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PALABRAS CLAVE

Transdiferenciacion directa, Células Troncales/Estromales Mesenquimales, fuentes

adultas, fuentes neonatales, moléculas pequefias, neuronas inmaduras inducidas.

ABREVIATURAS

BDNF: Factor Neurotréfico Derivado del Cerébro, del inglés Brain-Derived
Neurotrophic Factor.

BHA: Anisol Hidroxibutilado, del inglés Butil Hidroxianisol.

BM: Medula 6sea, del inglés Bone Marrow.

B-ME: Beta Mercaptoetanol.

CMH II: Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo II.

DCX: Doublocortina.

dbcAMP: Dibutil AMP ciclico.

DMSO: Dimetil Sulfoxido.

DP: Pulpa Dental, del inglés Dental Pulp.

EGF: Factor de crecimiento Epidermal, del inglés Epidermal Growth Factor.

ESC’s: Células Troncales Embrionarias, del inglés Embryonic Stem Cells.

FBS: Suero Fetal Bovino, del inglés Fetal Bovine Serum.

GDNF: Factor neurotréfico derivado de la glia, del inglés Glial Derived Neurotrophic
Factor.

GT: Tejido Gingival, del inglés Gingival Tissue.

hFGF2: Factor de Crecimiento Fibroblastoide 2 humano, del inglés human Fibroblast
Growth Factor.

HSC’s: Células Troncales Hematopoyéticas, del inglés Hematopoietic Stem Cells.
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ICFRYA: Coctel de moléculas pequenas conformado por I-BET151, CHIR99021,
Forskolina, RepSox, Y27632 y dbcAMP.

iN: Neuronas inducidas, del inglés induced Neurons.



iPSC’s: Células Troncales Pluripotentes inducidas, del inglés induced Pluripotent
Stem Cells.

MAP2: Proteina Asociada a Microtubulos tipo 2, del inglés Microtubule-Associated
Protein 2
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UCB: Sangre de Corddn Umbilical, del inglés Umbilical Cord Blood.
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l. RESUMEN

Las investigaciones en regeneracion de tejidos se han vuelto de gran interés para
el tratamiento de los desdérdenes neurodegenerativos. Uno de los principales retos
de la medicina regenerativa en este tipo de padecimientos es determinar la o las
fuentes celulares mas apropiadas que generen las poblaciones neuronales para
reemplazar a las células nerviosas dafnadas. Las células troncales/estromales
mesenquimales (MSC’s) son células multipotentes, que a diferencia de otras células
troncales su obtencion no presenta problemas éticos y son aisladas de tejidos
accesibles; ademas, se ha reportado su potencial para generar células con

propiedades neuronales.

En el presente trabajo se comparé la capacidad de MSC'’s aisladas de fuentes
adultas: dermis (SK-MSC'’s), ligamento periodontal (PDL-MSC'’s), tejido gingival
(GT-MSC'’s) y pulpa dental (DP-MSC'’s); y neonatales: sangre de cordon umbilical
(UCB-MSC'’s), placenta (PLAC-MSC’s) y gelatina de Wharton (Wh.J.-MSC’s) para
transdiferenciarse en células neuronales usando un coctel especifico de moléculas
pequefias compuesto por I-BET151, CHIR99021, Forskolina, RepSox, Y27632 y
cAMP. Previamente determinamos que este coctel induce la generacion de células
con propiedades de neuronas inmaduras a partir de MSC’s obtenidas de médula
Osea (BM-MSC’s).

Los resultados indicaron que no todas las fuentes de MSC'’s responden igual
al coctel. En las Wh.J.-MSC'’s las moléculas no indujeron propiedades neuronales y
solo provocaron incremento en la necrosis. Las fuentes dentales (PDL-MSC'’s, GT-
MSC’s y DP-MSC'’s) presentaron bajos porcentajes de morfologia neuronal y
reactividad para el marcador de neuronas inmaduras -l tubulina y practicamente
no se observo reactividad para el marcador de neuronas maduras MAP2. Mientras
en las MSC'’s aisladas de placenta, sangre de cordén umbilical y dermis, este coctel
indujo un alto porcentaje de células con morfologia neuronal con ramificaciones tipo
dendritas y positivas para B-lll tubulina; y aunque de manera limitada algunas

células B-lll tubulina® presentaron reactividad para del marcador de neuronas



maduras MAP2. También se determin6é que del coctel, I-BET151 fue la molécula
mas importante para inducir estos cambios neuronales. Estos resultados sugieren
que es posible la transdiferenciacion neuronal de MSC’s de diferentes fuentes por
moléculas pequeias, pero también indican que a pesar de que las células de todas
las fuentes son consideradas MSC’s presentan diferencias en la respuesta a un

mismo estimulo de induccién neuronal.



Il. INTRODUCCION
TRASTORNOS NEURODEGENERATIVOS Y MEDICINA REGENERATIVA

Los dafios traumaticos al sistema nervioso central (SNC) y las enfermedades
neurodegenerativas son un grupo heterogéneo de padecimientos con diferente
etiopatogenia y alteraciones que tienen la caracteristica en comun de perder
neuronas o células gliales de forma crénica o aguda (Jordan, 2003; Moraleda,
2011). Entre los principales trastornos neurodegenerativos destacan los accidentes
cerebrovasculares, el Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral
amiotréfica, que después de las patologias tumorigénicas representan la segunda
causa de muerte (INEGI, 2014).

La farmacologia busca interferir los procesos neurodegenerativos mediante
principios activos para retardar la sintomatologia propia de la alteracion en los
niveles de neurotransmisores; sin embargo, no es capaz de evitar la progresion del
dafio y tienen poco impacto en la salud a largo plazo de los pacientes. Por lo
anterior, es necesaria la busqueda de terapias alternas (Jordan, 2003; Moraleda,
2011).

Debido a que la regeneracion neuronal en adultos es muy lenta o nula, no es
posible el reemplazo de las células nerviosas dafiadas por mecanismos enddégenos.
Ante esto, la medicina regenerativa pretende usar poblaciones neuronales y/o
células progenitoras neurales, generadas in vitro, capaces de integrarse al tejido

para restaurar la funcionalidad en el SNC (Kassem, 2006; Meyer et al., 2010).

Para este fin, se han generado in vitro diversas poblaciones neuronales a
partir de células progenitoras/troncales neurales (NPC’s), células troncales
embrionarias (ESC’s) o de células pluripotentes inducidas (iPSC’s) (Aoi et al., 2008;
Levy et al., 2004; Ramos-Mandujano et al., 2014; Sisakhtnezhad and Matin, 2012;
Takahashi and Yamanaka, 2006).



GENERACION DE POBLACIONES NEURONALES POR CELULAS
TRONCALES

Las células troncales son células indiferenciadas que tienen un potencial
proliferativo elevado y que presentan dos caracteristicas fundamentales: son
capaces de autorrenovarse, es decir, formar células idénticas a las células de
origen; y tienen la capacidad de generar uno o mas tipos celulares que desempefian
funciones especializadas en el organismo dependiendo del sitio en que se localizan.
De acuerdo con su origen, las células troncales pueden dividirse en células
troncales embrionarias o somaticas (Flores-Figueroa et al., 2006; Saldivar-Santoyo
H.J., 2013).

Células Progenitoras/Troncales Neurales (NPC’s)

El desarrollo neuronal tiene lugar desde etapas embrionarias con la proliferacion y
diferenciacion de células propias del tubo neural mediante el proceso de
neurogénesis, el cual es sumamente activo. Se ha demostrado que también en
etapas postnatales nuevas neuronas continuan generandose aunque de manera
limitada y sitio-especificas, en la zona subventricular (ZSV) de los ventriculos
laterales y la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo (Arias-
Carrion, 2007; Pathania et al., 2010).

Para su estudio in vitro se ha logrado expandir NPC’s de las éareas
neurogénicas fetales y adultas. Las células aisladas se mantienen con suplementos
libres de suero en presencia de los factores de crecimiento EGF y hFGF (Correa,
2010; Ramos-Mandujano et al., 2014). En estas condiciones, la mayoria de las
células dispersas no responden y mueren, mientras que solo una pequeia cantidad
de estas (regularmente menos del 1%) logra sobrevivir y proliferar formando
agregados flotantes conocidos como neuroesferas. Las células de las neuroesferas
son consideradas NPC’s y se caracterizan tipicamente por marcadores como
Nestina, CD133, Sox2, Musashi, Lex, y Pax6 (Pasantes-Morales et al., 2015). Asi
mismo, cuando las NPC’s son cultivadas en presencia de un sustrato y suero, pero

retirando los factores de crecimiento, se induce la diferenciacién a los linajes



neurales: astroglia, oligodendroglia y neuronal (Pasantes-Morales et al., 2015;

Ramos-Mandujano et al., 2014).

Las neuronas en cultivo mantienen muchas de las caracteristicas descritas
in vivo, considerando de manera general a una célula neuronal como aquella que
morfoloégicamente desarrolla un axon simple, una larga dendrita apical y numerosas
dendritas basales mas cortas. Ademas de expresar caracteristicas distintivas como
los marcadores de neuronas inmaduras DCX, PSA, NCAM, B-lll tubulina; y los
marcadores de neuronas maduras NeuN, MAP2 y TH. Asi como la presencia de
receptores especificos, y corrientes de sodio excitables y conexiones sinapticas
(Arias-Carridn, 2007; Campana et al., 2008; Correa, 2010).

