotentes o pluripotentes, y luego inducidas a diferenciacién
en linajes neurales mediante factores neurotréficos (Hermann et al, 2004; Wislet-Gendebien
et al, 2005; Fu et al, 2008; Alexanian et al, 2008; Harris et al, 2012).

Sin embargo, el estudio de la diferenciacion neural de MSC se inicié con estudios in
vivo. El trasplante de MSC en animales de experimentacidn con el propésito de analizar su
integracioén y diferenciacion al linaje neural comenz6 en 1998. Azizi y cols. (1998) inyectaron
MSC humanas en el estriato de ratones, reportando su integracion, migracién y pérdida de
marcadores de células mesenquimales. Evidencia adicional fue presentada por Koppen
(1999), quien inyectando MSC en el ventriculo lateral de ratones reporta la migracién de las
células al cerebro frontal y cerebelo, y algunas de éstas fueron GFAP o NF positivas,
sugiriendo su diferenciacion en astrocitos y neuronas. La evidencia mas sélida acerca de la
capacidad de las MSC para diferenciarse en células neurales in vivo fue presentada por
Brazelton y cols. (2000) asi como por Mezey y cols. (2000). Ambos grupos, realizaron
trasplantes sistémicos en ratones de células derivadas de la MO marcadas genéticamente. Sus
resultados mostraron que las células trasplantadas migran al cerebro y asumen caracteristicas
de neuronas del SNC, expresando antigenos especificos de este linaje como NF-200, NeuN
o B tubulina clase III. Posteriormente, Mezey (2003) examinando muestras de cerebro post-
mortem de pacientes femeninos que recibieron trasplantes de MO de donadores de sexo
masculino, encontro en diversas regiones del cerebro la presencia de neuronas que presentan
el cromosoma Y, especialmente en el hipocampo y la corteza cerebral. No obstante, estas

evidencias han sido cuestionadas por algunos investigadores, quienes sugieren que las células
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supuestamente transdiferenciadas resultan de fusion entre las células del donador y las
neuronas del hospedero (Alvarez-Dolado et al, 2003). Més alla de los anélisis de injerto y
migracion, la administracion de MSC ha resultado en diversos grados de recuperacion
funcional en modelos de enfermedad de Huntington, Parkinson, esclerosis multiple,
esclerosis lateral amiotrofica, lesiones cerebrales traumaticas y dafio en la medula espinal y

sistema nervioso periférico (Maltman et al, 2011).

Por otra parte, un gran nimero de estudios in vitro sugieren que es posible derivar
células del SNC a partir de MSC, mediante la administracion de citocinas, inductores
quimicos, co-cultivo con células neurales o modificacion genética. Woodbury y cols. (2000)
fueron los primeros en mostrar que BM-MSC humanas y murinas pueden adoptar un fenotipo
neuronal, después de ser cultivadas en medio libre de suero con anisol hidroxi butilado
(BHA), dimetilsulfoxido o B-mercaptoetanol. Después de unas cuantas horas las células
mostraban morfologia neuronal y expresaban marcadores como nestina, TrkA y enolasa
especifica de neuronas (NSE). En ese mismo afio, Sdnchez-Ramos report6 la obtencion de
células positivas para la proteina nuclear especifica de neuronas (NeuN), GFAP y nestina, a
partir de MSC cultivadas en presencia de AR y EGF 6 BDNF, o bien, mediante co-cultivo
con células mesencefélicas de rat6n. Sin embargo, analisis mediante western blot mostraron
que estas proteinas estan constitutivamente presentes en las MSC y no eran inducidas por los
tratamientos (Sanchez-Ramos et al, 2000). Después de estos estudios, un gran numero de
grupos de investigacion independientes han reportado la diferenciacion neuronal de las MSC
in vitro. Deng et al. (2001) sugieren que la utilizacion de agentes que incrementan el AMPc
intracelular, como isobutilmetilxantina (IBMX) o dibutiril AMPc (dbAMPCc) provoca la
diferenciacion del 25% de MSC en células similares a neuronas. Sin embargo, recientes
hallazgos han puesto en duda si la utilizacion de agentes quimicos pueden llevar realmente a
la diferenciacién neuronal. Estudios posteriores han comprobado que la adquisicion de una
morfologia similar a la neuronal se debe a la retraccion del citoplasma célular, resultado de
la disrupcion del citoesqueleto de actina. Esta retraccion del citoplasma deja detras largos
procesos que asemejan a las neuritas, acompafado del incremento aberrante en la expresion
de proteinas neurales debido al estrés celular, o bien, a causa del incremento de antigeno por

unidad de area (Lu et al, 2004). Ademas, el tratamiento con estos agentes y toda una plétora
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de estresantes celulares como EDTA, citocalasina D, detergentes o agentes despolimerizantes
del citoesqueleto, generan cambios morfol6gicos y de expresion similares en MSC y otros
tipos celulares, como fibroblastos o células de adenocarcinoma prostatico (Neuhuber et al,
2004; Lu et al, 2004; Croft y Przyborski, 2005). Estos resultados cuestionan la confiabilidad
de la morfologia celular y un limitado nimero de genes para determinar el destino neural de

las células, por lo que surge la necesidad de evaluar otros criterios funcionales.

Distintas aproximaciones fueron desarrolladas por Koyhama et al. (2001), quienes
utilizando el agente desmetilante 5-azacitidina en medio suplementado con el factor de
crecimiento nervioso (NGF), BDNF y neurotrofina-3 (NT-3) reportaron la diferenciacion de
células similares a neuronas. No obstante, estas células expresaban tanto marcadores neurales
(NeuN, B-111 tubulina), como gliales (GFAP, Gal-C). Al mismo tiempo, este autor desarrolld
otro método de transdiferenciacion neural basado en la transfeccion del gen nogina
(antagonista de las BMPs). Como resultado, las células formaron estructuras similares a
neuroesferas, y en condiciones de adherencia a un sustrato se diferencian en células con

morfologia neuronal, responsivas a estimulos despolarizantes.

Un reporte mas reciente sobre la diferenciacion neural de MSC utilizando un
transgen, involucra el uso del dominio intracelular de Notch (NICD). Dezawa y cols. (2004)
demostraron la generacidn de neuronas a partir de MSC transfectadas con NICD, y cultivadas
con una combinacién de factores neurotréficos FGF, FSK, factor neurotrofico ciliar (CNTF),
seguido de GDNF. Estas células demuestran potencial de membrana, expresan los
marcadores MAP-2 e hidroxilasa de tirosina (TH), son aparentemente postmitdticas y

secretan dopamina.

Los actuales protocolos de induccion han cambiado del uso inicial de estresantes
quimicos, a la utilizacion de moléculas de sefializacion mas fisioldgicas, como factores
neurotroficos u otras citocinas, que provocan la conversibn de MSC a neuronas
(transdiferenciacion directa). Trzaska y cols. (2007) basandose en el papel que juegan SHH,
FGF8 y bFGF durante el desarrollo embrionario de las neuronas dopaminérgicas, reportaron

que el cultivo de BM-MSC humanas en medio Neurobasal con el suplemento B27 y
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utilizando un coctel de SHH, FGF8 y bFGF promueve la especificacion de un fenotipo
nauronal dopaminérgico post mitdtico, con una eficiencia de casi 70%. Las células
desarrollaron morfologia neuronal, expresando marcadores como TH, Tubulina B-II1 y
NeuN, ademas de la secrecion de dopamina de manera independiente de despolarizacion. No
obstante, una evaluacion mas profunda muestra que la distribucion intracelular de los
antigenos es distinta de la encontrada en neuronas adultas (Raedt et al, 2007). Mientras que,
Tropel (2006) sugiere que Unicamente el tratamiento con bFGF, provoca la adquisicion de
un fenotipo neuronal funcional, con caracteristicas de un estado temprano de diferenciacion.
Estas células presentan marcadores de neuronas inmaduras (NF, B-111 tubulina) y tienen la
capacidad de incrementar el calcio citosélico en presencia de neurotransmisores, como
glutamato o dopamina. Sumado a lo anterior, se han desarrollado diversos protocolos que
utilizan diferentes combinaciones de factores de crecimiento, reportando distintos resultados,

en ocasiones contradictorios.

Otra estrategia, desarrollada por Herman y cols. (2004), involucra la conversién de
MSC en células con caracteristicas de troncales y/o progenitoras neurales, utilizando
condiciones similares a las empleadas para la propagacion de NSC. Estas células son
cultivadas como estructuras similares a neuroesferas, expresan genes asociados al
neuroectodermo temprano tales como nestina, MS1 o SOX2, son capaces de auto-renovarse
y pueden ser subsecuentemente diferenciadas en neuronas, astroglia u oligodendroglia
(transdiferenciacion indirecta). En estas condiciones las MSC pierden su capacidad de
diferenciacion en linajes mesodermales, asi como la expresion de marcadores caracteristicos
de células mesenquimales; y en presencia de medio con suero, acido retinoico y BDNF tienen
el potencial de diferenciarse en células que expresan marcadores de neuronas maduras como
MAP2 o TH, o en astroglia (células GFAP") en presencia del factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF). Estrategias similares empleando distintos medios y factores de
crecimiento han sido utilizadas con éxito por diversos grupos de investigacion (Wislet-
Gendebien et al, 2005; Song et al, 2007; Alexanian et al, 2008; Fu et al, 2008; Yang et al,
2008; Harris et al, 2012; Heo et al, 2013; Huat et al, 2014). En muchos de estos estudios, se
ha sugerido que las MSC pueden ser dirigidas a un fenotipo neuronal completamente

diferenciado en co-cultivo con neuronas o astrocitos, o bien utilizando medio condicionado
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de astrocitos o células neuronales (Wislet-Gendebien et al, 2005; Song et al, 2007; Fu et al,
2008). Entre éstos destaca el realizado por Fu y cols. (2008), quienes generando neuroesferas
a partir de MSC y co-cultivandolas junto con astrocitos primarios, reportaron la
diferenciacion de estas células en GFAP™ (astrocitos), GalC* (oligodendrocitos) y B-IlI
tubulina® (neuronas); éstas Ultimas poseen procesos axonales y dendriticos, forman aparentes

sinapsis y son capaces de disparar potenciales de accion.

De manera adicional, algunos de estos estudios han mostrado la habilidad de las
neuronas derivadas de MSC para generar mejoras en aspectos histologicos y de
comportamiento en modelos animales de lesiones de médula espinal, golpe isquémico o
enfermedad de Parkinson (Alexanian et al, 2008; Yazdani et al, 2012; Wang et al, 2013).

A pesar de lo prometedor de estos resultados, los reportes algunas veces
contradictorios, han llevado a muchos a considerar este un fenémeno con una limitada
significancia bioldgica. Ademas, a la fecha no hay un estudio capaz de demostrar que las
neuronas derivadas de MSC cumplen con todos los criterios para ser consideradas células
neuronales. Estas deben ser post-mitéticas, polarizadas con un solo axén y mdaltiples
dendritas, capaces de disparar potenciales de accion, y comunicarse con otras neuronas
mediante sinapsis, esto ultimo requiriendo liberacion de neurotransmisores y presencia de

receptores de éstos (Reh, 2002).

Factores involucrados en la induccion neural durante el desarrollo embrionario y la

neurogénesis en el adulto

La neurogénesis es un proceso dindmicamente regulado por factores intrinsecos y
extrinsecos. Durante el desarrollo embrionario las células del neuroepitelio dentro del tubo
neural dan lugar a los tipos neurales diferenciados, produciendo primeramente neuronas, y
glia en estados tardios (Kintner, 2002). Por otro lado, la neurogénesis en el adulto persiste en
dos éareas especificas del cerebro: la zona subventricular (ZSV) y la zona subgranular (ZSG)
del giro dentado del hipocampo. En estas dos regiones, poblaciones de células troncales con

caracteristicas gliales generan progenitores amplificantes transitorios altamente
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proliferativos, que luego dan lugar a precursores neuronales o gliales destino-
comprometidos, los cuales migran a sus destinos finales y se diferencian en neuronas,

astroglia u oligodendroglia.

Los tipos celulares dentro del neuroepitelio neurogénico de SNC adulto presentan
ciertas similitudes con el neuroepitelio embrionario del que derivan. El destino de los
progenitores neuronales en el embridn y en el adulto, se encuentra dirigido por una familia
de factores de transcripcion pro-neurales llamados hélice-vuelta-hélice basicos (bHLH)
como Ascll, Neurogenina 2, Neuro-D1, Neuro-D2, Trbl y Trb2. Estos acttan de una manera
sucesiva, desde la proteina mas ampliamente pro-neural (Ascll) hasta las méas neuronales y
subtipo-especificas (Neuro-D1) (Pathania et al, 2010).

Los factores extracelulares también estdn implicados en la regulacion de la
neurogénesis en el SNC. Se ha demostrado que FGF: es importante para el mantenimiento
del pool de NSC. Este factor regula positivamente la proliferacién de precursores e
incrementa el numero de neuronas que migran de la ZSV al bulbo olfatorio. La via de
sefializacion de Wnt también esta implicada en el desarrollo de SNC, incluyendo la
formacion del tubo neural, y el desarrollo del cerebro medio. En la neurogénesis adulta la via
de Wnt se encuentra activa en la ZSG, y regula la proliferacion de neuroblastos y
diferenciacion neuronal (Faigle y Song, 2013). El factor neurotréfico ciliar (CNTF)
promueve la proliferacidon de progenitores neurales incrementando la expresion de NOTCH.
Mientras que, TGFo (un ligando endégeno de EGFR) incrementa la proliferacion de
progenitores, evitando la diferenciacion (Pathania et al, 2010; Zhao et al, 2008; Hagg, 2005).
Al mismo tiempo, el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) esta implicado en
potenciar la proliferacion y migraciéon en la ZSV. Ademas, la sefializacion de SHH se
requiere para el establecimiento de la poblacion de NSC. SHH es una proteina soluble
extracelular crucial en la regulacion de varios procesos durante el desarrollo del SNC, como
la diferenciacién de las neuronas en el cerebro anterior, de las neuronas dopaminérgicas en
el cerebro medio y la proliferacion de precursores de neuronas cerebelares (Faigle y Song,
2013). La activacion de la via de NOTCH por sus ligandos es requerida en células troncales

para mantener la auto-renovacion y prevenir la diferenciacion, ademas regula la salida del
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ciclo celular y destino de las NSC. Ademas, noggina, un antagonista de las BMPs, bloquea
la diferenciacion glial de NSC, favoreciendo la neuronal (Pathania et al, 2010). Las hormonas
que circulan por las regiones neurogénicas son también importantes para este proceso. Por
ejemplo, la hormona tiroidea incrementa la proliferacion de NSC, el efecto mitotico de IGF
aparentemente es mediado o facilitado por el estrégeno, mientras que la prolactina promueve

la proliferacion y diferenciacion neuronal en ZSV (Hagg, 2005).

Las etapas tardias de la neurogénesis comprenden la sobrevivencia, integracion
sinaptica y formacion dendritica. La fosforilacion de la proteina de union al elemento de
respuesta al AMP ciclico (CREB por sus siglas en inglés) dependiente de AMPc y PKA, es
importante en la sobrevivencia y arborizacion dendritica de neuroblastos (Pathania et al,
2010). Estas etapas ademas son dependientes de neurotrofinas, que juegan importantes roles
en el SNC en desarrollo y adulto. En mamiferos se han identificado cuatro: factor de
crecimiento nervioso (NGF), factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-
3y neurotrofina-4/5. Estas se unen a receptores tirosin cinasa conocidos como receptores Trk
(Faigle y Song, 2013). La sefializacion de BDNF es la méas extensamente estudiada, es
importante en la neurogénesis en el hipocampo y la ZSV, la formacion dendritica e
integracion sinéptica (Zhao et al, 2008; Pathania et al, 2010). Este factor actda reduciendo la
proliferacion e incrementando la diferenciacion y sobrevivencia de neuroblastos (Kintner,
2002). También, neurotransmisores como GABA y glutamato juegan un importante papel en
la neurogénesis, controlando procesos como proliferacion e integracion sinaptica, a través
del control de la sintesis y liberacion de factores de crecimiento o el control de la expresion
de factores de transcripcion; formando el enlace entre la actividad neuronal y la neurogénesis
(Pathania et al, 2010).
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Sistemas in vitro para el cultivo y expansion de células precursoras neurales

El sistema de cultivo de neuroesferas desarrollado por Reynolds y Weiss (1992) fue el
primero en demostrar la presencia de células en el cerebro adulto con caracteristicas de
celulas troncales. Ademas, se mantiene como un sistema Gtil para analizar la auto-renovacion,
proliferacion, y multipotencia de las células troncales y progenitoras neurales, en conjunto
denominadas células precursoras neurales (NPC) (en el presente estudio este término es
utilizado para describir colectivamente a una poblacion mixta que comprende a las células

troncales neurales y su progenie indiferenciada (Louis y Reynolds, 2013)).

El ensayo de neuroesferas toma ventaja de la capacidad de las NPC de evadir anoikis
(muerte celular inducida por la pérdida de uniones célula-matriz extracelular) y crecer
independientemente de anclaje. Utiliza un medio libre de suero, en ausencia de sustratos de
adhesion, suplementado con factor de crecimiento epidérmico (EGF) y/o factor de
crecimiento fibroblastico 2 (FGF2). En estas condiciones las células diferenciadas no son
capaces de sobrevivir, pero se permite la proliferacion de una pequefia poblacion de células
responsivas a los factores de crecimiento, que flotando en suspensién, generan agregados
celulares esferoides rodeados por matriz extracelular (Ahmed, 2009; Gorba et al, 2011;
Casarosa et al, 2013). Una neuroesfera puede ser disociada para formar esferas secundarias
mas numerosas (procedimiento que puede ser repetido para expandir una poblacion de NPC),
o ser inducida a diferenciacion generando los tres linajes celulares de SNC (Rietze y
Reynolds, 2006; Conti y Cattaneo, 2010).

Las neuroesferas y las células formadoras de neuroesferas son funcional y
morfolégicamente heterogéneas. Existen diferencias en tamafo, viabilidad y contenido
citoplasmico de las células. Aunado a ello, la localizacién de las células dentro de la
neuroesfera afecta su proliferacion, sobrevivencia, apoptosis y fagocitosis. Las células dentro
de una neuroesfera no estan sincronizadas, coexistiendo en diferentes fases del ciclo celular
(Bez et al, 2003). Durante el crecimiento de la neuroesfera ocurren divisiones simétricas y
asimetricas para auto-renovar a las NSC y producir una poblacion de progenitores neurales,
denominados progenitores transitorios amplificantes, que son mitéticamente muy activos y

representan la mayor parte de las células en una neuroesfera. Ademas se generan de células
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diferenciadas, que se encuentran generalmente en el centro de la neuroesfera (Baizabal et al,
2003; Conti y Cattaneo, 2010).

Se ha propuesto que la estructura tridimensional de las neuroesferas permite el
establecimiento de un nicho equivalente al compartimiento neurogénico in vivo, en
comparacion con los cultivos en 2D. Esto permite modelar un ambiente dinamico, tal como
concentraciones de pH, oxigeno, factores de crecimiento o nutrientes (Ahmed, 2009). Sin
embargo, es ampliamente aceptado que la complejidad del sistema de neuroesferas representa

un obstaculo para estudios bioquimicos y moleculares mas precisos (Casarosa et al, 2013).

La formacion de neuroesferas no es una propiedad Gnica de las NSC multipotentes.
Es posible obtener agregados similares a esferas a partir de progenitores astrociticos,
oligodendrociticos o neuronales, aunque poseen una capacidad proliferativa limitada y no

generan esferas secundarias (Baizabal et al, 2003).

De manera similar, se ha reportado la capacidad de proliferacién, auto-renovacion
sostenida y diferenciacion tripotencial en cultivos adherentes de NSC derivadas de tejido
primario del SNC (por ejemplo telencéfalo y espina dorsal) y ESC, en presencia de EGF y
FGF2 (Jensen et al, 2006; Glaser et al, 2007). Bajo éstas condiciones, las células se dividen
simétricamente, manteniendo su capacidad de diferenciacion tripotencial, indicando que los
cultivos en monocapa pueden reducir la heterogeneidad de las células neurales cultivadas, y
mantener poblaciones de NPC con un bajo componente de células diferenciadas (Glaser et
al, 2007; Conti y Cattaneo, 2010). Las células cultivadas bajo este procedimiento se han
denominado células NS (neural stem). Es posible que estas células representen a la poblacion

de NSC dentro de las neuroesferas (Casarosa et al, 2013).

En ambos sistemas de cultivo las NSC se comportan como células troncales
multipotentes, aunque poseen distinto potencial de diferenciacion. Por un lado, las células
expandidas en monocapa retienen la capacidad de diferenciarse in vitro en fenotipos de
neuronas especificas en una gran proporcion, aun después de expansion extensiva, pudiendo

también responder ante sefiales gliogénicas. Mientras que la diferenciacion de las
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neuroesferas muestra un potencial prevalentemente dirigido hacia astrocitos, con menos
eficiencia para producir fenotipos neuronales especificos después de pocos pasajes. (Baizabal
et al, 2003; Conti y Cattaneo, 2010; Casarosa et al, 2013).

Neuroesfera Monocapa

Oligodendrocitos

Astrocitos

Neuronas

Figura 7. Sistemas de cultivo, expansion y potencial de diferenciacion de células troncales/progenitoras

neurales. Modificado de Conti y Cattaneo, 2010.
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IV. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La biologia de las células troncales ha atraido considerable interés en los ultimos afios, en
parte debido a sus propiedades que potencialmente las vuelven una fuente ideal para la
implementacion de estrategias de remplazo celular. A pesar que las células troncales son una
gran promesa para el tratamiento de enfermedades del SNC, ain deben ser desarrollados

métodos para el enriquecimiento y produccion de células neurales funcionales.

Dentro de las células troncales, las NSC mantienen un tremendo potencial para su uso
en el tratamiento de desdrdenes neurolégicos. Se ha demostrado que NSC trasplantadas en el
cerebro adulto del raton son capaces de diferenciarse en neuronas y glia. Sin embargo, debido
a las dificultades asociadas con el aislamiento de NSC de pacientes, el uso terapéutico de
estas células es limitado. Aunque estas células pueden ser obtenidas a partir de fetos
humanos, ESC o iPSC, presentan diversas limitaciones de indole ético y/o técnico. Por estas
razones, es de suma importancia la identificacion de nuevas fuentes de células neurales con

potencial uso en terapia celular (Yang et al, 2008).

Las MSC aisladas de médula 6sea han adquirido un gran interés debido a su potencial
aplicacion en protocolos de terapia de remplazo celular en enfermedades neuroldgicas.
Estudios recientes han demostrado que esta poblacidn contiene progenitores mesenquimales
que, ademas de ser capaces de diferenciarse en linajes mesodérmicos in vitro e in vivo, poseen
el potencial de diferenciarse en linajes ecto y endodérmicos, incluyendo células con
caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de precursores neurales, asi como los diferentes
linajes diferenciados del SNC (Hermann et al, 2004; Yang et al, 2008). Lo anterior, sumado
a la facilidad de su obtencién a partir de aspirados de médula dsea, su gran capacidad de
expansion en cultivo, ademas de sus efectos tréficos, inmunomodulatorios anti-apoptoticos,
angiogénicos, neurogénicos y neuroprotectores han impulsado la utilizacién de MSC en

enfermedades neuroldgicas (Harris et al, 2012).

Sin embargo, la evidencia actual acerca de la transdiferenciacion de células no
neurales hacia este linaje no es un hecho totalmente comprobado (Hall et al, 2007). Otros

estudios han puesto en duda la aparente capacidad de transdiferenciacion de las hBM-MSC
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hacia el linaje neuroectodérmico. Actualmente, existe debate sobre si este fendmeno resulta
de una verdadera diferenciacion neural, o es un artefacto generado por la fusion celular,
encogimiento y retraccion en el citoesqueleto provocado por estrés, cambios morfolégicos
transitorios o expresion aberrante de genes neurales (Hermann et al, 2006; Chen et al, 2006;
Raedt et al, 2007). Estas controversias muestran la necesidad de mejorar y evaluar de una

manera mas rigurosa estos protocolos, antes que éste sea considerado un fendmeno real.

Por lo anterior, esta investigacion buscO determinar el potencial de
transdiferenciacion neural de las células estromales mesenquimales humanas de médula 6sea,
y definir posibles protocolos para generar NPC y/o neuronas a partir de estas células. Para
ello se evalud si las hBM-MSC cultivadas con medios y factores especificos adquieren las
principales caracteristicas de las células precursoras neurales, asi como su potencial de

diferenciacion hacia el linaje neuronal y/o glial.
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V. HIPOTESIS

Las hBM-MSC son células multipotentes con un potencial de transdiferenciacion hacia tipos
celulares de otras capas germinales, y se ha reportado que bajo condiciones especificas
adquieren propiedades que asemejan a las células troncales/progenitoras neurales, perdiendo
en el proceso las caracteristicas de su linaje de origen. Sin embargo, los resultados de los
protocolos son inconsistentes y usualmente no se evaltan todas las propiedades de las NPC.
Por lo anterior, es posible que las células generadas mediante estos protocolos de
transdiferenciacion no adquieran todas las caracteristicas para ser consideradas precursores

neurales.
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VI.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar si las hBM-MSC cultivadas en condiciones de induccion neural determinadas,

adquieren propiedades de células precursoras neurales.