Células Troncales Embrionarias (ESC’s)

Las ESC’s son obtenidas de los primeros estadios del desarrollo embrionario en la
masa interna del blastocisto. Las ESC’s son células pluripotentes, es decir, cada
una de estas células tiene la capacidad de diferenciarse en todos los tipos celulares
del organismo, y poseen un potencial proliferativo casi ilimitado. Para fines de
neurogénesis (Flores-Figueroa et al., 2006; Mayani, 2011) las ESC’s tienen un
potencial uso debido a su aptitud de diferenciacion en células del ectodermo.
Adicionalmente, se ha demostrado en diferentes estudios que las ESC’s pueden
diferenciarse en precursores neurales o neuronas en las mismas condiciones de
cultivo que se emplean en progenitores neurales antes descritas, adquiriendo
caracteristicas practicamente indistinguibles a las neuronas provenientes de NPC’s
(Bjorklund et al., 2002; Cowan et al., 2005).

Células Troncales Pluripotentes inducidas (iPSC’s)

Las iPSC’s son generadas a partir de la reprogramacion de células somaticas, y al
igual que las ESC’s, tienen la capacidad de diferenciarse en cualquier linaje celular.
La generacion de estas células se consiguido en 2006 cuando Takahashi y
Yamanaka demostraron que la ruta de diferenciacion celular no es unidireccional y

puede ser revertida a partir de practicamente cualquier célula somatica con la



sobreexpresion de un coctel definido de factores de transcripcion compuesto por
Oct4, Sox2, Kif4 y cMyc (llamados OSKM colectivamente). Ademas, no se
observaron diferencias en morfologia o fisiologia respecto a las ESC'’s, por lo cual
son otra opcion para la generacion de células neuronales (Takahashi and
Yamanaka, 2006, 2016; Yang et al., 2011).

Limitaciones de las Células Troncales en protocolos de medicina regenerativa

A partir del aislamiento de NPC’s se considerdé su uso como una herramienta de
tratamiento en desordenes neurodegenerativos; sin embargo, el uso de NPC’s
fetales tiene implicaciones éticas y las NPC’s adultas no es posible aislarlas sin
provocar un dafio permanente en el donador (Martino and Pluchino, 2006; Meyer et
al., 2010). Por su parte, las ESC’s parecian prometedoras en el campo de la terapia
celular, no obstante una vez que se emplearon estas células en modelos de ratones
parkinsonianos se observé un enorme rechazo inmunolégico, baja estabilidad
fenotipica y escasa sobrevivencia de las células trasplantadas; ademas de estas
complicaciones, se desencadend un gran numero de limitaciones éticas por la
destruccion de un blastocisto para aislar las ESC’s (Bjorklund et al., 2002; Levy et
al., 2004).

Las iPSC’s al ser generadas de células somaticas no presentan problemas
técnicos o éticos, y tienen la capacidad de diferenciacion hacia cualquier célula
madura; sin embargo, la sobreexpresion ectdpica de genes exdgenos implica que
el genoma extrano se inserte al genoma del huésped provocando entre muchos
otros, problemas de tumorigenesis (Takahashi and Yamanaka, 2016; Vierbuchen et
al., 2010). En consecuencia, se buscan nuevas alternativas celulares con un uso

clinico mas seguro.



TRANSDIFERENCIACION NEURONAL
Transdiferenciacion celular

Mientras que la reprogramacion celular involucra varios procesos por los cuales una
célula somatica se induce a un estadio pluripotente o multipotente, y posteriormente
se re-diferencia en una célula madura diferente a la de partida (Jung et al., 2014);
la transdiferenciacion o conversién celular es un tipo de reprogramacion, en la cual
se busca llegar a la célula madura de interés de manera directa, es decir, sin una
etapa de reversidon a estadios pluripotentes o intermedios. La transdiferenciacion
también conlleva la pérdida de marcadores y funciones del tejido original, asi como
la adquisicion de caracteristicas del tipo celular al que se compromete (Graf and
Enver, 2009; Sisakhtnezhad and Matin, 2012).

La idea de que las células somaticas pueden ser interconvertibles se remonta
a 30 anos cuando la sobreexpresion del gen MyoD1 en fibroblastos generé células
musculares (Davis et al., 1987). Utilizando el mismo principio, células de las tres
capas germinales fueron convertidas a otro tipo celular de su misma capa germinal,
incluso se ha logrado la conversion celular de capas trans-germinales (Figura 1a).
Con la expresion exdgena de factores de transcripcion relacionados con el linaje
neuronal, Wernig y colaboradores propusieron un modelo de conversion “de larga
distancia” de fibroblastos de raton para transdiferenciarse en células neuronales
(Figura 1b) (Vierbuchen et al., 2010).

Transdiferenciacion neuronal mediante factores de transcripcion

Wernig demostro la transdiferenciacion neuronal de células somaticas después de
un riguroso analisis a partir de la expresion aleatoria de 19 genes candidatos,
conocidos por tener un papel importante en el desarrollo neural o reprogramacion
epigenética. En dicho estudio encontraron que el gen proneural Ascl1 per se, es
capaz de convertir fibroblastos de ratén en células con morfologia neuronal; sin
embargo, éstas no expresan marcadores neuronales o actividad funcional (Figura

2). Para esto, la expresion de factores adicionales resulté crucial en la generacién



de células neuronales, asi entonces se determind que el factor de transcripcion de
mielina tipo 1 (Myt1l) es necesario para obtener células con desarrollo de esta
proteina y la expresion de algunos marcadores tipicos de neuronas, mientras que
Brn2 proporcionaba a las células neuronales sehales basales para participar en
circuitos sinapticos (Figura 1b, Figura 2). De este modo observaron que
sorprendentemente, células inmaduras con morfologia neuronal se obtenian tres

dias después de la expresion transgeénica (Vierbuchen et al., 2010).
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Figura 1. a) Transdiferenciaciéon celular intra y trans-germinal mediada principalmente
por factores de transcripcion. b) Transdiferenciacion neuronal de fibroblastos de raton
y humanos por factores de transcripcion especificos. Modificado de Ladewig, 2013.
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Mas adelante, ensayos de maduracion también en fibroblastos de ratén se
llevaron a cabo para obtener un estadio funcional en las células neuronales
inducidas. Para esto se realizd la combinacion de los factores anteriormente
mencionados con otras combinaciones, entre los cuales OLIG2 y Zic1
incrementaron la eficiencia de conversién neuronal y adicionalmente mantuvieron la
estabilidad de las neuronas inducidas. Cabe destacar que diferentes estudios
reportan que aunque hay diversos factores que permiten mejorar la induccion
neuronal, se ha establecido que el pool de Brn2, Ascl1 y Myt1l (BAM) son suficientes
para obtener neuronas inducidas (Li et al., 2009; Pang et al., 2011; Vierbuchen et
al., 2010). En contraste a la generacion de poblaciones neuronales por iPSC, las
neuronas inducidas por factores de transcripcién a partir de fibroblastos de raton
pueden generarse de una manera mas rapida y no requieren pasar por estadios de
proliferacion celular, lo que implica una condicion mas favorable para los cambios
epigenéticos en la transdiferenciacion (Hong et al., 2009; Ladewig et al., 2013; Li et
al., 2009; Vierbuchen et al., 2010).

Al igual que en los experimentos desarrollados en fibroblastos de ratones, los
factores BAM se introdujeron en fibroblastos fetales humanos, generando células
neuronales inmaduras. Realizando una examinacién con 20 factores adicionales en
combinacion aleatoria con BAM, se encontré que la introduccion de NeuroD1 como
factor de transcripcidon consigue la generacion de células neuronales inducidas
funcionales (Figura 1b). Estas células expresaron una variedad de marcadores
neuronales incluyendo [B-llltubulina, MAP2, NeuN, Sinapsina, y propiedades

funcionales propias de neuronas (Figura 2) (Lu et al., 2002; Qiang et al., 2011).

Sin embargo, asi como cuando se induce células somaticas a células
troncales pluripotentes, el uso de genes exdgenos en la transdiferenciacion directa
es una desventaja para su aplicacién en medicina regenerativa. Recientemente, se
observo que en esta reprogramacion de fibroblastos con factores de transcripcion,
la induccidn neuronal puede ser mejorada por compuestos que regulan algunas vias
de sefializacion conocidos como moléculas pequefas, las cuales se ha reportado

que son capaces de sustituir a los factores en la etapa de maduracion. Por ejemplo,
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al transfectar fibroblastos con Neurog2 adicionando algunas de estas moléculas al
cultivo la induccion neuronal mejora, y estudios posteriores demuestran que no
solamente hay una mejor transdiferenciacion sino que puede reemplazar el uso de

genes exdégenos (Figura 1b) (Gascon et al., 2016).

Propiedad Criterio Especifico Grado de
Transdiferenciacion

Caracteristica morfologia Arborizacion dendritica
neuronal compleja

Expresion de multiples Bllltubulina, MAP2, NeuN,
marcadores neuronales Tau, Synapsina
Desarrollo de un estable -50mV a -70mV

potencial de membrana

eprogramacion
parcial, iN inmaduras

Generacion de un potencial de

accion singular Membrana estereotipica con
respuesta de corriente de

Potencial de accion espontaneo | voltaje

y repetitivo
Corriente de membrana con
Expresion de NT funcionales respuesta a D <
receptores neurotransmisores 3 ¢
S 3
Cambio espontaneo de PSCs R
Funcion post-sinaptica en co-cultivo primario de g‘ S g
neuronas 883
=0k
Plasticidad sinaptica Facilitacion o depresion a
corto plazo

Figura 2. Criterios basicos para la generacion de células neuronales inducidas en diferentes

estadios de maduracion. Modificado de Yang et. al. 2011



MOLECULAS PEQUENAS Y SU PAPEL EN LA TRANSDIFERENCIACION
NEURONAL.

Moléculas pequenas: Generalidades

Las moléculas pequenas tienen un peso menor a 800 Da, lo que permite su rapida
difusion a través de las membranas celulares. Estas moléculas, mediante su
interaccion con proteinas blanco, activan o inhiben vias de sefalizacion en algunos
casos funcionando como modificadores epigenéticos para incidir en la expresion de
genes. Los efectos de las moléculas pequefias pueden ser reversibles, lo que
permite un control temporal o permanente sobre la funcion de las redes de
sefalizacion dependiente de la concentracion aplicada, esto ultimo puede ser una
ventaja importante para cualquier desarrollo clinico futuro (Jung et al., 2014; Zhang
et al., 2012).

Transdiferenciacion neuronal por moléculas pequenas

En 2015, Li et. al.,, retomo el estudio de Wernig para llevar a cabo la
transdiferenciacion neuronal en fibroblastos embrionarios de raton expresando
unicamente el factor de transcripcién Ascl1. Conservando la expresiéon de Ascl1
observd que un coctel de cuatro moléculas: Forskolina, 1SX9, CHIR99021 vy
SB4331542 (Tabla 1), resultaba suficiente para reemplazar al resto de los factores
previamente utilizados, obteniendo células neuronales inmaduras con un
rendimiento >30%. Al probar otras moléculas pequenas determind que con la
adicién de la molécula I-BET151 (Tabla 1) ya no es necesario la expresion de Ascl1;
ya que esta molécula es capaz de sustituir las funciones de Ascl1, alcanzando
incluso un rendimiento de transdiferenciacién >90% considerando las células con
morfologia neuronal/B-llitubulina®. Ademas confirmé que las neuronas inducidas
generadas expresaban propiedades funcionales tipicas de neuronas maduras (Li et
al., 2015).

En el mismo afio Hu y colaboradores, sugieren la transdiferenciacion directa

de fibroblastos humanos en neuronas inducidas a partir de la adicion de
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combinaciones de moléculas pequenas, hasta formar un coctel de siete: VPA,
CHIR99021, RepSox, Forskolina, SP600125, G066983, Y27632 (Tabla 1). Las
células inducidas mostraron reactividad para marcadores de neuronas inmaduras,
maduras y funcionales; ademas de actividad electrofisiolégica similar a neuronas
ilustradas previamente en la figura 2 (Hu et al., 2015). Meses después, Zang et. al.,
reporta la capacidad de transdiferenciacion de astrocitos en neuronas inducidas
funcionales mediante la activacion transcripcional de NeuroD1 y NEUROG2, por un
coctel de nueve moléculas pequefias compuesto por: LDN193189, SB4331542,
TTNBP, TZV, CHIR99021, VPA, DAPT, SAG y Purmorfamina (Tabla 1). En este
ultimo estudio se propone que las moléculas provocan la iniciacion de una etapa de
regulacion epigenética en las células gliales, lo cual les obliga a reprogramarse para

convertirse en células neuronales (Zhang et al., 2015).

Las ventajas que implica la capacidad de generar células neuronales sin
manipulacion genética, sugiere un potencial uso en el campo de la medicina
regenerativa con un menor riesgo, por lo tanto, el uso de moléculas pequenas
resulta una herramienta prometedora en la reprogramacion celular (Jung et al.,
2014).
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Tabla 1 Moléculas pequenas utilizadas en la transdiferenciacion neuronal de células

somaticas sin manipulacion genética por factores exégenos

MOLECULA

cAMP

CHIR99021

DAPT

Forskolina

G66983
[-BET151
ISX9
LDN193181
Purmorfamina
RepSox
SAG
SB4331542

SP600125
TTNBP
TZV

VPA

Y27632

VIA/PROTEINA BLANCO

Activacion de cAMP
Inhibidor de GSK3
Inhibidor de Nocht

Activacion de cAMP

Inhibidor de PKC

Inhibidor de proteinas de la
familia BET

Activacion de Ca2+

Inhibidor de ALK2, ALK3 y
ALKG6

Activacion de Shh

Inhibidor de TGF-B, reemplazo
de SOX2

Activacion de Shh

Inhibidor de ALK4, ALKS5 y
ALK7

Inhibidor de JNK
Activacion del acido retindico

Inhibidor de ROCK

Inhibidor de HDAC

Inhibidor de ROCK

REFERENCIAS

(Aguilera-Castrejon et al., 2017)

(Aguilera-Castrejon et al.,
2017)(Hu et al., 2015; Li et al.,
2015; Zhang et al., 2015)

(Zhang et al., 2015)

(Aguilera-Castrejon et al.,
2017)(Hu et al., 2015; Li et al.,
2015)

(Hu et al., 2015)

(Aguilera-Castrejon et al.,
2017)(Li et al., 2015)

(Li et al., 2015)
(Zhang et al., 2015)

(Zhang et al., 2015)

(Aguilera-Castrejon et al.,
2017)(Hu et al., 2015)

(Zhang et al., 2015)

(Li et al., 2015; Zhang et al.,
2015)

(Hu et al., 2015)
(Zhang et al., 2015)
(Zhang et al., 2015)

(Hu et al., 2015; Zhang et al.,
2015)

(Aguilera-Castrejon et al.,
2017)(Hu et al., 2015)
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Principales mecanismos de acciéon de moléculas pequefias en la

transdiferenciacion neuronal.

En los estudios de transdiferenciacion neuronal se propone que las moléculas
pequenas tienen la capacidad de instruir a una célula somatica a destino neuronal
por la regulacion de diferentes vias moleculares (Figura 3). Esta transdiferenciacion
directa, ha demostrado que incluso no es necesario pasar por un estado proliferativo
para convertir a una célula somatica en neurona, de hecho la sobreexpresion del
activador de ciclo celular c-Myc reduce considerablemente la eficiencia de
conversién de fibroblastos (Fishman et al., 2015). Esto apoya la observacion de que
los inhibidores de bromodominios BET como [-BET151, mejoran Ia
transdiferenciacion neuronal mediada por moléculas pequefias, ya que estos
compuestos son capaces de arrestar el ciclo celular por inhibicién de Myc (Gallagher
et al., 2014).

En la transdiferenciacion, los modificadores epigenéticos (Figura 3) como el
acido valproico, butirato de sodio, I-BET151, entre otros, juegan un papel crucial en
la regulacion de expresion de genes y/o la reorganizacion de la cromatina. El
inhibidor I-BET151 por ejemplo, desestabiliza el estado de partida de las células
mediante la reduccion de expresion de genes fibroblastoides para favorecer la
induccion de las células de interés. Sin embargo, se necesita de otras moléculas
implicadas en la neurogénesis para desencadenar la transdiferenciacion neuronal
(Figura 3) (Babos and Ichida, 2015; Li et al., 2016; Li et al., 2015).

La mayoria de los protocolos de reprogramacién o transdiferenciacion
neuronal incluyen inhibidores de GSK-3 y Smad, los cuales se han reportado como
activadores de genes neuronales (NCAM1, DCX, MAP2 y varios determinantes
neurogénicos como Ascl1 o NeuroG2) durante los cambios de destino celular
(Figura 3bb (Hu et al., 2015). Sumado a esto, estudios indican que los activadores
del cAMP intracelular (Tabla 1) son capaces de facilitar la transdiferenciacion de

células somaticas en neuronas inducidas (Deng et al., 2006).

16



, Factores de Canales Exterior
TGF-beta crecimiento s calclo Integrinas

' Membrana
celular

/ \ CHIR99021 .

RepSox ompuesto B
SB431242 ‘ ‘ . . Fructosa 2,6 .
A-83-01 bifosfato
MAPK/ERK Sre OOk

Tiazovinina i
| 1 ‘ ’ U Jazodn ’ __Citoplasma
¥ Compuesto B4 [PS43 |
’ PD0325901 e

L, Respiracion
SRS Forskolina | | mitocondrial
dbcAMP P
R asatini . 1
PP1 I:Balk |

PYrazina

Citoesqueleto

-

(LR LR TR LR PERARBRRRIRRARIRRARE Y

Membrana
" nuclear
BIX
AMI-5
Pamato — Nucleo

Butirato de sodic
Tricosantina A
Acido Valproico

RG108
RSC133

Figura 3. Principales mecanismos de accion de las moléculas pequefias mediante

inhibicion o activacion de vias de sefalizacion durante la induccion neuronal de células
somaticas. En recuadros verdes se observan las moléculas activadoras, mientras que en
los rojos se encierran las moléculas inhibidoras de alguna via en especifico; por otro lado,
en recuadros amarillos se encuentra el principal regulador epigenético I-BET151. M=
Metilacién, A= Acetilacion. Modificado de Jung, et al. 2014.



Otro punto importante en la transdiferenciacion basada en moléculas
pequenas, ha sido el uso de los inhibidores para bloquear la actividad de la proteina
cinasa asociada a Rho, también conocida como inhibidores de ROCK (Tabla 1,
Figura 3) (Aguilera-Castrejon et al., 2016, 2017; Hu et al., 2015; Zhang et al., 2015).
Durante el desarrollo neuronal, las moléculas de la familia Rho regulan la
diferenciacion neuronal, la migracién y el desarrollo de neuritas (Cappello, 2013;
Govek et al., 2005). In vitro, los inhibidores de ROCK promueven la diferenciaciéon
de células troncales embrionarias en neuronas induciendo también el crecimiento
de neuritas (Hu et al., 2015). No obstante, de acuerdo con el papel de las vias Rho
durante la embriogénesis, la inhibicion de ROCK también mejora la supervivencia

neuronal durante la transdiferenciacion (Zhang et al., 2015).
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CELULAS TRONCALES/ESTROMALES MESENQUIMALES Y TERAPIA
CELULAR

Propiedades generales de las MSC’s

El estudio de las MSC’s comenzé a finales de los afios 60’s extendiéndose a finales
de los 70’s con los trabajos de Friedenstein y colaboradores, quienes describieron
por primera vez una poblacion de células adherentes en la médula ésea, las cuales
formaban parte del estroma medular que dan origen al microambiente

hematopoyético (Figura 4) (Parekkadan and Milwid, 2010).