Objetivos particulares

Determinar si las hBM-MSC, cultivadas en medios de NPC, modifican su
morfologia y/o son capaces de generar agregados en suspension similares a
neuroesferas, e identificar cambios de expresion en genes asociados al linaje

neural y el linaje mesenquimal.

Evaluar la capacidad de expansion de la poblacion, actividad del ciclo celular y

viabilidad de las MSC en las condiciones de induccion neural.
Evaluar el potencial de las hBM-MSC para generar células con morfologia y

marcadores neuronales y/o gliales, a partir de métodos de transdiferenciacién

directa e indirecta.
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VIl. DISENO EXPERIMENTAL

Cultivo y expansion de células estromales mesenquimales humanas

Las MSC obtenidas de médula 6sea de tres pacientes sanos fueron proporcionadas y
previamente caracterizadas por Montesinos et al. (2009). Las células se cultivaron en medio
DMEM bajo en glucosa (DMEM) (Gibco® BRL, Rockville, MD, USA) suplementado con
10 % de SFB, glutamina [2 mM] y 100 pg/mL de gentamicina, a una densidad de 3-5X10°
células/cm?, remplazando el medio cada 2 dias. Cuando las células alcanzaron el 80-90 % de
confluencia se realiz6 una resiembra. Para ello, las células se lavaron con PBS y se
despegaron de la placa adicionando tripsina 0.05%-EDTA 0.48 mM (Gibco®) incubando por
5 minutos a 37° C. Posteriormente la tripsina se inactivd con medio completo. Las células
fueron centrifugadas a 220 g durante 5 minutos y se sembraron en cajas de cultivo de 100
mm bajo las mismas condiciones, hasta un maximo de 8 resiembras (pasaje 8). En todas las
condiciones con o sin suero se afiadieron 50 U/mL de penicilina y 50 pg/mL de

estreptomicina.
Induccion neural de hBM-MSC

Las células se sembraron a una densidad de 1-1.5X10* células/cm? en placas de cultivo
estandar, o en placas de ultra baja adherencia (Corning, Costar, NY, USA), y se cultivaron

durante 9 dias en los siguientes medios especificos libres de suero:

1) Medio definido/B27 sin vitamina A (MD/B27): Medio DMEM/F-12,
Glutamax [1X], 25 pug/mL de insulina, 100 pg/mL de transferrina, progesterona [20
nM], putresina [60 pM], selenita de sodio 30 [nM], suplemento B27 libre de vitamina
A [1X] (Gibco®) y 20 ng/mL de los factores de crecimiento humanos EGF y bFGF
(Gibco®).

2) Medio NeuroCult™ NS-A Proliferation (humano): NeuroCult NS-A
Basal, 10% NeuroCult NS-A Proliferation supplement (STEMCELL
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TECHNOLOGIES, Vancouver, Canada), suplementado con 20 ng/mL de EGF y
bFGF (Gibco®).

Los factores de crecimiento EGF y bFGF fueron afiadidos cada 3 dias y la mitad del

medio fue remplazado al dia 6 de cultivo.

Diferenciacion neuronal

Los ensayos de diferenciacion se llevaron a cabo en protocolos de diferenciacion directa de
hBM-MSC (células cultivadas en medio con suero) o indirecta (células derivadas de cultivos
en medio de proliferacion de precursores neurales). Las células fueron cultivadas con medio
con suero, MD/B27 o NeuroCult, y posteriormente sembradas en cubreobjetos pre-tratados
con poli-D-lisina (50 pg/mL) y fibronectina (1 pg/mL) a una densidad de 0.5-2X10°

células/cm?. Se utilizaron 2 medios de diferenciacion libres de suero:

1) Medio Neurobasal/B27 (NB/B27): Neurobasal (Gibco®), suplemento B27 [1X]
(Gibco®).

2) Medio NeuroCult™ NS-A Differentiation (humano) (NeuroCult-D):
NeuroCult NS-A Basal, 10% NeuroCult NS-A Differentiation supplement
(STEMCELL TECHNOLOGIES).

Ambos medios fueron suplementados durante distintos tiempos con uno o mas de los

siguientes factores de crecimiento:

1) BDNF - Factor neurotrofico derivado del cerebro (Gibco):10 ng/mL
2) GDNF - Factor neurotrofico derivado de la glia (Gibco): 20 ng/mL
3) SHH - Sonic hedgehog (Gibco): 50 ng/mL

4) AR - Acido retinoico (Sigma Aldrich): 10 pM

5) PMF — Purmofamina (Sigma Aldrich) : 2.5 uM

6) FSK — Forskolina (Sigma Aldrich): 20 uM
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Las células fueron re-estimuladas con los factores de crecimiento correspondientes
cada 3 dias. Al mismo tiempo, como modelo de diferenciacién neuronal de células humanas

se utiliz6 la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y.

El tiempo y los factores especificos utilizados en cada protocolo de diferenciacion de

MSC, ya sea con medio NB/B27 o NeuroCult-D, se especifican a continuacion:

. l |
Dia [ |

AR + FSK BDNF + GDNF

AR + BDNF + GDNF + SHH

BDNF + GDNF

AR+SHH+FSK BDNF + GDNF + SHH

AR + PMF + BDNF + GDNF

Determinacién del nimero celular y viabilidad

El ndmero celular y la viabilidad se determinaron usando una camara de Neubauer vy el
colorante azul tripano. Se contaron las células vivas y muertas, determinandose la viabilidad
asi como el incremento en la poblacion, el cual fue calculado como la proporcion entre el

ndmero final/niimero inicial de células.

Visualizacion de células viables y necrdticas

Para marcar las células viables y necrdticas se utilizd Calceina AM (1 pM) (Life
technologies) y yoduro de propidio (2 pug/mL) respectivamente. Los nucleos fueron tefiidos
con Hoechst 33258 (4 pg/mL). Los fluoroforos se adicionaron directamente al medio de las
células y se incubaron por 30 minutos a 37° C. Las imagenes fueron obtenidas en un

microscopio de epi-fluorescencia Olympus IX71 utilizando el software QCapture Pro 6.0
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Inmunocitoquimica

Las células se colectaron, se resuspendieron en medio de cultivo y se colocaron en
cubreobjetos o placas de 96 pozos, ambos pre-tratados con poli-D-lisina (50 pg/mL) y
fibronectina (1 pg/mL). Dos horas después del plaqueo las células fueron fijadas con
PBS/paraformaldehido 4 % por 15 minutos, lavadas (3 veces, 5 min c¢/u) con PBS/0.1% BSA,
permeabilizadas/blogueadas con una solucion de PBS+0.1% BSA+10% suero de
cabra+0.3% de triton X-100 (1 hr a temperatura ambiente) e incubadas toda la noche a 4° C
con uno de los siguientes anticuerpos primarios: raton anti-nestina [1:500], conejo anti-Ki67
[1:50] (ambos de GeneTex), conejo anti MAP-2 [1:500], raton anti-f III tubulina [1:1000],
conejo anti-GFAP [1:100] (todos de SantaCruz Biotechnology), y raton anti-NeuN [1:50]
(Millipore). Posteriormente se lavaron (3 veces, 5 min c/u) con PBS/0.1% BSA y se
incubaron durante 1 hr con el anticuerpo secundario correspondiente: cabra anti-1gG de raton
conjugado a Alexa Fluor 488 o cabra anti-1gG de conejo conjugado a Alexa 568 (Molecular
Probes, Life Technologies). Los ndcleos se tifieron utilizando 2 pg/mL de Hoechst 33258
(Sigma-aldrich) diluido en PBS. Las microfotografias se obtuvieron mediante un
microscopio de epifluorescencia directa Olympus 1X71 con un objetivo 10X, usando el
software QCapture Pro 6.0 y se analizaron utilizando el software ImageJ. El porcentaje de
células positivas para cada marcador se determind en relacion al nimero total de ndcleos

teflidos con Hoechst. En un experimento tipico se contaron entre 500-1000 células.
Incorporacion de BrdU

La incorporacion de BrdU se determind afiadiendo un pulso de BrdU 10 uM durante las 72
horas previas al término del cultivo en tres distintos tiempos: dia 3, 6 y 9. Las células se
colectaron, se plaquearon en cubreobjetos o placas de 96 pozos (ambos pre-tratados con poli-
D-lisina y fibronectina), se fijaron y lavaron con PBS/0.1% BSA (3 veces, 5 min c/u), para
luego incubarse con una solucién de PBS + HCI 2N por 10 minutos a 37°C y se procesaron
mediante el protocolo de inmunocitoquimica previamente mencionado. Se utilizo el
anticuerpo primario rata anti-BrdU [1:100] (Accurate chemical OBT0030), y el anticuerpo
secundario cabra anti-lgG de rata Alexa Fluor 488 [1:200] (Molecular Probes, Life

Technologies) para visualizar la sefial.
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Extraccion de RNA

El RNA total de los cultivos se extrajo utilizando el RNeasy Mini Kit (Qiagen). Brevemente,
las células fueron lisadas con buffer RLT, el lisado homogeneizado con ayuda de columnas
de homogeneizacion QIlAshredder (Qiagen), centrifugando 2 min a 10000g. Un volumen de
etanol (70%) fue afiadido a la muestra, y ésta se transfirié a una columna RNeasy para ser
centrifugada (15 seg, 10000g). Los lavados se realizaron afiadiendo el buffer RW1 (2 veces)
y RPE, cada paso seguido de centrifugacion para eliminar el buffer de lavado (15 seg,
10000g). La muestra fue centrifugada (1 min, 12000g) y colectada en H-O libre de RNasas.
La concentracion de RNA en cada muestra se cuantificé en un espectrofotometro NanoDrop
(Thermo Scientific) a 260 nm. La pureza del RNA extraido fue determinada con la

proporcién 260 nm/280 nm.
Sintesis de cDNA

EI DNA complementario (cDNA) de cadena sencilla fue sintetizado a partir de 1 ug de RNA
utilizando el iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad Laboratories), en un termociclador Veriti
(Applied Biosystems). El tiempo de incubacién fue el siguiente: 25° C por 5 min, 42° C por
30 miny 85° C por 5 min.

Disefio de primers para qPCR

Las secuencias de los primers especificos humanos para qPCR fueron disefiadas utilizando
el software PrimerBlast, a partir de la secuencia de referencia (RefSeq) de cada gen. Se
consideraron los siguientes criterios: Amplificacion de al menos una unién exdn-exon,
tamafio del producto entre 50 a 200 pb, tamafio de los primers entre 18-30 bases, temperatura
de fusion de 55 a 60° C con una diferencia no mayor a 3° C entre el par de primers, contenido
de GC 40-60 %, ausencia de secuencias repetidas de 4 o méas nucledtidos, ausencia de un
residuo T en el extremo 3’, auto complementariedad menor a 6 en el extremo 5” y menor a 3

en el extremo 3°. Los primers se sintetizaron comercialmente (SigmaAldrich).
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Curvas de eficiencia de los primers

La eficiencia de cada primer se determind realizando 4 diluciones seriadas de una muestra
de cDNA (1:1, 1:4, 1:16, 1.64) extraido de células humanas positivas para un determinado
gen y realizando una gPCR en tiempo real. Se utilizo cDNA de BM-MSC, y de las lineas
celulares SY-SY5Y y H9. La eficiencia de cada para de primers se determiné a través de la
gréfica de la regresion semi-logaritmica del valor de C+ (ciclo umbral) promedio de cada
dilucion, contra el logaritmo de la dilucion empleada en ese punto. La pendiente resultante

fue tomada para calcular la eficiencia de amplificacion.

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de amplificacion de los primers se analizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa 2% en TBE tefiido con bromuro de etidio [0.5 pg/mL] para determinar la presencia
y tamafio de los productos. Ademas, la integridad del RNA extraido se analiz6 por
electroforesis no desnaturalizante en gel de agarosa 1%. El peso de los productos se identifico
con ayuda del marcador de peso molecular 1 KB Plus DNA Ladder (Invitrogen). Las
imagenes se obtuvieron utilizando el sistema AlphaDigidoc (Sigma Aldrich).