1860s — Cohnheim postula el origen de la médula dsea
de las células del estroma

a4
F

Maximow observa la relacién entre la
1920s - hematopoyésis y las células del mesodermo
durante el desarrollo

-

Friedenstein y colaboradores demostraron la presencia
1960s -~ de células adherentes en la médula dsea y la formacion
del microambiente hematopoyético.

Friedenstein y colaboradores aislaron y cultivaron por
1970s - primera vez células adherentes provenientes de
médula dsea.

Owen, Caplan y colegas refutaron los descubrimientos

1980s previos y refinaron los métodos de aislamiento. Ademas
identificaron a las MSC's mediante marcadores de
celulares

Frimeras pruebas de trasplante de M5C's de
1990s -~ meédula 6sea; primera evidencia de que las MSC's
evaden el rechazo inmunoldgico.

LConfirmacion de que las M5C's pueden tratar
enfermedades inmunoldgicas y primeros estudios de
reprogramacion celular.

2000s -

Y

Figura 4. Breve historia de las células troncales mesenquimales.
Modificado de Parekkadan, 2010.
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Al ser determinadas por primera vez en el estroma medular, las MSC’s se
nombraron Células Estromales Mesenquimales. Sin embargo, mas tarde se
encontré que tales células estan presentes en casi todos los tejidos, por lo cual se
propuso reemplazar el término estromal por el de troncal, considerando a éstas
poblaciones como Células Troncales Multipotentes (Mayani, 2011). Generalmente
las MSC’s se definen como células adherentes al plastico con morfologia
fibroblastoide, que desarrollan unidades formadoras de colonias, y con alta
capacidad de proliferacion y autorrenovacion (Friedenstein et al., 1974). Sin
embargo, hasta el momento no se ha definido un marcador unico para identificar a
las MSC’s, por ello la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) ha
establecido que estas poblaciones celulares obtenidas in vitro, deben cumplir con
ciertas caracteristicas para que puedan ser consideradas como MSC’s (Castro-
Manrreza, 2015). Para fines de investigacion, la ISCT determind tres criterios para
definir a las MSC'’s: |) Adherencia al plastico, Il) expresién de antigenos especificos
de superficie de membrana vy lll) potencial multipotente de diferenciacion (Dominici
et al., 2006).

La expresion de antigenos de superficie de membrana, permiten una
identificacion rapida de las poblaciones de MSC’s, se propone que estas células
deben expresar basicamente: CD105, CD73 y CD90. Ademas, para asegurar que
las poblaciones no son confundidas con células hematopoyéticas, es importante
considerar los marcadores para los cuales deben ser negativos: CD45 (marcador
leucocitario), CD34 (marcador de progenitores hematopoyéticos primitivos), CD14
y CD11 (comunmente encontrados en monocitos) (Arevalo-Romero, 2007; Deans
and Moseley, 2000; Dominici et al., 2006).

La propiedad funcional que identifica de forma unica a la mayoria de MSC'’s
es su capacidad de diferenciacion. Por lo tanto, utilizando las condiciones estandar
de cultivo in vitro para diferenciacion de tejidos de se debe demostrar la
diferenciacion de las células hacia osteoblastos, adipocitos y condroblastos

(mesengénesis) (Castro-Manrreza, 2015; Dominici et al., 2006).
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Cabe destacar que una caracteristica importante de las MSC’s, es la
expresion basal de marcadores de neuronas y de progenitores neurales,
particularmente B-Ill tubulina y nestina. Se ha demostrado que las MSC’s aunque
provienen del mesodermo continuan su desarrollo en el neuroepitelio durante la
embriogénesis, particularmente en la cresta neural, sitio donde se desarrollan para
entrar en circulacion vy dirigirse a todos los tejidos posibles incluyendo la médula
Osea. Por consiguiente, se piensa que por eso las MSC’s adquieren algunos de los
marcadores propios de células neurales (Battula et al., 2008; Foudah et al., 2013;
Minguell et al., 2005).

Fuentes de obtencion de MSC’s

En la etapa adulta, las MSC's existen dentro de la médula 6sea como precursoras
de los componentes del tejido conectivo que actuan principalmente como elementos
de apoyo a la hematopoyesis. Las MSC’s del nicho medular han sido las mas
estudiadas, descartando la idea de su limitacion funcional con la hematopoyesis e
incrementando las posibilidades de su aplicacion terapéutica (Jones and
McGonagle, 2008). Sin embargo, a pesar de que la médula ésea se ha establecido
como la fuente primaria de MSC'’s, debido a la naturaleza invasiva de aspiraciéon y
su dificil sondeo in vivo, se han realizado numerosos estudios para identificar otras

fuentes de MSC’s para fines clinicos.

Fuentes alternas de MSC’s se han confirmado a partir de los mismos criterios
utilizados en médula 6sea (adherencia al plastico, marcadores de superficie y
diferenciacion trilinaje) en diferentes tejidos u 6rganos como dermis, liquido sinovial,
foliculos pilosos, higado, cerebro, tejido adiposo, pulpa dental, ligamento
periodontal, tejido gingival, regiones del corddn umbilical, liquido amnidtico,
placenta, entre otros (Figura 5) (Castro-Manrreza et al., 2014; da Silva Meirelles et
al., 2006; Ledesma-Martinez et al., 2016; Merino-Gonzalez et al., 2016; Parekkadan
and Milwid, 2010; Wagner et al., 2005).

Pese a que las fuentes celulares anteriormente mencionadas son

consideradas MSC’s existen diferencias entre cada una de ellas, destacando la
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afinidad al linaje de diferenciacion. Investigaciones recientes indican que las MSC'’s
derivadas de médula 6sea, periostio, y tejidos dentales poseen un mayor potencial
osteogénico respecto a muchas otras fuentes; mientras que las células de tejido
adiposo y dermis, tienen un elevado potencial adipogénico, por mencionar algunas
(Via et al., 2012).
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Figura 5. Tejido de origen y fenotipo de de MSC's. De fuentes neonatales se pueden
identificar MSC's de corddén umbilical, placenta y liquido amniético; de fuentes adultas
se observan MSC's de médula ¢sea, tejidos dentales, tejido adiposo, dermis y sangre
periférica. Marcadores de superficie con niveles altos en azul y con niveles bajos en rojo.
Modificado de: Merino-Gonzalez et al., 2016.
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Aplicaciones de las MSC’s en terapia celular

Las MSC’s poseen varias ventajas para su aplicacion en terapia celular debido a su
facil acceso, pocas limitaciones éticas, alta capacidad proliferativa y facil expansion,
amplio potencial de diferenciacion y efectos inmunomodulatorios. Sumado a esto,
diversos estudios reportan que su trasplante no induce tumorigenesis ni otros
efectos adversos en los pacientes, y se ha demostrado la sobrevivencia incluso
hasta 137 meses después de su trasplante (Castro-Manrreza and Montesinos,
2015; Flores-Figueroa et al., 2006).

Existen algunos mecanismos que confieren mayores beneficios en el
trasplante de las MSC’s. Uno de ellos es el efecto tréfico, mediado por su migracion
preferencial a sitios de lesion produciendo diferentes factores reguladores. Se ha
observado que las MSC’s contribuyen directamente a la reparacion de tejidos
secretando un gran numero de moléculas que incluyen glucoproteinas solubles de
matriz extracelular, factores de crecimiento, citocinas o quimiocinas. Los efectos
tréficos de las MSC’s 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’s se encuentran
factores neuroprotectores como BDNF, GDNF, SHH, NGF, FGF2, ademas de
factores pro-angiogénicos indispensables para la regeneracion tisular (Flores-
Figueroa et al., 2006; Kuroda et al., 2011).

Por lo anterior, se ha propuesto que las MSC’s actuan como fabricas de
moléculas bioactivas que promueven y soportan la regeneracion natural en sitios de
dafo tisular (Caplan and Correa, 2011). Ademas, se han descrito en afios recientes
los efectos inmunomodulatorios e inmunosupresorios de las MSC’s. Estas células
son capaces de suprimir la activacion y proliferacion de linfocitos, asi como de
células NK e interferir con la maduracion y funcion de células dendriticas. Sumado
a esto, presentan una baja expresion del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) y nula expresion de moléculas del CMH Il (Castro-Manrreza and Montesinos,
2015; Montesinos et al., 2009; Si et al., 2011).
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Actualmente se utilizan las MSC’s en numerosas pruebas clinicas. En los
ultimos siete afnos, se ha reportado cerca de 40 padecimientos que involucran la
restauracion del organismo en isquemia en corazén, extremidades y cerebro,
regeneracion pancreatica, enfermedades neurodegenerativas, diabetes tipo |,
esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotrofica, cirrosis hepatica, enfermedad
injerto contra hospedero, artritis reumatoide, osteoartritis, osteogénesis imperfecta,
leucodistrofia metacromatica, anemia, asma, fallo renal agudo, lupus, autismo,

gquemaduras y regeneracion de piel (Caplan and Correa, 2011; Si et al., 2011)

Finalmente, se podria considerar otro potencial mecanismo a la capacidad
de las MSC de diferenciarse a células del ectodermo y del endodermo (Figura 6).
Reportes sugieren que entre las células en las cuales pueden diferenciarse se
encuentran las endoteliales, del musculo cardiaco y esquelético, hepatocitos,
células neuronales, de la glia, pancreaticas y epiteliales, por mencionar algunas
(Mayani, 2011; Parekkadan and Milwid, 2010; Si et al., 2011).
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Potencial uso de MSC’s en desordenes neurodegenerativos

En los ultimos afos, las MSC’s han sido propuestas como una estrategia terapéutica
contra desordenes neurodegenerativos como los accidentes cerebrovasculares el
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica y esclerosis
multiple. La propuesta del uso de las MSC’s en estas patologias, surge de dos
propiedades que se han observado en estas células: i) su potencial capacidad para
transdiferenciarse en células neuronales, y ii) sus efectos neuroprotectores e
inmunomodulatorios. Ademas, reportes indican que tanto in vitro como in vivo que
las MSC’s producen factores neurotroficos y de crecimiento que inducen la
regeneracion del tejido neuronal dafiado; en general, favorecen las condiciones del
tejido ectodérmico por la regulacién de la inflamacion, reduciendo incluso las
senales de apoptdsis. Asi mismo, se ha demostrado que las MSC’s mejoran la
sintomatologia en modelos de trastornos psiquiatricos como la depresion (Colpo et
al., 2015; Herrera-Arozamena et al., 2016; Tfilin et al., 2010).
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REPROGRAMACION Y TRANSDIFERENCIACION NEURONAL DE MSC’s

En diferentes investigaciones se han sugerido protocolos para la induccion neural
de MSC’s. En los primeros estudios se incluyeron agentes quimicos, asi mismo,
MSC’s fueron expuestas a factores neurotréficos que favorecen la diferenciacion

neuronal, o bien usando co-cultivos con NPC’s o células de la glia.

En 2004 Herman y cols., sugieren la conversion de MSC’s en células con
caracteristicas de progenitores neurales utilizando condiciones similares a las
empleadas para la propagacion de NPC’s. En este caso las células fueron cultivadas
como estructuras similares a neuroesferas, expresando marcadores del
neuroectodermo temprano como nestina. En tal trabajo las células fueron
diferenciadas posteriormente a células neuronales con el uso de acido retinoico,
BDNF y FBS, con lo que se observo la presencia de algunos marcadores de
neuronas maduras como MAP2 (Hermann et al., 2004). Entre otros estudios se
encuentra la generacion de neuroesferas a partir de BM-MSC'’s, Fu y colaboradores
demostraron que estos agregados en co-cultivo con astrocitos primarios son
capaces de desarrollar células GFAP* (astrocitos), GalC* (oligodendrocitos) y B-llI
tubulina* (neuronas); éstas ultimas con prolongaciones axonales y dendriticos (Fu
et al., 2008).

También se sugiere que es posible generar directamente células del SNC a
partir de hBM-MSC’s mediante condiciones especificas de cultivo y la adicién de
citocinas o inductores quimicos. En el 2000 se report6 que MSC’s humanas vy
murinas pueden adoptar un fenotipo neural después de algunas horas cultivadas en
medio libre de suero con BHA, DMSO o 3-ME, detectando por inmunocitoquimica
marcadores como nestina, TrkA y enolasa especifica de neuronas (Deng et al.)
(Woodbury et al., 2000). En el mismo afio Sanchez Ramos reporto la obtencion de
células aparentemente neuronales generadas de BM-MSC’s cultivadas en
presencia de EGF o BDNF, o bien, mediante co-cultivo con células mesencefalicas

de ratén (Sanchez-Ramos et al., 2000). Después de estos resultados, muchas
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investigaciones han reportado la diferenciacion neuronal de MSC’s sugiriendo el uso
de agentes que incrementan el AMPc intracelular (Deng et al., 2001). Sin embargo,
se ha puesto en duda si el uso de agentes quimicos pueden llevar realmente a una
diferenciacion neuronal de células somaticas, dado que estudios posteriores
comprobaron que la morfologia neuronal adquirida se debe a la disrupcién del
citoplasma que deja largas proyecciones asemejando neuritas; asi mismo esto se
acompana del incremento de proteinas neuronales por estrés o a causa del
incremento del antigeno por unidad de area en el momento de la retraccion (Lu et
al., 2004; Neuhuber et al., 2004).

Transdiferenciacién neuronal de MSC’s por moléculas pequeinas

Alexanian y colegas reportaron la transdiferenciaciéon neuronal de MSC’s con
las moléculas pequefas tricostatina, BrcAMP, dorsomorfina, rolipram y SB431542,
consiguiendo una induccion parcial. De manera adicional demostré la capacidad de
las células obtenidas para generar mejoras en aspectos histolégicos y de
comportamiento en modelos animales de lesiones de médula espinal (Alexanian,
2015; Alexanian et al., 2013). Sin embargo, en estos estudios no se exploraron otras
moléculas pequefias y las propiedades neuronales no indican una verdadera

transdiferenciacion.

En un estudio previo al presente trabajo, utilizamos la estrategia empleada
en astrocitos y fibroblastos (Hu et al., 2015; Li et al., 2015; Zhang et al., 2015), y
después de una pre-seleccion de 22 moléculas propusimos un coctel para la
induccion neuronal de BM-MSCs. Utilizando medio neuronal especifico vy
adicionando seis moléculas: I-BET151, CHIR99021, Forskolina, RepSox, Y27632 y
cAMP (Tabla 1), seleccionadas por ensayos de eliminacion de acuerdo a su
eficiencia de conversion. Se observaron resultados muy favorables para
transdiferenciacion neuronal con una eficiencia de conversion >60% considerando
a las células con morfologia tipo neuronal y positivas para el marcador de neuronas
inmaduras B-lll tubulina. Las células obtenidas mostraron reactividad para B-lli

tubulina y MAP2, asi como incremento en la expresion de genes neuronales;
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ademas, se demostré que el cambio morfolégico al igual que la expresion de
marcadores no fue por contraccién celular sino por extensidén, observando
prolongaciones alargadas con ramificaciones en los extremos. Con lo anterior,

reportamos la generacién de neuronas inmaduras inducidas de BM-MSC (iiNBM-
MSC) (Aguilera-Castrejon et al., 2017).
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M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los danos traumaticos al Sistema Nervioso Central (SNC) asi como las diversas
enfermedades neurodegenerativas son provocados por la degeneracion y/o muerte
neuronal. A diferencia de otros tejidos adultos, en el SNC la renovacion de las
células afectadas es muy lenta o nula; sumado a esto, los tratamientos actuales
tienen poco impacto en la salud a largo plazo de los pacientes y no detienen la
progresion del dafio. Por lo anterior, la busqueda de mejores opciones terapéuticas
se mantiene constante. Una de las mas prometedoras estrategias consiste en
restaurar las células danadas mediante el trasplante de poblaciones neuronales
generadas in vitro; sin embargo, varias de las fuentes celulares propuestas

presentan problemas técnicos, éticos y/o un potencial riesgo en el paciente.

Recientemente, se ha reportado la generacion de neuronas maduras y
funcionales a partir de fibroblastos empleando solo compuestos quimicos conocidos
como moléculas pequefas. Aunque los resultados son prometedores para su
aplicacion en desordenes neurodegenerativos aun se busca el o los protocolos
optimos y/o las células de origen mas adecuados. Las células troncales/estromales
mesenquimales (MSC’s) son células multipotentes obtenidas de tejidos adultos y
fuentes neonatales clinicamente accesibles y su uso no representa problemas
éticos, lo que les ha conferido un especial interés clinico y de investigacion. Con la
finalidad de encontrar la fuente de MSC’s mas apropiada para generar células con
propiedades neuronales, el presente estudio compard la transdiferenciacion
neuronal por moléculas pequenas de MSC'’s obtenidas de tejidos adultos asi como

de tejidos neonatales.