PCR cuantitativa en tiempo real

Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo en el sistema StepOnePlus (Applied Biosystems)
utilizando el SYBR Green PCR Kit (Qiagen). El siguiente programa de amplificacion fue
utilizado: Después de 5 min a 95° C, se realizaron 40 ciclos de gPCR con amplificacién de 2
pasos (desnaturalizacién a 95° C por 10 seg, alineacién/extensién 60° C por 30 seg), seguido
del analisis de curva de disociacion de los productos (95° C-15 seg, 60° C-1 min, 95° C-15
seQ). La eficiencia de los primers para cada gen fue 6ptima (90-100%). La expresion de los
genes fue normalizada en relacion a la proteina de unién a caja TATA (TBP). La
cuantificacion relativa de los niveles de expresion se realizd6 mediante el método de Pfaffl
(Pfaffl, 2001). Para todas las condiciones se realizaron al menos 3 experimentos

independientes.
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Andlisis estadisticos

Todos los resultados son reportados como la media £ ES de al menos 3 experimentos
independientes. La significancia estadistica se evalué utilizando la prueba de ANDEVA de
una via seguida de la prueba de Tukey para comparaciones entre multiples medias. Para
determinar el efecto e interaccion entre dos variables se utilizo un ANDEVA de 2 vias,
seguido de la prueba de Tukey. El software GraphPad Prism version 6 (La Jolla, CA, USA)
fue utilizado para todos los procedimientos estadisticos. Las diferencias fueron consideradas

significativas a p<0.05.
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VIll. RESULTADOS

Morfologia y generacion de agregados similares a neuroesferas de hBM-MSC
cultivadas en medios especificos

Para determinar la capacidad de las hBM-MSC de generar células con propiedades de NPC,
se probaron dos medios especificos libres de suero (MD/B27 o NeuroCult) suplementados
con los factores de crecimiento EGF y bFGF. Las células fueron sembradas con estos medios
en placas estandar, y ademas se utilizaron placas de ultra baja adherencia con el objetivo de
favorecer la formacion de agregados en suspension. En cada tipo de placa se adicion6 una

condicion con medio completo (DMEMY/SFB 10%) como condicién control.

Después de 9 dias de cultivo se observaron los cambios morfoldgicos inducidos por
las condiciones experimentales. Cuando las hBM-MSC se cultivaron en placas estandar con
SFB, los cultivos presentan células adherentes con morfologia fibroblastoide y un abundante
citoplasma, caracteristicas del linaje mesenquimal (Figura 8A). Mientras que, en las células
incubadas con los medios especificos se observan cambios morfoldgicos evidentes, las
células son méas pequefias y se distinguen principalmente células redondas que pueden
presentar pequefias prolongaciones, o bien células con citoplasma fusiforme vy
prolongaciones alargadas. Ademas, se observo la presencia de algunos agregados celulares
(Figura8B y C).

Cuando las células fueron cultivadas en las placas de baja adherencia, tanto en los
medios especificos como en el medio con SFB, se induce la generacion de agregados de
células en suspensién. En ambos medios libres de suero los agregados son regulares,
formados de células bien delimitadas, la mayoria de color translicido (Figura 8E y F). Sin
embargo, en la condicién con suero los agregados fueron compactos, de color obscuro y sin

una delimitacion clara entre las células (Figura 8D).
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Figura 8. Cambios morfoldgicos y generacion de agregados celulares en hBM-MSC cultivadas con medios
especificos. Las células se sembraron en placas estdndar o de ultra baja adherencia, y se cultivaron en medio
con suero o en los medios especificos MD/B27 o NeuroCult. Las imagenes fueron obtenidas después de 9 dias

de cultivo utilizando un microscopio Olympus IX71 con un objetivo 10 X. Barra de escala 100 pm.
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Incremento en el porcentaje de células positivas para el marcador nestina

Para evaluar si las células y los agregados generados presentan marcadores de precursores
neurales, se determind mediante inmunocitoquimica la reactividad y el porcentaje de células
positivas para nestina. Esta proteina es un componente de los filamentos intermedios, y uno

de los principales marcadores de celulas troncales y progenitoras neurales.

Tanto las células cultivadas en las placas de superficie estandar, como los agregados
generados en las placas de baja adherencia, presentaron reactividad para nestina en todos los
tratamientos. Sin embargo, esta reactividad fue baja en las condiciones con suero, e
incrementa en las células incubadas con los medios libres de suero (Figura 9). El porcentaje
de células nestina positivas en las placas estandar fue de 2.4 % en la condicion con SFB. Este
porcentaje increment6 a’56.4 %y a 63.9 % en MD/B27 y NeuroCult, respectivamente (Figura
10A). Las células cultivadas en placa de baja adherencia en medio con suero presentaron solo
un 6.6% de células nestina®, a pesar de su capacidad de formar agregados celulares en
suspension. En estas placas los medios especificos también incrementaron el porcentaje de
células nestina®. Las células cultivadas en MD/B27 presentaron un porcentaje de 62.81 %,
mientras en NeuroCult un 53.93 % (Figura 10B). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de células nestina® entre ambos medios libres

de suero en ambas superficies de cultivo.
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Figura 9. Imagenes representativas de la presencia de células nestina* en hBM-MSC cultivadas en medios
especificos. Después de 9 dias las células fueron plaqueadas sobre cubreobjetos y la reactividad a nestina se
detectd por inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo primario anti-nestina, seguido por el anticuerpo
secundario Alexa Fluor 488 (verde). Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst 33258. Las microfotografias
fueron tomadas mediante microscopia de epifluorescencia con un objetivo 10X en un microscopio Olympus
IX71. Barra de escala 100 pm.
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Figura 10. Porcentaje de células nestina* en hBM-MSC cultivadas en medios especificos libres de suero.
A) Porcentaje de células nestina* cultivadas en placa con superficie estdndar. B) Porcentaje de células nestina*
cultivadas en placas de baja adherencia. Las células y agregados fueron tripsinizados para ser procesados por
inmunocitoquimica y el nimero de células positivas para nestina se determind con relacion al niamero total de
nlcleos tefiidos con Hoechst. Las barras representan la media = ES de al menos 5 experimentos independientes.
Las diferencias significativas se determinaron mediante ANDEVA de 1 via seguido de la prueba de Tukey. (*
p < 0.01) comparado con hBM-MSC en medio con suero.
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Incremento dependiente del tiempo en el nimero de células positivas a nestina

Para determinar el incremento en las células positivas a nestina con respecto al tiempo de
cultivo, las hBM-MSC fueron incubadas en MD/B27 sobre placas de baja adherencia 6
NeuroCult en placas estandar durante 1, 3, 6 y 9 dias. Después de 24 horas no existe
incremento en este marcador en ninguno de los tratamientos. Al dia 3, el cultivo control se
mantiene con bajos porcentajes de células nestina®. Sin embargo, a este tiempo se observa un
incremento evidente en el porcentaje de células nestina® en ambos medios, MDB27 y
NeuroCult (21.4% y 17.4% respectivamente). En los subsecuentes dias, el porcentaje de
células nestina® continda incrementando en los medios especificos (Figura 11). Esta
respuesta gradual mostro que existe una interaccion entre el tiempo y el incremento en las
células positivas a nestina por los medios especificos. No se presentaron diferencias

significativas entre MD/B27 y NeuroCult a ningun tiempo.
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Figura 11. Evaluacion del curso temporal de células nestina* en hBM-MSC. Las células fueron cultivadas
en placa estandar con SFB o con los medios libres de suero. El porcentaje de células nestina* fue evaluado
mediante inmunocitoquimica a los dias 1, 3, 6 y 9. Los puntos representan la media + ES de al menos 4
experimentos independientes. Las diferencias significativas con respecto al cultivo control (*p< 0.01), asi como
la interaccion entre el tiempo y los tratamientos se determinaron mediante ANDEVA de 2 vias seguido de la

prueba de Tukey.
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Estandarizacién del analisis de cambios de expresion génica

Ademas de evaluar la presencia del marcador neural nestina, se determinaron por PCR
cuantitativa (QRT-PCR) los cambios en la expresion de genes relacionados al linaje neural y
al linaje mesenquimal. Para este fin, se disefiaron primers especificos, se realizo la curva de

efiencia correspondiente, y se selecciond el gen enddgeno mas adecuado.

Mediante el software Primer-BLAST se disefiaron oligonuclétidos especificos para
detectar genes expresados en células precursoras neurales y en células mesenquimales
humanas, ademas de genes cuya expresion se considera constitutiva (Tabla 1). Para cada par
de primers se realizé una curva de eficiencia, y se seleccionaron aquellos que presentaron
especificidad en la amplificacién, una eficiencia 6ptima (100 % + 10) y un coeficiente de
correlacion > 0.99 (Tabla 2; figura suplementaria 2 y 3). Fueron 15 los pares de primers
seleccionados: seis para genes constitutivos (TBP, GAPDH, B2M, HPRT1, ACTB y UBC), 4
para genes marcadores de células mesenquimales (FN1, CD105, CD90, CD73), 4 para
marcadores de células troncales/progenitoras neurales (NES, SOX2, MS1, NOTCHL1), ademas

de POUSF1, marcador de pluripotencia también conocido como OCTA4.
De los 6 genes constitutivos probados se seleccioné a TBP (TATA binding protein),

ya que mostrd la menor variacion de expresion entre la condicion control y los tratamientos
(Figura 12).
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Tabla 1. Primers disefiados para PCR cuantitativa en tiempo real.

GEN REFSEQ SECUENCIA (SENTIDO; ANTISENTIDO) TAMARNO DEL
PRODUCTO
(PB)
ACTB (Beta Actina) NM_001101.3 5’-CCGCGAGCACAGAGCC-3’ 72
5’-ATCATCCATGGTGAGCTGGC-3’
GAPDH (Gliceraldehido-3 fosfato NM_001256799.1 5’-ACCATCTTCCAGGAGCGAGA-3’ 71
deshidrogenasa, variante de transcrito 2) 5’-GACTCCACGACGTACTCAGC-3’
B2M (Beta-2 microglobulina) NM_004048.2 5’-GAGTATGCCTGCCGTGTGAA-3’ 101
5’-GCGGCATCTTCAAACCTCC-3’
HPRT1 (Hipoxantina fosforibosil NM_000194.2 5’-CCCTGGCGTCGTGATTAGTG-3’ 139
tranferasa 1) 5’-TCGAGCAAGACGTTCAGTCC-3’
GUSB (Glucoronidasa beta, variante de NM_000181.3 5’-TTCCTATGCCATCGTGTGGG-3’ 129
transcrito 1) 5’-ATAGTGATTCGGAGCCGGGA-3’
TBP (Proteina de union a caja TATA) NM_003194.4 5’-GCAAGGGTTTCTGGTTTGCC-3’ 80
5’-CAAGCCCTGAGCGTAAGGTG-3’
UBC (Ubiquitina C) NM_021009 5-TGGGTCGCAGTTCTTGTTTG-3’ 61
5’-CACGAAGATCTGCATTGTCAAG-3’
NES (Nestina) NM_006617.1 5’-CTCAGCTTTCAGGACCCCAAG-3’ 133
5-GCACAGGTGTCTCAAGGGTA-3’
SOX2 (SRY (Region determinante del sexo NM_003106.3 5’-CAGGAGTTGTCAAGGCAGAGA-3’ 75
Y) Box 2) 5’-GTCCTAGTCTTAAAGAGGCAGCA-3’
MS1 (Proteina de union a RNA musashi 1) NM_002442.3 5’-AAGAGATCCAGGGGTTTCGG-3’ 147
5’-AGTCACCATCTTGGGCTGTG-3’
CD133 (Prominina 1, variante de NM_006017.2 5’-TGGTACAGCCGCGTGATTTC-3’ 104
transcrito 1) 5’-ACCTAAGATTACAGTTTCTGGCTTG-
3
ASCL1 (Factor de transcripcion HLH 1 de NM_004316.3 5’-GGACTTTGGAAGCAGGGTGA-3’ 60
la familia achaete scute) 5’-CGCCACTGACAAGAAAGCAC-3’
NOTCH1 (Notch1) NM_017617.3 5’-CACGCTGACGGAGTACAAGT-3’ 56
5’-GGCACGATTTCCCTGACCA-3’
FN1 (Fibronectina 1) NM_212482.1 5’-GGGACTCAATCCAAATGCCTC-3’ 123
5’-TCTTCATCAGTGCCAACAGGA-3’
CD105 (Endoglina, variante de transcrito NM_00018.3 5’-CCTGACCTGTCTGGTTGCAC-3’ 126
2) (ENG) 5’-ACGCGTGTGCGAGTAGATG-3’
CD90 (Antigeno de superficie celular Thy NM_006288.3 5’-CAGCATCGCTCTCCTGCTAA-3’ 134
-1) (THY1) 5-ACTGGATGGGTGAACTGCTG-3’
CD73 (Ecto 5-nucleotidasa, variante de NM_002526.3 5’-GATGAACGCAACAATGGCACA-3’ 70
transcrito 1) (NT5E) 5’-CAAATGTGCCTCCAAAGGGC-3’
POU5F1 (Homeobox 1 POU clase 5) NM_002701.5 5’-GCAGCAGATCAGCCACATCG-3’ 60

(OCT4)

5’-CACACTCGGACCACATCCTTC-3’
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Tabla 2. Eficiencia de amplificacion, coeficiente de correlacion (R?) y especificidad de amplificacion de
los primers disefiados. La especificidad de cada par de primers fue determinada mediante electroforesis y la
curva de disociacion respectiva. La deteccidn de un solo producto del tamafio esperado, asi como la presencia
de un producto en la curva de disociacion se representan como (+/+), mientras que la ausencia de producto se

representa como (-).