30



IV. HIPOTESIS

Combinaciones de moléculas pequefias poseen la capacidad de inducir
transdiferenciacion neuronal de células somaticas sin requerir la transfeccion de
factores exdégenos. Sin embargo, es necesario identificar la o las fuentes celulares mas
adecuadas para inducir la conversion neuronal y/o a aquellas fuentes con mayor
potencial para protocolos clinicos en desordenes del sistema nervioso. Las MSC’s son
un grupo de células multipotentes presentes en numerosos tejidos, su aislamiento no
representa problemas éticos y son consideradas de facil acceso. Para ser determinadas
como MSC'’s, las células de las diferentes fuentes comparten caracteristicas entre si,
como la adherencia al plastico, presencia de marcadores de superficie y su
diferenciacion ftrilinaje. Sin embargo, también se han reportado diferencias como su
capacidad de proliferacion y diferenciacion; e incluso su potencial de troncalidad, el cual
se ha visto incrementado en las fuentes neonatales. Por lo tanto, es posible que al
inducir transdiferenciacion neuronal con moléculas pequenas las MSC’s presenten
mayor o menor potencial dependiendo de su origen, y de este modo sera posible

seleccionar la o las fuentes con la mayor capacidad para generar de células neuronales.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Inducir y comparar la transdiferenciacion neuronal de Células Troncales/Estromales
Mesenquimales (MSC’s) de fuentes adultas y neonatales por un coctel especifico

de moléculas pequenas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Cultivar, expandir y criopreservar las diferentes fuentes adultas y neonatales
de MSC’s.

e Evaluar las propiedades neuronales basales en las diferentes fuentes de
MSC'’s.

e Determinar si un coctel especifico de moléculas pequefias induce
propiedades neuronales en MSC’s obtenidas de fuentes adultas vy

neonatales.

e Paracadatipo de MSC’s optimizar el protocolo de induccién para incrementar

las propiedades neuronales.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las Células Troncales/Estromales Mesenquimales (MSC’s)

Las MSC’s de fuentes neonatales: sangre de cordon umbilical (UCB-MSC'’s),
placenta (PLAC-MSC’s) y gelatina de Wharton (Wh.J-MSC’s); y de fuentes adultas:
dermis (SK-MSC'’s), ligamento periodontal (PDL-MSC'’s), tejido gingival (GT-MSC's)
y pulpa dental (DP-MSC’s) fueron obtenidas por el laboratorio del Dr. Juan José
Montesinos en el Hospital Centro Médico Nacional Siglo XXI. Las muestras
celulares aisladas por su adherencia fueron proporcionadas una vez que se
determind por el grupo del Dr. Montesinos la presencia/ausencia de los marcadores
CD105, CD90, CD73, CD13, HLA-I, HLA-II, CD45, CD34, CD31 y CD14; asi como
su capacidad de diferenciacién trilinaje (adipocitos, osteoblastos y condrocitos)
(Castro-Manrreza and Montesinos, 2015; Castro-Manrreza, 2014; Montesinos et al.,

2009). De cada fuente fueron proporcionadas tres muestras biolégicas.

Expansion, criopreservacion y mantenimiento de las MSC’s

Se obtuvieron tres muestras de MSC’s de cada una de las fuentes. Las células
fueron cultivadas en medio completo (DMEM bajo en glucosa, SFB, glutamina,
gentamicina y penicilina/estreptomicina), que fue cambiado por medio fresco cada
72 horas. Las resiembras se realizaron cuando el cultivo alcanzé el 80-90% de
confluencia. Para ello las células se lavaron con PBS y se disgregaron mediante la
adicion de tripsina 0.05%-EDTA 0.53 mM (Gibco® BRL, Rockville, MD, USA) e
incubando por 5 minutos a 37° C, la tripsina fue inactivada con medio completo;
posteriormente fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos y re-
suspendidas en medio completo. En cada resiembra, y previo a congelar o iniciar
algun ensayo, se cuantificd el numero celular empleando una camara de Neubauer;
asi como la viabilidad por exclusion al colorante azul tripano. En cada crio-vial se
adicionaron entre 200x102 a 1000x102 de células, previamente re-suspendidas en

medio completo con DMSO (10%), y se colocaron en una camara de isopropanol

33



que se almacend en un ultracongelador a -70°C por 24 horas. Finalmente, los

crioviales fueron almacenados en un tanque de nitrégeno liquido hasta su uso.

Protocolo de induccién neuronal

Para cada una de las muestras se siguidé el mismo protocolo de induccion neuronal
(Figura 7). Se colocd en placas de 48 pozos una capa de sustrato (fibronectina
20ug/mL/gelatina 0.1%) y se incubd durante 24 horas. Pasado este tiempo se
plaquearon las células en medio completo a una densidad de 20x103 células/cm? y
se mantuvieron en incubacion 24 horas mas. El medio de cultivo fue reemplazado
por medio de induccion neuronal con el plus del coctel de moléculas pequefias (dia
cero de induccion), lavando previamente con medio basal DMEM/F12 (Gibco® BRL,
Rockville, MD, USA). Para observar el efecto unicamente del medio neuronal sobre
las MSC'’s, se utilizd una densidad celular de 2x103 células/cm? sin adicionar

moléculas pequefias. El medio fue sustituido cada cuatro dias.

Siembra

de MSC’s

d-1
E | | I Coctel ICFRYA I Coctel ICFRYA I
5
e |11 | |
2
£2d2 do 44 48

Induccidén Re—e.stimulsfa?ién

neuronal con de induccién

moléculas

Figura 7. Esquema general del protocolo de induccién neuronal
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e Medio de induccion neuronal suplementado: N2 suplemento [1X] (Gibco®),
B27 suplemento [1X] (Gibco®), NB: Neurobasal [1:2] (Gibco® BRL, New
York, USA), DMEM/F12 [1:2] (Gibco® BRL, New York, USA), Glutamax [1X],
Aminoacidos no esenciales [1X], hFGF [20ng/mL) (Gibco®).

e Moléculas pequefias: Las moléculas utilizadas para el coctel fueron

adquiridas en Sigma-aldrich® y utilizadas en diferentes concentraciones. En
los casos senaladas se realizaron modificaciones en la concentracion de

algunas moléculas.

Molécula Abreviatura [] [modificacién]
I-BET151 I 1uM 2uM
CHIR99021 C 20uM -
FORSKOLIN F 50uM 75uM
RepSox R 1uM -
Y-27632 Y 5uM -
dbcAMP A 100uM -

Evaluacién de células necroéticas

Al término de la incubacién se adiciondé yoduro de propidio (Pl) [2ug/mL]
directamente en el medio, para marcar a las células necréticas. Se obtuvieron las
imagenes a partir de un microscopio de epifluorescencia directa Olympus IX71 con
un objetivo 10X, usando el software QCapture Pro 6.0 y el analisis se realizd
utilizando el software Imaged. Se contabilizaron las células PI"y se determin6 el
porcentaje de necrosis calculado como la proporcidén de células necroéticas entre el

numero de células totales.
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Evaluacion de morfologia neuronal

Para determinar la morfologia neuronal se utilizaron las imagenes capturadas para
evaluar necrosis; pero para obtener sus porcentajes solo se consideraron las células
negativas para Pl. Para esto, se tom6 en cuenta a las células bipolares con

prolongaciones tipo axonales y ramificaciones similares a dendritas.

Inmunocitoquimica

Después del periodo de incubacién establecido para cada experimento, las células
fueron fijadas en la misma placa de cultivo con MeOH durante 10 minutos y lavadas
continuamente por tres cambios de PBS, posteriormente se realizaron lavados (3
veces, 5 min c/u) con PBS/0.1% BSA, las células fueron bloqueadas con una
solucion de PBS/BSA 0.1% + 10% suero normal de cabra (SNC) durante 1hora a
temperatura ambiente y en agitacion, e incubadas toda la noche a 4 °C con los
siguientes anticuerpos primarios: conejo anti MAP-2 policlonal [1:500], raton anti-3
[lltubulina monoclonal [1:1000], (ambos de SantaCruz Biotechnology).
Posteriormente se lavaron (3 veces, 5 min c/u) con PBS/BSA 0.1% + Tween 0.1%
y se incubaron durante 1 hr. con el anticuerpo secundario correspondiente: cabra
anti-lgG de ratén conjugado a Alexa Fluor 488 [1:1000] o cabra anti-lgG de conejo
conjugado a Alexa 568 [1:300] (Molecular Probes, Life Technologies). Los nucleos
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 IX71 con un objetivo 10X, usando el software QCapture Pro 6.0 y se
analizaron utilizando el software ImageJ. El porcentaje de células positivas para un
determinado marcador se determiné en relacidn al numero total de nucleos tenidos
con Hoechst. Se consideré6 como neuronas inmaduras inducidas a aquellas que

ademas de ser B-llltubulina positivas tuvieran morfologia neuronal.
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VIl. RESULTADOS

Aislamiento y caracterizacion de MSC’s de las fuentes adultas y neonatales.

Las MSC’s fueron obtenidas de diferentes tejidos de donantes sanos (Tabla
suplementaria 1). Las fuentes neonatales, fueron aisladas de sangre de corddn
umbilical (UCB-MSC'’s), placenta (PLAC-MSC'’s) y gelatina de Wharton de cordén
umbilical (Wh.J.-MSC’s); asi como las fuentes adultas de dermis (SK-MSC'’s),
ligamento periodontal (PDL-MSC’s), tejido gingival (GT-MSC's) y pulpa dental (DP-
MSC’s) (Tabla suplementaria 1); de cada una de las fuentes fueron proporcionadas
tres muestras bioldgicas por el laboratorio del Dr. Juan José Montesinos, una vez
que se determind la presencia de altos porcentajes de los marcadores de membrana
CD105, CD90, CD73, CD13 y HLA-I y bajos porcentajes de HLA-Il, CD45, CD34,
CD31 y CD14 (Tabla suplementara 2); y la capacidad de diferenciacion trilinaje en
adipocitos, osteoblastos y condrocitos (Tabla suplementaria 3, Figura suplementaria
1). Estas evaluaciones demostraron que las MSC’s obtenidas de cada una de las
fuentes cumplieron con los requerimientos basicos para ser consideradas MSC’s
(Dominici et al., 2006).

Propiedades basales de las MSC’s

Las MSC’s de todas las fuentes fueron cultivadas en medio completo donde se
expandieron para su uso y criopreservacion. En todos los casos se observd una
viabilidad superior al 97% independientemente del pase y tiempo de doblaje de la
fuente celular (Tabla 2); cabe destacar que las condiciones basales de las MSC’s
no cambiaron después de la criopreservacion o respecto al numero de resiembras.
En los cultivos estandar de las MSCs no se observaron células necréticas (Pl+) y
se mantuvo la caracteristica morfologia fibroblastoide detectando solo ligeras
variaciones entre las fuentes (Figura 8). Se clasifico a las células provenientes de

SK-MSC’s y PLAC-MSC’s como tipo lamelopodia; mientras que para las fuentes de
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MSC’s de tejidos dentales se observé en su mayoria células tipo lamelopodia-
filopodia (Hernandez-Estévez, 2012). Finalmente, UCB-MSC’s fue similar a Wh.J.-
MSC’s en una morfologia triangular; sin embargo, en las muestras de Wh.J.-MSCs

se detectd una morfologia heterogénea en tamafio y forma.

Tabla 2. Condiciones de las MSC's en cultivo estandar.

CELULAR | DOBLAJE (horas) | UTILIZADO | VIABILIDAD
UCB-MSC’s 85.7142.18 3-5 >97%
PLAC-MSC's 35.82+5.2 3-5 >97%
WH.J. -MSC’s 45283 1 3-5 >97%
SK-MSC's 34.78+2.18 3-5 >97%
PDL-MSC’s 38.7042.18 3-5 >97%
GT-MSC's 33.3:2.18 3-5 >97%
DP-MSC’s 3478437 3-5 >97%




PDL-MSCs GT-MSCs DP-MSCs

SK-MSCs UCB-MSCs PLAC-MSCs Wh.J.-MSCs

Figura 8. Tipos de morfologia fibroblastoide de MSC’s de fuentes adultas y neonatales

cultivadas en medio basal: Se indica con flechas negras la morfologia Lamelopodia-
lamelopodia, con flechas verdes morfologia lamelopodia-filopddia y con flechas naranjas la
morfologia triangular. No se observaron células necroticas en los cultivos. Barra de escala
100uM.



Células bipolares con prolongaciones amplias y/o ramificadas consideradas
como morfologia neuronal no se observaron en los cultivos con FBS en ninguna de
las fuentes (Figura 8 y 9); y aunque todas las muestras presentan una ligera
reactividad para el marcador de neuronas inmaduras Blll-tubulina no se detectaron

células positivas para el marcador de neuronas maduras MAP2 (Figura 9).

MNeuronas derivadas ’ 1 2 )
de NPC PDL-MSC's GT-M&C’s DP-MSC’s

SK-MSC’s WhJ-MSC'’s PLAC-MSC’s UCB-MSC’s

Figura 9. Propiedades neuronales basales de MSC's de fuentes adultas y neonatales en
condiciones de cultivo estandar, nétese que pese a la reactividad basal del marcador BIII-Tub, no
se presenta MAP2. En la primera imagen, se observan células neuronales diferenciadas
provenientes de progenitores neurales como control positivo para los marcadores de neuronas.
Barra de escala 100 uM
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En el protocolo de induccidén neuronal la fibronectina, los suplementos
N2/B27 y el hFGF no provocaron efecto en las MSC’s que pudiera sugerir induccién
neuronal (figura 10). Las células conservaron la morfologia fibroblastoide, no se
incrementd la reactividad para B-llltubulina y no se observaron células positivas para
MAP2.

PDL-MSC'’s GT-MSC’s DP-MSC’s
SK-MSC’s Wh.J.-MSC’s PLAC-MSC’s UCB-MSC’s

Figura 10. Propiedades neuronales de MSC’s de fuentes adultas y neonatales en condiciones de
medio neuronal sin la adicién de moléculas pequenas, se observa reactividad basal para BllI-Tub
.aunque no asi para MAP2. Barra de escala 100 uM



Induccién neuronal mediante coctel ICFRYA en fuentes adultas y neonatales
de MSCs

Nuestros resultados previos indican que la combinaciéon de moléculas pequefas
ICFRYA (I-BET151 1uM, CHIR99021 20uM, forskolin 50uM, RepSox 1uM, Y-27632
5uM, y dbcAMP 100uM) induce en BM-MSC’s una morfologia tipo neuronal (60%)
con reactividad para los marcadores neuronales -1l tubulina (65%) y MAP2 (12%);
aunque también se observa un 33% de muerte por necrosis (Aguilera-Castrejon et
al, 2017) (tabla 3). La capacidad de induccién neuronal de este coctel especifico fue

evaluada en MSC’s de las otras fuentes adultas y de las fuentes neonatales.

En Wh.J.-MSC'’s la estimulacién con el coctel indujo 30% de necrosis pero no
provocé cambios morfolégicos o en la reactividad de los marcadores neuronales
(Tabla 3 y figura 11). En las MSC’s de tejidos dentales aunque también hubo
necrosis (31-39%) se cuantifico un 10.7, 15.9 y 31.3% de células con morfologia
neuronal y positivas para B-lll tubulina en PDL-, DP- y GT-MSCs respectivamente.
Sin embargo, el porcentaje de células MAP2* fue muy bajo, basicamente solo se
detectaron en GT-MSC’s (1.8%) y su reactividad no se extiende hacia las

prolongaciones (Tabla 3, figura 11).

Este coctel generd los porcentajes mas altos de células con morfologia
neuronal y positivas para B-lll tubulina en SK- (46.9 %), en UCB- (63.3%) y en
PLAC-MSC'’s (85.7%) (Tabla 3, figura 12). Mientras que en SK- y PLAC-MSCs la
poblacién MAP2* fue menor al 2%, en UCB-MSC'’s el porcentaje alcanz6 un 16.7%
e incluso se detecto reactividad en las extensiones celulares; sin embargo, en esta

fuente la necrosis fue mayor al 80% (Tabla 3).
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Tabla 3. Propiedades neuronales de las MSC's de fuentes adultas y neonatales después del
periodo de induccion con el coctel ICFRYA. Tomando como referencia las BM-MSC's, se

presentan los resultados de menor a mayor efecto considerando para esto a las células BllI-

Tub+ con presencia de morfologia neuronal.

BM-MSCs
(Aguilera-Castrejon, et. al. 33%7.5 60%5.5 6517.0 12+3.0
201 Ti
Wh.J.-MSC’s 30.94£8.9 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 g
PDL-MSC’s 31.7£169 | 2961263 | 10.727.7 0.0£0.0
DP-MSC’s 39.7¢196 | 16.0+94 | 15.9+11.8 0.310.3
GT-MSC’s 32.51£2.8 9.51+2.4 31.315.2 1.810.6
SK-MSC’s 28.814.8 19.314.5 46.916.8 0.7£0.5
UCB-MSC’s 829452 66.8+5.4 63.315.1 16.718.4
PLAC-MSC’s 59.0+2 4 58.815.7 85.7£5.3 1.810.6 +
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Necrosis (PI*) MAP2/Nucleo MAP2/g-llitubulina/Nucleos

L 4
i

Figura 11. Propiedades neuronales de las MSC’s de fuentes con bajo efecto después de la

Wh.J-MSC’s

PDL-MSC’s

DP-MSC’s

GT-MSC's

inducciéon con moléculas pequefias ICFRYA y representacion de muerte por necrosis con
células Pl+ (campo claro). Se indica para cada caso células representativas para: morfologia
neuronal (flechas negras), MAP2+ (flechas rojas) B-lll+ (flechas verdes). Las células

provenientes de gelatina de Wharton no mostraron induccién neuronal. Barra de escala 100uM.
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SK-MSC'’s

UCB-MSC’s

PLAC-MSC’s

Necrosis (PI*) MAP2/Ntcleos MAP2/g-liitubulina/Nucleos

--

Figura 12. Propiedades neuronales de las MSC’s de fuentes con efecto elevado después de

la induccién con moléculas pequefias ICFRYA y representacion de muerte por necrosis con
células PI+ (campo claro). Se indica para cada caso células representativas para: morfologia
neuronal (flechas negras), MAP2+ (flechas rojas), B-1l1+ (flechas verdes) y la colocalizacién
MAP2/B-lll (flechas naranja). En UCB, las células pocas células que se encontraron viables

por campo se mostraban deterioradas. Barra de escala 100uM.
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Modificacion al protocolo ICFRYA

En BM-MSCs, I-BET151 fue la molécula mas relevante para inducir propiedades
neuronales (Aguilera-Castrejon et al, 2017). En las otras fuentes en ausencia de I-
BET151 la morfologia neuronal, la reactividad para los marcadores e incluso la
necrosis fueron fuertemente reducidas o eliminadas (Tabla 4 — 6). Asi mismo,
Forskolina es ampliamente usada en estudios de diferenciacion o trans-
diferenciacién neuronal (Masserdotti et al., 2016). Considerando lo anterior, y que
estas moléculas han sido empleadas a concentraciones mas elevadas, se busco
mejorar los parametros neuronales incrementando de 1 a 2uM y de 50 a 75uM la

concentracion de I-BET151 y Forskolina, respectivamente.

Al modificar la concentracion de una o ambas moléculas en las muestras de
Wh.J-MSC’s (Tabla 4) se incrementd la necrosis hasta un 60% pero no se
observaron cambios que indicaran induccion neuronal (Figura 13, tabla 4). Mientras
que en PDL-, DP- y GT-MSC’s las modificaciones al protocolo aumentan los
parametros neuronales; sin embargo, las células B-llitubulina* nunca fueron
mayores al 33% (Tabla 5). La mejor induccién para PDL- y DP-MSCs fue I-BET
2uM/Forskolina 75uM, y Forskolina 75uM para GT-MSCs (Figura 14A-C).
Resaltando que en las GT-MSCs presentaron 4.5% de células MAP2* y en algunos
casos su reactividad se asocio a las prolongaciones. La muerte por necrosis también
aumento, pero en GT-MSCs se evalud la mayor citotoxicidad (88% de necrosis)

cuando se incrementaron ambas moléculas en el coctel (Tabla 5, figura 14C).
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Tabla 4. Modificaciones aplicadas al protocolo de induccién neuronal ICFRYA en las tres

muestras de Wh. J.-MSC's. Se resalta en amarillo el protocolo de induccion convencional y

en rojo el aumento de la concentracion en I-BET y Forskolina. En ninguna de las

condiciones se observé cambio hacia el linaje neuronal.