GEN PENDIENTE DE EFICIENCIA DE R2 ESPECIFICIDAD DE
LA RECTA AMPLIFICACION AMPLIFICACION
ACTB (Actina Beta) -3.23 1.04 0.99 +/+
GAPDH (Gliceraldehido-3 fosfato -3.45 0.95 0.99 +/+
deshidrogenasa, variante de transcrito 2)
B2M (Beta-2 microglobulina) -3.33 0.97 0.99 +/+
HPRT1 (Hipoxantina fosforibosil tranferasa 1) -3.31 1.01 0.99 +/+
GUSB (Glucoronidasa beta, variante de -1.33 4.67 0.95 +/+
transcrito 1)
TBP (Proteina de union a caja TATA) -3.21 1.05 0.99 +/+
UBC (Ubiquitina C) -3.32 1.00 0.99 +/+
NES (Nestina) -3.48 1.01 0.99 +/+
SOX2 (SRY (Regidn determinante del sexo Y) -3.47 0.94 0.99 +/+
Box 2)

MS1 (Proteina de union a RNA musashi 1) -3.47 0.94 0.99 +/+
CD133 (Prominina 1, variante de transcrito 1) 1.45 -0.80 0.31 +/+
ASCL1 (Factor de transcripcion HLH 1 de la -2.66 1.38 0.69 -

familia achaete scute)

NOTCH1 -3.20 1.05 0.99 +/+

FN1 (Fibronectina 1) -3.18 1.06 1 +/+

CD105 (Endoglina, variante de transcrito 2) -3.24 1.04 0.99 +/+
(ENG)

CD90 (Antigeno de superficie celular Thy -1) -3.35 0.99 0.99 +/+
(THY1)

CD73 (Ecto 5-nucleotidasa, variante de -3.13 1.09 0.99 +/+

transcrito 1) (NT5E)
POUS5F1 (Homeobox 1 POU clase 5) (OCT4) -3.39 0.97 0.99 +/+
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Figura 12. Variacion en la expresion de los genes constitutivos debido a los tratamientos. Las células se
cultivaron en medios inductores (MD/B27 placa de baja adherencia y NeuroCult placa estandar), y se evalud el
cambio en la expresién de ambas condiciones con respecto a la condicion control mediante qPCR. Las barras

representan la media de ambas condiciones + ES de al menos 4 experimentos independientes.
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Cambios en la expresiéon de genes asociados a células precursoras neurales y a células
estromales mesenquimales

Con los parametros previamente establecidos, en primer lugar, se cuantificd la expresion
basal de los genes neurales y mesenquimales a evaluar. Las 3 muestras independientes de
hBM-MSC mostraron niveles de expresion similares. Los genes asociados al linaje
mesenqguimal tienen una alta expresion, en el siguiente orden: FN1> CD90> CD105> CD73.
Mientras que los niveles de los genes asociados a NPC son relativamente bajos (NES>
NOTCH1> SOX2> MS1> ASCL1> CD133). Ademas, las células expresan el marcador de
pluripotencia POU5F1, aunque a bajos niveles (Figura 13).

FN1
CD90
CD105
CD73
NES
NOTCH1
POUS5F1
S0X2
Ms1
ASCL1
CD133

Figura 13. Expresion basal relativa de genes del linaje neural y mesenquimal en las muestras de hBM-
MSC. Muestras de RNA de células control fueron extraidas y analizadas por gRT-PCR. La expresion relativa
de cada gen fue calculada con respecto a los niveles de expresién de TBP. El patron de colores fue asociado a
la expresion relativa mediante Microsoft Excel 2013. Rojo: Nivel de expresion baja. Verde: Nivel de expresion

alta.
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Para evaluar los cambios inducidos por los tratamientos en la expresion de los genes
mencionados, se seleccionaron las condiciones que presentaron el mayor porcentaje de
células nestina™ en ambos tipos de placa: NeuroCult en placas estandar y MD/B27 en placas

de ultra baja adherencia.

Después de 9 dias de cultivo ambos medios libres de suero incrementaron la
transcripcion de algunos genes caracteristicos de NPC en las hBM-MSC, especificamente
NES y SOX2. No se encontrd ningin cambio importante en la expresion de NOTCH, y se
observo una disminucion de MS1 en el medio NeuroCult. Al mismo tiempo, las células
incubadas en ambas condiciones presentaron una disminucion en CD90 y CD105, genes
asociados al linaje mesenquimal, con mayor magnitud en la condicibn MD/B27 baja
adherencia. No obstante, otros marcadores del linaje mesenquimal como FN1 y CD73,
mantienen o incrementan su expresion. La expresion de POU5SF1 se ve incrementada por

ambos tratamientos, especialmente MD/B27 en superficie no adherente (Figura 14).
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Figura 14. Expresion relativa de genes del linaje neural y mesenquimal en hBM-MSC cultivadas en
medios de induccion neural. Las muestras de RNA obtenidas de hBM-MSC cultivadas en medio control placa
estandar, MD/B27 placa de baja adherencia o NeuroCult placa estandar fueron procesadas por qRT-PCR. La
expresiéon de NES (Nestina), SOX2 (SRY Box 2), MS1 (Proteina de unién a RNA musashi 1), NOTCH1, FN1
(Fibronectina 1), CD105 (Endoglina), CD90 (Antigeno de superficie celular Thy-1), CD73 (Ecto 5-
nucleotidasa) y POU5F1 (Homeobox 1 POU clase 5) fue evaluada. Las veces de cambio en la expresion para
cada gen fueron calculadas por el método de Pfaffl después de la normalizacién con respecto a la expresion de

TBP. Los resultados representan la media + ES de al menos 4 experimentos independientes.

58



Analisis del ciclo celular y proliferacion

Con el objetivo de determinar si las células cultivadas en las condiciones libres de suero son
capaces de proliferar, manteniendo un ciclo celular activo, se evaluaron los siguientes
pardmetros: i) la proporcion de cambio en la poblacion al finalizar el cultivo con respecto al
namero inicial, ii) presencia de Ki67 e iii) incorporacién de BrdU.

El cambio en el numero celular fue evaluado como la relacion entre las células
iniciales y las células obtenidas al finalizar los 9 dias de cultivo. La hBM-MSC en la
condicidn control incrementaron el nimero celular en promedio 9.68 veces. Mientras que, en
las células cultivadas con los medios especificos, en ambos tipos de placa, la poblacion no
incrementd, pero se mantuvo cercana al namero inicial. Por el contrario, en medio con SFB
en las placas de baja adherencia el numero celular se ve notablemente disminuido,

obteniéndose solo el 18% del namero inicial (Figura 15).
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Figura 15. Proporcién final de incremento/disminucion del nimero de células. Las células se contaron y el
cambio en la poblacién al dia 9 fue determinado como la proporcidn final/inicial en el nimero celular. Las
diferencias significativas (* p<0.01) se determinaron mediante ANDEVA 1 via y por la prueba de Tukey con

respecto a las MSC cultivadas con suero en placas estandar.
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La actividad del ciclo celular se determin6 mediante la proteina nuclear Ki67,
presente en todas las fases del ciclo celular excepto en la fase GO, y las células que pasaron
por la fase S se evaluaron por la incorporacion de BrdU. Cultivos subconfluentes de hBM-
MSC presentaron células Ki67* y BrdU*, mientras que en los tratamientos solo se observé
un bajo porcentaje de células positivas (Figura 16A). El cultivo control al dia 3 mostré un
27.4% de células Ki67" y mas del 60% de BrdU*. Mientras que, en los tratamientos se
encontraron menos del 0.5% de células Ki67 positivas, y el porcentaje de células BrdU* fue

menor al 4%, aun evaluando a los 3, 6 0 9 dias (Figura 16B y C).
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Figura 16. Incorporacion de BrdU y presencia de Ki67. Las hBM-MSC fueron incubadas en condiciones
control, con MD/B27 en placa de baja adherencia o con NeuroCult en placa estandar. A) Microfotografias
representativas de la reactividad a BrdU (Alexa Fluor 488: verde) y Ki67 (Alexa Fluor 568: rojo). Los nlcleos
fueron marcados con Hoechst (Azul). B) Porcentaje de células positivas para Ki67 al dia 3. C) Porcentaje de
células BrdU* a los 3, 6 0 9 dias. Las diferencias significativas (* p<0.01) se determinaron mediante ANDEVA

1 viay y prueba de Tukey. Barra de escala 100um.
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Efecto de los tratamientos en la viabilidad de las hBM-MSC

La viabilidad en los tratamientos se evalud después de disgregar las células mediante el
ensayo de exclusion al azul tripano. Ademas, la viabilidad se determind in situ usando los
reactivos fluorescentes calceina AM y yoduro de propidio para detectar las células viables y

las células necrdticas, respectivamente.

Los resultados obtenidos del ensayo con azul tripano indicaron que la viabilidad no
se ve alterada de manera significativa por ninguna condicion, conservando valores de
alrededor del 90 % (Tabla 3). En las placas estandar la evaluacion in situ mostré que la
mayoria de las células fueron positivas para Calceina-AM y muy pocas presentaron
reactividad para yoduro de propidio (Figura 17A). Al evaluarse el porcentaje de células
necréticas no se encontraron diferencias significativas entre el control y los medios libres de
suero (Tabla 4).

Los agregados formados en las placas de baja adherencia mostraron reactividad para
calceina-AM, pero también se observaron células necréticas tanto en el cultivo con suero
como en ambos medios especificos (Figura 17B). Sin embargo, el nimero de células
necroticas por agregado fue significativamente mayor en las células cultivadas con SFB
(Tabla 4).

Tabla 3. Porcentaje de viabilidad al dia 9 evaluado por azul tripano en MSC cultivadas en medio con

suero o medios de induccion neural, en placa estandar o de baja adherencia.

VIABILIDAD (%)
(CELULAS EXCLUYENTES AL AZUL TRIPANO)

Placa estandar Placa de baja adherencia

SFB 935+1.8 87.2+29
MD/B27 93.7+1.7 96.1 £+ 0.5
NeuroCult 96.7+1.4 92.8+2.8
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especificos

Medios
especificos

Figura 17. Viabilidad y necrosis en hBM-MSC cultivadas en medios especificos. Iméagenes representativas

de células viables y necréticas evaluadas mediante calceina AM y yoduro de propidio respectivamente. Las
células se cultivaron en medio con suero o medios libres de suero (MD/B27 o NeuroCult) en A) placas de
superficie estandar o B) placas de ultra baja adherencia. La reactividad se visualiz6 en un microscopio de

epifluorescencia Olympus 1X71 con un objetivo 10X. Barra de escala 100 pm.

Tabla 4. Porcentaje de necrosis y numero de células necréticas por agregado in situ, evaluado mediante
yoduro de propidio. Diferencias significativas (* p< 0.01) con respecto al medio con suero se determinaron

mediante ANDEVA 1 via seguido de la prueba de Tukey.

NECROSIS IN SITU

Placa estandar Placa de baja adherencia
(Porcentaje de necrosis) (Células necréticas / agregado)
SFB 0.1+£0.1 62.42+1.9
MD/B27 6.2+3.1 11.57 £ 0.9*
NeuroCult 7.2+3.1 14.94 £ 3.77*
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Diferenciacion neuronal de hBM-MSC

Para evaluar la capacidad de transdiferenciacién neuronal de las hBM-MSC se utilizo el
medio neurobasal suplementado con B27 (NB/B27), y un medio especifico para la
diferenciacion de NPC humanas, denominado NeuroCult™ NS-A Differentiation
(NeuroCult-D). Ademas de los siguientes compuestos y factores neurotroficos, previamente
reportados en la induccion de la transdiferenciacion neural de MSC: &cido retinoico (AR),
purmofamina (PMF) un analogo de Shh, forskolina (FSK) un activador de la adenilato
ciclasa, el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el factor neurotréfico derivado
de la glia (GDNF).

Los tipos celulares generados se identificaron con anticuerpos que reconocen
marcadores de neuronas inmaduras (B-111 tubulina), neuronas maduras (MAP-2, NeuN) y
astrocitos (GFAP). La eficacia de los métodos de induccion y la especificidad de los
anticuerpos, fueron probadas induciendo la diferenciacion de la linea celular SH-SY5Y y con

neuronas maduras de hipocampo de raton.

Las células SH-SY5Y, una linea celular de neuroblastoma, presentaron reactividad
para B-I11 tubulina y MAP-2 (Figura 18A y B). La incubacion por 14 dias con NB/B27 y
BDNF, promovié la extensién de neuritas y un incremento en la reactividad a MAP-2
(Figuras 18C y D). A pesar del prolongado tiempo de cultivo, no se observaron células
positivas para el marcador de neuronas post-mitéticas NeuN (Figura 18D). Por lo que la
especificidad de este anticuerpo fue probada en cultivos de neuronas de hipocampo, en las
cuales si se encontro reactividad para este antigeno especifico del nucleo neuronal (Figura
18F). Finalmente, la especificidad del anticuerpo anti-GFAP fue determinada con la linea
celular de astrocitoma CCF-STTG1 (Figura 18E).
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Figura 18. Presencia especifica de marcadores de neuronas maduras, inmaduras y células gliales.
Microfotografias representativas de la presencia de de Tubulina B-111 y GFAP (A, Cy E), MAP-2 y NeuN (B,

Dy F), en las células SH-SY5Y control o diferenciadas, neuronas de hipocampo y celulas CCF-STTG1. La
reactividad a los marcadores se detectd por inmunocitoquimica utilizando los anticuerpos primarios anti-
Tubulina B-111, anti-GFAP, anti MAP-2 o anti-NeuN, seguido por los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488
(verde) para NeuN y Tubulina B-111 o Alexa 568 (rojo) para MAP-2 y GFAP. Los nucleos fueron tefiidos con
Hoechst. La reactividad se visualizd mediante microscopia de epifluorescencia con un objetivo 10X en un
microscopio Olympus IX71, con excepcién de las neuronas de hipocampo que fueron visualizadas en un

microscopio confocal F\V1000 con un objetivo 40X. Barra de escala 100 pm.
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La generacion de linajes neurales se llevo a cabo en las hBM-MSC cultivadas en
medio con suero (transdiferenciacion directa), y en las células pre-inducidas generadas con
el MD/B27 y el medio NeuroCult (transdiferenciacion indirecta), probandose distintas

combinaciones de factores.

Para determinar si los tratamientos inductores provocan citotoxicidad se evalud la
viabilidad de las células. Con la combinacion de AR, PMF, BDNF y GDNF se observo un
alto numero de células necrdticas, tanto en los protocolos de transdiferenciacion directa como
indirecta (Figura 19A y D). En los demas tratamientos la mayoria de las células se

mantuvieron viables durante el tiempo de cultivo (Figura 19B, C, E y F).

Para analizar los cambios morfologicos en las células se tom6 ventaja de la
fluorescencia emitida por la calceina. En los protocolos de transdiferenciacion directa no se
observaron cambios evidentes en la morfologia (Figura 19 A-C). En la diferenciacion
indirecta se observaron células con prolongaciones alargadas, estos cambios fueron mas
acentuados en presencia del medio NB/B27 (Figura 19 E y F). Los cambios en la morfologia
fueron similares en las células que provienen de los cultivos con MD/B27 y de NeuroCult

(dato no mostrado).
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Figura 19. Morfologia, viabilidad y necrosis de hBM-MSC en condiciones de diferenciacion neuronal.
Morfologia celular de hBM-MSC inducidas a diferenciacién neuronal mediante diferenciacion directa o previo
cultivo en MD/B27 baja adherencia y NeuroCult placa estandar. Las células fueron tratadas con el protocolo de
diferenciacion indicado en adherencia (PDL y fibronectina). Las imagenes fueron tomadas mediante un

microscopio de epifluorescencia Olympus 1X71. Barra de escala 100 pm.
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Posteriormente, se evaluo la presencia de marcadores neuronales y de células gliales.
En las hBM-MSC control no se observaron células positivas para 3-111 tubulina o para GFAP
(Figura 20A), mientras que al inducirse su transdiferenciacion se encontraron algunas células
con reactividad para B-111 tubulina, solo en los cultivos con medio NB/B27 adicionado con
BDNF y GDNF (Figura 19C). Las hBM-MSC incubadas previamente con NeuroCult (Figura
19D) o MD/B27 presentaron una ligera reactividad para B-I11 tubulina, y la induccion de
diferenciacion (diferenciacion indirecta) incremento la reactividad para este marcador, efecto
que fue mayor en medio NB/B27 con BDNF y GDNF (Figura 19 F). A pesar de que las
células cultivadas con medio NeuroCult-D incrementaron también la presencia de este
antigeno, el efecto fue menor que con NB/B27 (dato no mostrado). No se detectaron células
positivas para los marcadores de neuronas maduras MAP-2 y NeuN en ninguno de los
tratamientos, incluso en la condicion NB/B27 con BDNF y GDNF, la cual mostr6 la mayor
reactividad para B-I1l tubulina (Figura 21). Asimismo, no se observo reactividad para el

marcador de astrocitos GFAP (Figura 20).
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Figura 20. Transdiferenciacion neuronal de las células hBM-MSC inducida con NB/B27. La
diferenciacion hacia linajes neuronales fue inducida con medio NB/B27 en las hBM-MSC control cultivadas
con SFB (transdiferenciacion directa) (A-C), o en las hBM-MSC cultivadas por 9 dias con los medios
especificos MD/B27 o NeuroCult (transdiferenciacion indirecta) (D-F). La reactividad a tubulina B-111 y GFAP
se detectd por inmunocitoquimica en un microscopio Olympus 1X71 utilizando el anticuerpo Alexa Fluor 488

(verde). Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst. Barra de escala 100 pm.
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Figura 21. Ausencia de marcadores de neuronas maduras en hBM-MSC en condiciones de
transdiferenciacion neuronal. Imagenes representativas de la reactividad a las proteinas MAP-2 y NeuN en
hBM-MSC inducidas a diferenciacion neuronal con medio NB/B27 + BDNF + GDNF. La reactividad se detect6
por inmunocitoquimica empleando los anticuerpos Alexa Fluor 488 (verde) para NeuN y Alexa Fluor 568 (rojo)

para MAP-2. Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst. Barra de escala 100 pum.
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IX. DISCUSION

Existe un nimero creciente de reportes que afirman la generacion de células neurales in vivo
e in vitro a partir de MSC humanas o murinas, ya sea a través de citocinas, inductores
quimicos, co-cultivo con células neurales o modificacines genéticas més citocinas
(Woodbury et al 2000; Sanchez-Ramos et al, 2000; Hermann et al, 2004; Dezawa et al, 2004;
Tropel et al, 2006; Fu et al, 2008). Recientemente, estos resultados se han puesto en duda,
debido a que la mayoria de los estudios que demuestran la diferenciacion neural de MSC
basan sus conclusiones en la adopcion de morfologia neuronal y expresion de algunos genes
neurales. Ademas, estudios recientes han mostrado que células no neurales pueden extender
estructuras similares a dendritas a causa de alteraciones del citoesqueleto y expresar de

manera aberrante genes del linaje neural (Raedt et al, 2007; Rooney et al, 2009).

Con el objeto de investigar mas a fondo la capacidad de generacion de células
troncales/progenitoras neurales y/o neuronas diferenciadas a partir de células estromales
mesenguimales de médula 6sea humana (hBM-MSC) el presente estudio evalud si éstas
adquieren marcadores y morfologia de células del linaje neural, al ser cultivadas en
condiciones de induccidn, evaluando las principales caracteristicas funcionales de las NPC.
Para esto se determinaron los cambios en morfologia y/o generacion de agregados celulares
en suspension, los cambios de expresion en marcadores del linaje neural y mesenquimal, la
capacidad de expansion de la poblacion, actividad del ciclo celular, viabilidad, y el potencial

de diferenciacion en neuronas y células gliales.

Caracterizacion de las hBM-MSC

La muestras utilizadas en este estudio fueron previamente caracterizadas por
Montesinos et al. (2009), y se demostré que presentan la morfologia e inmunofenotipo
caracteristicos de las células estromales mesenquimales de médula 6sea humana. Son células
adherentes al plastico, con morfologia fibroblastoide o fusiforme, citoplasma abundante,
expresan altos niveles de CD90, CD105 y CD73 y poseen la capacidad de diferenciacién

adipogénica, osteogénica y condrogénica.
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Ademas, las hBM-MSC expresaron en baja proporcién algunos marcadores de células
inmaduras del linaje neural, tales como nestina o SOX2. También se ha reportado la
expresion de tubulina B-111, Neurogenina 2 o NeuroD1, mientras que marcadores de neuronas
maduras y células gliales como GFAP o MAP-2 se han encontrado expresados al incrementar
el nimero de pasajes. Aunque, este fendmeno podria indicar que las MSC mantienen la
habilidad de diferenciarse en células del linaje neuroectodérmico, como se ha sugerido,
también es posible que algunos de estos genes tengan alguna funcion en la fisiologia de las
BM-MSC en la MO (Krabbe et al, 2005; Hermann et al, 2006; Rooney et al, 2009; Méndez-
Ferrer et al, 2010). Se sabe que la MO esta inervada por tejido nervioso organizado en un
circuito llamado complejo neurorreticular, que permite a las células estromales recibir

sefiales de sistema nervioso y regular la hematopoyesis (Barzilay et al, 2009).

Por otra parte, se encontrd también la expresion del marcador POU5F1 (OCT4), cuya
expresion conjunta con SOX2 (otro regulador de la pluripotencia) ya sido reportada en hBM-
MSC, y se ha propuesto como evidencia de su capacidad de diferenciacion en células
derivadas de ectodermo y endodermo, ya que la expresion de estos factores de transcripcion
es necesaria para la pluripotencia de las ESC (Hermann et al, 2006; Hermann et al 2010).
Sin embargo, la expresion de SOX2 y OCT4 no es suficiente para considerar a las hBM-
MSC como pluripotentes, ya que estos factores de transcripcion generalmente no controlan
sus genes blanco de manera independiente, sino que actlan de manera coordinada junto con
otros factores como Nanog para mantener el programa transcripcional requerido para la
pluripotencia (Jaenisch y Young, 2008). Aunque, si se han identificado subpoblaciones de
células en la fraccion mesenquimal de la médula 6sea que presentan muchos otros
marcadores de ESC (Kucia et al, 2006; Kuroda et al, 2010). Por lo anterior, seria necesario

evaluar una mayor gama de genes relacionados con el circuito de pluripotencia.
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Transdiferenciacion neural de hBM-MSC

Marcadores del linaje neural y mesenquimal

En el presente estudio, las hBM-MSC cultivadas en medios libres de suero (MD/B27 y
NeuroCult) que favorecen la proliferacion de NPC, y en condiciones que evitan la adherencia,
son capaces de formar agregados celulares en suspension similares a las neuroesferas
generadas por las NSC, como se ha reportado en estudios previos (Herman et al, 2004;
Hermann et al, 2006; Fu et al, 2008; Harris et al, 2012; Huat et al, 2014). En este sentido, las
hBM-MSC son similares a otras células troncales/progenitoras que tienden a agregarse y
generar esferas cuando se cultivan en superficies no adherentes. De manera importante, se
demostrd que las hBM-MSC también forman agregados celulares en suspension cultivadas
con medio DMEM/SFB en superficie de baja adherencia. Sin embargo, los agregados en
medio con suero estuvieron conformados por células mas compactadas entre si y con un alto
porcentaje de necrosis, provocando que el numero celular disminuya drésticamente en
comparacion con células cultivadas en los medios especificos. Esto sugiere que las hBM-
MSC en ausencia de adherencia, son capaces de mantener la viabilidad como una respuesta
especifica a los factores de crecimiento y condiciones de induccién neural, aspecto que no
habia sido evaluado previamente. Ademas, cultivadas en placas estandar, las células exhiben
notables cambios morfoldgicos, adquiriendo forma alargada o redonda con protrusiones
citoplasmaticas elongadas, ademas de generar agregados celulares semi-adherentes o en
suspension. Este altimo es un comportamiento similar al observado en las NPC (Casarosa et
al, 2013).

Ademas de lo anterior, el presente estudio demostr6 que el incremento en nestina no
es dependiente de la formacion de agregados en suspensidon similares a neuroesferas.
Nuestros resultados muestran que, las hBM-MSC cultivadas en placas que evitan la
adherencia y en presencia de los medios y factores especificos, un gran porcentaje de las
células que forman los agregados expresaron nestina. Mientras que, cultivadas en placas con
superficie estandar se presentd un porcentaje similar de células nestina positivas. Es decir, el

incremento en la expresion de nestina no se ve afectado por el tipo de placa, por lo que no se
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requiere la generacion de estructuras esféricas en suspension como se ha sugerido
previamente (Hermann et al, 2004; Fu et al, 2008; Heo et al, 2013).

En este sentido, los agregados formados en medio con SFB no presentaron un
aumento significativo en la expresion de nestina. Lo anterior podria indicar que el incremento
en este marcador es provocado por el efecto de los factores de crecimiento junto con los
medios especificos. Este resultado contrasta con lo reportado por Wislet-Gendebien y cols.
(2003, 2005), quienes proponen que la expresion de nestina es una pre-condicion para la
formacion de agregados similares a neuroesferas. Una posible explicacion se ha propuesto
en estudios previos, en los cuales se sugiere que la presencia de suero reprime la expresion
de nestina (Wislet-Gendebien et al 2003; Croft y Przyborsky, 2006). No obstante, el
incremento de nestina en medio con suero se ha observado en otros estudios (Tondreau et al,
2004; Tropel et al, 2006). Entonces, este incremento puede estar mas relacionado al efecto
de los factores de crecimiento. Recientes estudios han demostrado que la exposicion a EGF
y FGF; puede alterar el fenotipo transcripcional y celular, induciendo la transcripcién de una
amplia gama de genes en células progenitoras neurales y MSC, lo que sugiere que éstos
factores de crecimiento pueden tener un papel crucial en la generacion de NPC in vitro (Conti
y Cattaneo, 2011; Huat et al, 2014).

Se demostr6 también el incremento en la expresion de nestina, a nivel de mMRNA y
proteina en las hBM-MSC tratadas con los medios y factores de crecimiento especificos,
consistentemente con un gran nimero de reportes previos. La expresion de nestina por las
MSC se ha considerado como marcador de la respuesta de progresion hacia el linaje neural
(Wislet-Gendebien et al, 2010). Durante el desarrollo del SNC las células en proliferacion
del neuroepitelio expresan nestina (acrénimo para proteina de células troncales
neuroepiteliales) (Lehndal et al, 1990). Este filamento intermedio es también expresado en
células troncales y progenitoras neurales en mamiferos adultos, y se ha utilizado para
identificarlas en cultivo (Lehndal et al, 1990; Bazan et al, 2004). La expresién de esta
proteina es especialmente importante, dado que la diferenciacion celular in vivo e in vitro
estd estrechamente conectada con cambios morfoldgicos basados en la remodelacién de los

filamentos intermedios (Wiese et al, 2004). Sumado al incremento de Nestina, las hBM-MSC
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en estas condiciones incrementan la expresion de SOX2, como se ha reportado también en
anteriores trabajos (Wislet-Gendebien, 2005; Heo et al, 2013). SOX2 es un factor de
transcripcion altamente expresado en el neuroepitelio durante el desarrollo embrionario, y
estd involucrado en el mantenimiento de la identidad en ESC y NSC, asi como en la
neurogénesis (Episkopou, 2005). Se ha identificado que las NSC en la zona subventricular y
el giro dentado del hipocampo marcadas como GFAP/Nestina positivas expresan también
SOX2 (Pevny y Nicolis, 2010).

Al mismo tiempo, las MSC en estas condiciones de induccion disminuyen la
expresion de dos importantes marcadores de las MSC: CD90 y CD105. Este fendbmeno es
similar a los resultados obtenidos en MSC cultivadas en distintos medios de cultivo libres de
suero con los mismos factores de crecimiento (Harris et al, 2012; Heo et al, 2013). Por ello,
esta disminucién de expresion puede estar mas relacionada con la respuesta a los factores
EGF y FGF,. CD105, también conocido como endoglina, es el receptor de TGF-p II1, el cual
estd potencialmente implicado durante la sefializacion de TGF-p en la diferenciacion
condrogeénica (Boxall y Jones, 2012). Mientras que, CD90 (Thy-1) es una glicoproteina de
adhesion célula-célula o célula-matriz extracelular. Juega un papel importante en sitios de
inflamacién al promover la activacion de linfocitos T, regula la migracion, fenotipo y
proliferacion de fibroblastos durante la curacion de heridas y fibrosis, estd implicada en el
crecimiento y diferenciacion de células troncales y se sabe que su expresion inhibe el
crecimiento de neuritas en células neurales (Rege y Hagood, 2006; Kisselbach et al, 2009;
Boxall y Jones, 2012). Por lo anterior, la disminucion en ambos marcadores sugiere la pérdida

de algunas caracteristicas del linaje mesenquimal y podria favorecer la diferenciacion neural.

Sin embargo, no se encontr6 un incremento en la expresion de los genes MS1
(Musashi 1) y NOTCH1, genes fuertemente expresados, aunque no exclusivos de NPC. MS1
es una proteina de union a RNA que se ha asociado con divisiones asimétricas de precursores
ectodermales. No es un gen especifico del SNC, ya que se ha encontrado en células basales
de las criptas del colon y células troncales mamarias, por lo que puede estar implicado en
funciones generales de las células troncales. MS1 estd ademas expresado en células

pluripotentes embrionarias y neuroblastos en proliferacion. Se ha reportado que Musashi y
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nestina no estan siempre coexpresados en NSC, sino que pueden representar distintas
poblaciones de progenitores neurales. (Bazan et al, 2004; Okano et al, 2005). Por otro lado,
NOTCH regula numerosos procesos del desarrollo en diferentes tejidos. En el SNC esta
implicado en las divisiones asimétricas en NSC, el mantenimiento del estado indiferenciado
de los progenitores neurales, asi como el balance entre gliogénesis y neurogénesis. Otra
evidencia sugiere que la activacion de NOTCH1 promueve la diferenciacion glial
(Hatakeyama y Kageyama, 2006; Zhou et al, 2010; Andersson et al, 2011; Hatakeyama et al,
2014). Por consiguiente, aunque no se haya encontrado un incremento en ambos genes, esto

no descarta la transdiferenciacién de las MSC.

De manera similar sucedié con los genes marcadores de células mesenquimales CD73
y FN1 (Fibronectina), en los cuales no se observé un cambio de expresion importante. CD73
es una 5’-ecto nucleotidasa involucrada en la diferenciacion osteogeénica, la interaccion de
las células estromales en la médula dsea, la migracion y la modulacion de la respuesta inmune
adaptativa. La reduccion en su expresion estd implicada en la condrogénesis, mientras que
su presencia se relaciona con una mayor osteogénesis (Boxall y Jones, 2012; Ode et al, 2013).
Ademas, recientemente se ha descrito que, durante los estados tempranos de la
reprogramacion de células diferenciadas a iPSC, CD73 es un marcador de las células que se
encuentran en estados intermedios de la reprogramacion, por lo que podria estar también
implicado en la plasticidad de las MSC (Lujan et al, 2015). Mientras que, FN1 es un
componente de la matriz extracelular, ampliamente utilizado como marcador del linaje
mesodermal, promueve la adhesion celular, migracion y organizacion del citoesqueleto, y
estd involucrada en el desarrollo de diversos tejidos, incluyendo el SNC, donde las NPC
también la producen (Lysy et al, 2007; Ahmed, 2009). Mutaciones en un alelo de este gen
durante el desarollo conducen a defectos en tejidos derivados del mesodermo y en el tubo
neural (George et al, 1993). Por consiguiente, esta evidencia sugiere que aunque las MSC
muestran un fenotipo que se asemeja a las NPC, atn conservan algunos signos de su origen

mesenquimal.

La relevancia del aumento en la expresion de antigenos neurales como indicador de

diferenciacion neural ha sido cuestionada por diversas razones. Se ha reportado que genes
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considerados marcadores de celulas troncales/progenitoras neurales se encuentran
expresados en MSC y otros tipos celulares (Woodbury et al, 2002; Tondreau et al, 2004;
Raedt el al, 2007). Ademas, algunos investigadores proponen que el incremento en la
expresion de marcadores neurales en MSC es resultado de estrés, causado por la ausencia de
suero o la adicién de agentes quimicos (Raedt et al, 2007). Por ultimo, recientes estudios han
demostrado que, gran parte de los protocolos de diferenciacion en los que las células
muestran morfologia neuronal y expresan marcadores de células neurales, son resultado de
cambios transitorios reversibles, que no representan una verdadera transdiferenciacion.
Frecuentemente estos cambios ocurren después de unas cuantas horas, por lo cual no son
consistentes con el desarrollo neural. Es poco probable que los cambios en la organizacion
celular y expresion génica que constituyen el compromiso de diferenciacion se logren
después de unas pocas horas de exposicion a las condiciones de induccion (Neuhuber et al,
2004; Croft y Przyborsky, 2006; Raedt et al, 2007; Rooney et al, 2009).

En relacidn a lo anterior, en esta investigacion se demostrd que el estrés causado por
la ausencia de suero, junto con la falta de anclaje, no promueve un aumento importante en la
expresion de nestina. Sino que se requiere la exposicion de las células a los factores de
crecimiento EGF y FGF,. Del mismo modo, un estudio realizado por Huat y cols. (2014)
demostré que en rBM-MSC cultivadas con medio libre de suero sin factores de crecimiento,
un bajo porcentaje de células expresan nestina, en comparacién con las células cultivadas en
el medio mas los factores de crecimiento EGF, FGF. e IGF. Aunado a ésto, en este estudio
no se utilizaron altas concentraciones de agentes quimicos (DMSO, B-ME) que puedan
provocar estrés a las células, descartando la expresion aberrante causada por este tipo de
agentes. Asimismo, nuestros resultados muestran que el aumento en la presencia de nestina
no ocurre de inmediato, sino que esta proteina se incrementd respecto al tiempo. Por otro
lado, a pesar que la nestina se encuentra en otros tipos celulares, incluidas las hBM-MSC,
esta se expresa en bajos niveles. Aungue a la fecha no existen marcadores definitivos para
NSC, el incremento de nestina junto con el de SOX2, dos de las principales moléculas
utilizadas como marcadores de células precursoras del SNC, sumado a la disminucién de

marcadores especificos de MSC, refuerza el concepto que el destino neural de las hBM-MSC
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es una consecuencia de un proceso de transdiferenciacion (Bazan et al, 2004; Wislet-
Gendebien et al 2005; Croft y Przyborsky, 2006; Ahmed, 2009).

Por otro lado, el marcador POUS5F1 se vio incrementado por la condiciones de
induccion neural, en especial durante la generacion de agregados esféricos. Con respecto a
esto, se ha propuesto que el cultivo en esferoides puede incrementar la multipotencialidad de
las MSC (Jing y Jian-Xiong, 2011). Asi, el incremento en la expresion de POUF51 podria

estar relacionado con este fenOmeno observado previamente.

Proliferacion y actividad del ciclo celular

La expresion de nestina, la habilidad de formar agregados en suspension, y la generacion de
células con marcadores de linajes neurales diferenciados se ha catalogado como fenotipo de
NPC, por lo que la mayor parte de los estudios no evallan otras caracteristicas de éstas
células, especialmente la proliferacion. En nuestras condiciones, las células tienen una baja
capacidad de expansion de la poblacion manteniéndose en la fase no proliferativa del ciclo
celular, como se demostrd por la ausencia de Ki67 y BrdU. Esto sugiere que las estructuras
similares a neuroesferas generadas son resultado principalmente de agregacion celular, y no
del proceso de proliferacion como ocurre con las NPC (Hernandez-Benitez et al, 2012;
Ramos-Mandujano et al, 2014). La generacién de esferas por agregacion ya ha sido
demostrada en condiciones de cultivo distintas mediante microscopia de lapso de tiempo por
Bartosh y cols., quienes ademas muestran que el tamafio de las esferas es dependiente del
namero de células iniciales (2010). Entonces, las hBM-MSC no poseen la capacidad de
proliferacion de los precursores neurales. Este efecto de los medios libres de suero sobre la
proliferacion contrasta con lo reportado por algunos estudios previos (Hermann et al, 2004;
Fu et al, 2008; Harris et al, 2012) y al mismo tiempo es consistente con otros (Heo et al,
2013).

Dentro de las pocas investigaciones previas que evalian la proliferacion se
encuentran las realizadas por Herman et al (2004, 2006), Song et al (2007), Fu et al (2008) y

mas recientemente Heo et al (2013). Los estudios de Hermann y Fu muestran que, en medios
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de celulas progenitoras neurales con los factores EGF y FGF,, las hBM-MSC son
clonogénicas, capaces de auto-renovarse y proliferar a tasas comparables con las NSC. En
ambos estudios se determind la capacidad de autorenovacion de las células formadoras de
neuroesferas utilizando ensayos de baja densidad, reportandose la generacion un agregado a
partir de diluciones de 1 sola célula. Asimismo, Herman et al. (2004) reporta un tiempo de
doblaje de 2.6 dias, generando 1.6X108 NSC a partir de 1X10°% MSC. Sin embargo, estos
estudios evalGan Unicamente el nimero celular, y no la presencia de marcadores de ciclo
celular como Ki67 o BrdU. Se sabe que factores adicionales como la densidad celular,
distribucion espacial de las células, componentes solidos en el cultivo (como componentes
del sustrato) influyen en la fisiologia de las MSC (Gregory et al, 2005). Los estudios de
Hermann y Fu utilizan una muy alta densidad celular durante la generacién de NPC (1-2X10°
células/cm?), esto podria explicar en parte algunas de las diferencias observadas con la actual
investigacion. Cabe resaltar que en un posterior estudio, Hermann y cols. (2010) reportan los
cambios de expresion en Ki67 por gRT-PCR durante la induccion de hBM-MSC hacia NSC,
en donde se muestra una disminucion de mas de 10 veces en la transcripcion de este gen con
respecto a las mismas células en medio con suero, lo cual no corresponde con las células
altamente proliferativas que aseguran obtener en estudios previos. Por otro lado, en el trabajo
realizado por Heo et al (2013), en condiciones similares a los estudios previos, las hBM-
MSC no incrementan su namero celular y son negativas para la proteina Ki67. Muy similar
a lo encontrado en esta investigacion. En otros reportes como el de Song et al. (2007), las
MSC son expandidas en medio con suero después de haber sido cultivadas en medios de
precursores neurales, 1o que indica que no son capaces de proliferar en estas condiciones. No
obstante, el uso de sistemas de cultivo que no utilicen SFB es necesario para el uso de células
expandidas in vitro en terapia celular (Raedt et al, 2009). En otros estudios el incremento en
tamano de las neuroesferas se ha considerado como un indicador de proliferacion (Huat et al,
2014). No obstante, la generacion de neuroesferas, junto con el incremento en el tamafio de
éstas no puede considerarse una medida de la proliferacion celular. Se sabe que las NSC
cultivadas a altas densidades pueden agregarse entre ellas, lo que provoca la generacion de

neuroesferas grandes en pocos dias de cultivo (Ahmed, 2009; Pastrana et al, 2011).
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Asimismo, un gran ndmero de estudios relacionados no solo con la
trandsiferenciacion neural, sino con la generacion de agregados en suspension a partir de
MSC (mesesferas) en distintas condiciones, ya sea en placas no adherentes o cultivos en gota
colgante, demuestran la baja o nula proliferacion de las MSC en estas condiciones (Bartosh
et al, 2010; Kuroda et al, 2010; Baraniak y McDevitt, 2012; Bartosh et al, 2013). Bartosh et
al. (2010 y 2013) mostraron mediante microarreglos que hBM-MSC cultivadas como esferas
presentan una regulacion negativa en genes de proliferacion celular, mientras que Baraniak
y McDevitt, estudiando rBM-MSC encontraron una poblaciéon menor al 5% de células BrdU™*
incluso después de 7 dias en cultivo en suspension. Ademas, Kuroda y cols. (2010) aislando
células positivas para marcadores de pluripotencia a partir de BM-MSC, reportan la ausencia
de proliferacion en cultivos en suspensién. Por lo anterior, son necesarios estudios méas a
fondo replicando los protocolos usados por Hermann (2004; 2006) y Fu (2008) para
determinar si las hBM-MSC poseen o no la capacidad de proliferacion al ser inducidas a
NPC.

El modelo predominante de desarrollo y diferenciacion involucra la division de
células multipotentes, generando progresivamente precursores y  progenitores
comprometidos a linajes especificos. Es decir, las células alcanzan un estado terminalmente
diferenciado después de una secuencia de estados separados por divisiones celulares
(Beresford, 1990). Por lo anterior, se considera que la mitosis seguida de la salida del ciclo
celular preceden obligatoriamente el compromiso y diferenciacion (Mufioz-Elias et al, 2003).
Sin embargo, nuestros resultados indican que ésta transdiferenciacién parcial de las MSC
puede ocurrir en la ausencia de mitosis. Existen algunos ejemplos que la division celular no
es requerida para la transdiferenciacion. Esto ocurre durante la conversion de células Y
intestinales a motoneuronas PDA en C. elegans, células de soporte epitelial a células ciliadas
sensoriales en aves y ratones, y en la transdiferenciacion pancreéatica-hepatica o la conversién
de células retinales en epitelio del cristalino (Beresford, 1990; Opas y Dziak, 1998; Tosh y
Slack, 2002; Sisakhtnezhad y Matin, 2012; Benton et al, 2014 Corbett y Tosh, 2014).
Entonces, la ausencia de division celular no descarta completamente el proceso de

transdiferenciacion.
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Potencial de diferenciacion en linajes del SNC

La validez de la transdiferenciacion hacia neuronas in vitro de MSC se ha puesto en
controversia recientemente, especialmente mediante métodos quimicos. Se ha encontrado
que los répidos efectos que generan morfologia neuronal a causa de la exposicion a quimicos
como DMSO o B-ME resultan de artefactos debidos a toxicidad celular, disrupcion del
citoesqueleto y retraccion del citoplasma (Lu et al, 2004; Neuhuber et al, 2005; Croft y
Przyborski, 2006). Ademas, se ha sugerido también que la rapida pérdida y ganancia en la
morfologia de las células es resultado de un efecto transitorio, revirtiéndose a su morfologia
original después de 24 hrs, o al retirar las células del medio de induccién, indicando que no
es un proceso de diferenciacion fisioldgico (Krabbe et al, 2005; Rooney et al, 2009). De igual
manera se ha encontrado que la distribucion intracelular de los antigenos neurales en
ocasiones es distinta a la observada en neuronas maduras (Raedt et al, 2006; Krabbe et al,
2005). Sin embargo, los métodos de diferenciacion neuronal basados en factores de
crecimiento han mostrado resultados prometedores (Khoo et al, 2011). Se ha sugerido que la
exitosa diferenciacion de MSC hacia el linaje neuronal podria requerir la dediferenciacion
inicial a un estado méas temprano, seguido de la exposicién a condiciones de diferenciacion
(Hermann et al, 2004; Hermann et al, 2006; Rooney et al, 2009).

En este sentido, la actual investigacion demuestra que Unicamente el protocolo de
transdiferenciacion indirecta, en el cual se generan células con caracteristicas de precursores
neurales seguido de la diferenciacion terminal, provoca el surgimiento de células con
morfologia neuronal, las cuales presentan prolongaciones similares a neuritas y un
incremento en el marcador de neuronas inmaduras tubulina B-111. En concordancia con estos
resultados, se ha sugerido que la diferenciacion de MSC in vitro, especialmente hacia linajes
no mesenquimales, es regulada por un mecanismo de dos etapas, involucrando factores
precondicionantes en el microambiente de cultivo, los cuales son seguidos por la respuesta a
los factores de diferenciacion (Gregory et al, 2005; Herman et al, 2006). Ademas, el
requerimiento de tiempos prolongados de exposicion a las condiciones de diferenciacion,
muestra que este no es un proceso rapido como en estudios previos. Aunado a ello, se
demostro que las células que sufren los cambios morfoldgicos se conservan viables. Sin

embargo, la ausencia de marcadores de células gliales en los protocolos de diferenciacion
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refuerza la idea que el cultivo de MSC en condiciones de NPC induce una transdiferenciacion
incompleta hacia el linaje neural, ya que estas células son incapaces de generar los 3 linajes
celulares del SNC, como lo hacen las NSC (Hernandez-Benitez et al, 2012).

Sin embargo, empleando factores de crecimiento utilizados para inducir la
diferenciacion neuronal en NSC no se lograron generar células que expresen los marcadores
de neuronas maduras MAP-2 y NeuN. Por lo que posiblemente, bajo estas condiciones, las
células similares a neuronas derivadas de MSC no pueden alcanzar un estado neural
terminalmente diferenciado. El anterior resultado puede explicarse debido a que la formacion
de células especializadas requiere de ambientes (nichos) especificos. Estos nichos consisten
de factores solubles e interacciones célula-célula que pueden activar vias de sefializacion
especificas, ademas de componentes de la matriz extracelular y la distribucion espacial de
las células (Gregory et al, 2005; Graf, 2011). Por ejemplo, los astrocitos producen una
variedad de factores solubles y asociados a membrana que influencian el desarrollo del SNC
(Fu et al, 2008). Entonces, posiblemente sea necesaria la utilizacion de métodos de co-cultivo
con células gliales para generar células con un fenotipo totalmente diferenciado, como se ha
reportado por Fu et al. (2008) y Wislet-Gendebien et al. (2005). Utilizando estrategias de co-
cultivo con células gliales o neuronales, se ha logrado diferenciar células con caracteristicas
de neuronas a partir de precursores neurales derivados de MSC. Estas generan potenciales de
accion, forman sinapsis y secretan neurotransmisores (Fu et al, 2008; Wislet-Gendebien et
al, 2005). Ademas, la manipulacion de moléculas de superficie o sustratos de cultivo ha sido
otra aproximacion para la diferenciacion neuronal de MSC. Lee et al (2014) mostraron que
MSC cultivadas sobre geles suaves (0.5 KPa) expresan elevados marcadores neurogénicos,
mientras que los platos de cultivo pueden tener una rigidez de >10* KPa (Wang, 2014). En
linea con este resultado, se ha demostrado que la rigidez de la matriz celular puede regular el
balance entre la osteogénesis y adipogénesis en MSC. Mientras que la derivacion de neuronas
motoras a partir de iPSC incrementa su eficiencia en sustratos suaves (1-5 KPa) (Sun et al,
2014); lo cual concuerda con lo reportado por Lee y cols (2014). Estos fenémenos de
mecanotransduccion en MSC e iPSC son regulados por la sefializacion de HIPPO/YAP-TAZ
(Sun et al, 2014).
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En el presente estudio no se caracterizo electrofisiologicamente las células generadas.
Sin embargo, a la fecha ningln estudio ha mostrado la presencia de receptores funcionales
para neurotransmisores en células similares a neuronas derivadas de médula 6sea, y se ha
comprobado que, aunque estas poseen propiedades electrofisioldgicas, sus propiedades son
atipicas comparadas con neuronas primarias (Croft y Przyborski, 2006). Ademas, las células
no expresan la totalidad de los marcadores neuronales encontrados en neuronas derivadas de
NSC (Raedt et al, 2006). Por lo anterior, en el presente y anteriores estudios, las aparentes
neuronas derivadas de MSC adquieren algunas, pero no todas las caracteristicas de las células

neuronales, por lo que no cumplen todos los criterios para ser definidas como tal.
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X. CONCLUSIONES

e Las hBM-MSC en condiciones de induccién neural presentan cambios morfoldgicos
y generan agregados en suspension similares a neuroesferas. Este proceso es
acompariado de un incremento en los marcadores de precursores neurales nestina y
SOX2, asi como una disminucién en los marcadores del linaje mesenquimal CD90 y
CD105.

e Enpresencia de los medios y factores especificos, las células mantienen la viabilidad,

pero presentan una limitada capacidad de proliferacion.

e Unicamente con los protocolos de diferenciacion indirecta, las células mesenquimales
tienen el potencial de diferenciarse en células con morfologia similar a las neuronas

inmaduras, positivas para el marcador de neuroblastos -I11 tubulina.

Por lo tanto, esta investigacion muestra que en condiciones de cultivo de NPC, las hBM-
MSC son capaces de adquirir algunas de las caracteristicas fisioldgicas de las células
precursoras neurales, pero no poseen todas las propiedades de éstas células, por lo que su

potencial de transdiferenciacion hacia un fenotipo troncal/progenitor neural es parcial.
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XIl.  INFORMACION SUPLEMENTARIA
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Figura suplementaria 1. Integridad del RNA extraido. Imagen representativa de electroforesis en gel de
agarosa 1% no desnaturalizante de RNA aislado de MSC cultivadas en medio DMEM SFB 10% y medios de
precursores neurales (MD/B27 en placa de baja adherencia y NeuroCult en placa normal). La proporcion de la
intensidad de las bandas de rRNA (RNA ribosomal) 28s (5034 bases) y 18s (1870 bases) es alrededor de 2.7,
indicador su integridad. Aunado a esto la ausencia de productos de pequefio tamafio demuestra la pureza e
integridad del RNA. Este fue tefiido mediante bromuro de etidio y las imagenes se obtuvieron en un
espectrofotometro con luz UV. EI tamafio de los productos se identific6 mediante el marcador de peso
molecular 1 KB DNA Ladder.
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Genes constitutivos
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Figura suplementaria 2. Productos de amplificacion de gPCR de los primers especificos para genes
constitutivos, marcadores de células precursoras neurales y células mesenquimales. Los productos fueron
detectados después de la amplificacién por PCR mediante electroforesis en gel de agarosa 2% tefiido con
bromuro de etidio. Las imagenes fueron observadas en un espectrofotometro con luz UV. EIl tamafio de los

productos fue identificado mediante el marcador de peso molecular 1 KB DNA Ladder (Marcador PM).
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Figura suplementaria 3. Curvas de disociacion de los productos de PCR. Los productos de los primers
para genes especificos humanos especificados en la tabla 3 se amplificaron mediante PCR vy se realiz6 la curva

de disociacién en el sistema StepOnePlus (95° C-15 seg, 60° C-1 min, 95° C-15 seg).
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Figura suplementaria 4. Incorporacién de BrdU en neuroesferas de NSC de ratén. Neuroesferas generadas
a partir de NSC obtenidas de la ZSV del cerebro de ratones neonatales CD1 fueron aisaladas de acuerdo a
Ramos-Mandujano et al (2014) y cultivadas en MD/B27 con BrdU (10 puM) durante 24 horas. Las células se
procesaron por inmunocitoquimica y la sefial fue visualizada con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488
mediante un microscopio de epifluorescencia Olympus IX71. Los nUcleos fueron marcados con Hoechst 33258.
Barra de escala 100pum. Se observa el 100% de las células positivas.
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