75uM)

N S

CONDICIONES | Necrosis | NEUR00R | il | WaPos [cotulasipozo
(%) (%) (%) ICC
Wh.J.-MSC’s
ICFRYA 30.948.9 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 62.7+£10.6
CFRYA (NO I-BET151) 23.2+7.3 1.9+0.3 0.0+0.0 0.0+0.0 84.2+9.8
ICFRYA (I-BET1511 2uM)| 56.5+9.8 0.3+0.3 0.0+0.0 0.0+0.0 28.6+£2.0
ICFRYA (FORSKOLINAT 43.9£16.1 0.0+0.0 0.5+0.2 0.0+0.0 36.0+3.1

Wh.J.-MSC’s: Induccién neuronal dia 8. ICFRYA (2uM I-BET151, 75uM FORSKOLINA)

100 ~

oo
o
1

o
o
1

»
o
1

N
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1

Porcentaje celular
o

Morf.Neu/B-

llitub*

MAP2*

NECROSIS

Figura 13. Modificacion del protocolo de induccion ICFRYA con aumento en la concentracion de

I-BET y Forskolina y representacion de muerte por necrosis con células Pl+ (campo claro). Como

se observa, no se presentan indicios de induccién neuronal para ninguno de los criterios

evaluados. Barra de escala 100uM.
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Tabla 5. Modificaciones aplicadas en las tres muestras de fuentes dentales (efecto intermedio).

Se resalta con amarillo el protocolo convencional y con verde la condicibn con mejores

resultados obtenidos del aumento de la concentracion de las moléculas I-BET y/o Forskolina.

FORSKOLINA?T uM75)

. Morfologia | Células Células Num.
Cg,bi?_lgll_\%'fss Nez:o;c;ms neuronal p-llltub+ MAP2+ | Células/pozo
: (%) ) (%) icc
lPDL-MSC’s
ICFRYA 31.7£16.9 | 29.6:26.3 | 10747.7 | 00200 | 529+152
CFRYA (NO I-BET151) | 2342206 | 12.5¢125 | 3131 | 00£00 | 108.3%301
'CFRYAZ(L'S)ET1 S1T | 534185 | 343+195 | 159:79 | 0.7:07 | 36.949.2
ICFRYA (ngS)KOL'NM 466453 | 21.8:72 | 120866 | 0.0:00 | 305464
ICFRYA (I-BET1517 2uM
FORSKOLINAT a7y | 783472 | 564162 | 204168 | 07804 | 150433
IDP-MSC’s
ICFRYA 30.7£19.6 | 16,0494 | 159411.8 | 03203 | 817322
CFRYA (NO I-BET151) | 1508146 | 15815 | 0905 | 00200 | 1215406
'CFRYAz(:EA)ET 11T | 4384203 | 32.84156 | 2244117 | 14210 | 64.0:32.8
ICFRYA (ngS)KOL'NM 4624193 | 3224147 | 235:11.8 | 05:05 | 67.9+24.8
ICFRYA (I-BET1517 2uM
FORSKOLINAL ii7ey | 5492159 | 3258137 | 308119 | 12106 | 48.0:203
leT-MsC’s
ICFRYA 325128 | 95:24 | 31352 | 18£06 | 45898
CFRYA (NO I-BET151) | 18£05 | 02:01 | 52412 | 00200 | 139.0:32.6
'CFRYAZ(L']'S)EHM T | 517601 | 131206 | 346215 | 34204 | 207473
ISR (ggES)KO“NM 48.9+58 | 17.6¢54 | 32.9+30 | 43+13 | 32.146.8
ICFRYA (FBET1511 2UM| - g5 0,53 | 35.5:6.8 N.D. N.D. N.D.
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A PDL-MSC’s: Induccion neuronal dia 8. ICFRYA (2uM |-BET151, 75uM FORSKOLINA)
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Figura 14. Condiciones mas favorables para la induccién en las MSC'’s de fuentes dentales
y representacion de muerte por necrosis con células Pl+ (campo claro). Se indica para
cada caso las células representativas para: morfologia neuronal (flechas negras), MAP2+
(flechas rojas), B-111+ (flechas verdes) y co-localizacion MAPZ2/ B-11I (flechas naranja). Barra
de escala 100uM.
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En el caso de PLAC-MSC'’s al aumentar la concentracion de I-BET151 o de
Forskolina no se observd una mejor induccion (Tabla 6), pero al aumentar la
concentracion de ambas moléculas los cultivos se observaron tan deteriorados
desde los primeros dias que no sé fue posible el analisis cuantitativo. Por lo que el
coctel original ya descrito (Tabla 6, figura 15A) se consider6 como la mejor

condicion.

Debido a los resultados obtenidos al dia 8 (Tabla 2, figura 12), el efecto del
coctel en las UCB-MSC’s se monitoreé durante el tiempo de cultivo. A partir del
segundo dia se observaron células con morfologia neuronal que incrementaron al
dia cuatro, y solo al modificar la concentracion en ambas moléculas se observo un
alto porcentaje de células maltratadas en los cultivos (dato no mostrado). Por lo
anterior, se evalu6 el efecto del incremento de cada molécula a los 4 dias de cultivo
(Tabla 6). Con la concentracion 2uM de I-BET151 se detectaron 83.1% y 4.5% de
células positivas para Blllitubulina y MAP2, respectivamente (Tabla 6); ademas, las
prolongaciones fueron mas alargadas y complejas, e incluso con reactividad para
MAP2 (Figura 15B).

En las MSC’s provenientes de dermis, tanto en I-BET151 2uM como en la
condicion I-BET151 2uM/Forskolina 75 uM presentaron altos porcentajes de células
Bllltubulina positivas (78-79%) y entre el 10.7-12.5% de células MAP2 positivas;
pero la necrosis fue ligeramente mayor cuando se incrementaron ambas moléculas
(Tabla 6). Como se observa en la figura 15C, y al igual que en UCB-MSCs, en la
condicion de I-BET151 2uM las morfologia es mas compleja y la reactividad de

MAP2 esta asociada a las prolongaciones celulares.
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Tabla 6. Modificaciones en las concentraciones del coctel ICFRYA para la optimizacién de la

induccién neuronal en fuentes con efecto elevado. Se resalta el protocolo de induccion inicial

(amarillo) y la condicién de induccién mas favorable para cada una de las fuentes (verde).

FORSKOLINA?T uM75)

CONDIGIONES | Necrosis | TCLCRT | (i | maAP2+ | cotulasipozo
(%) (%) (%) ICC
lPLAC-MSCs
ICFRYA 50.0:24 | 58.8+57 | 857453 | 1.8:06 | 16.3t4.1
CFRYA (NO -BET151) | 27.2¢7.0 | 07:03 | 12:03 | 00200 | 71.8+10.0
ICFRYA (-BET/ 2uM) | 641345 | 54884 | 86.6t32 | 16+0.8 | 11.0¢4.9
ICFRYA (FORSKOLINAT | 64 0404 | 611249 | 87:31 | 13:07 | 104239
75uM)
lucB-MsCs
ICFRYA 8d 829+52 | 66.8t54 | 63.3:51 | 16784 | 2302
CFRYA (NO I-BET151)8d | 2.3:0.9 | 12409 | 3.6+28 | 00+0.0 | 106.6+115
ICFRYA 4d 357119 | 652:04 | 81.3t49 | 26:05 | 41.8+10.7
CFRYA (NO I-BET151)4d | 6.4%20 | 06%0.3 | 16£09 | 0000 | 914487
CFRYALE SI\F/{I?;?UNM 499102 | 571455 | 752492 | 15103 | 36.2t9.9
SN ("deT15M 2uM) | 4574114 | 553467 | 831249 | 45:08 | 30.3t6.2
SK-MSCs
ICFRYA 288+48 | 19345 | 46968 | 0705 | 35938
CFRYA (NO I-BET151) | 09%04 | 0101 | 01:01 | 0.0£00 | 145.6+10.6
ICFRYA (FORSKOLINAT | 507,74 | 515t66 | 645:41 | 44817 | 20145
75 uM)
ICFRYA (-BET1511 2uM) | 55.3:72 | 351:3.0 | 78.0t57 | 125:38 | 16.3t4.4
ICFRYA (-BET1S11 2UM | 655160 | 55.0t7.5 | 79.8425 | 10.7¢48 | 12.9445
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Figura 15. Condiciones mas favorables para la induccion en las MSC’s de fuentes con
efecto elevado y representacion de muerte por necrosis con células Pl+ (campo claro). Se
indica para cada caso las células representativas para: morfologia neuronal (flechas
negras), MAP2+ (flechas rojas), B-lll+ (flechas verdes) y co-localizacion MAP2/ B-Il

(flechas narania). Barra de escala 100uM.
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VIIl. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En esta investigacion, se observdé que MSC’s obtenidas de diferentes fuentes no
respondieron de la misma manera a un estimulo especifico de induccion neuronal
con moléculas pequenas. En nuestro estudio previo, reportamos que la
transdiferenciacion neuronal parcial de BM-MSC'’s se llevé a cabo por un coctel de
moléculas pequefias denominado por sus componentes como ICFRYA (Aguilera-
Castrejon et al., 2016, 2017). Este coctel fue probado en siete diferentes fuentes de
MSC’s, induciendo propiedades neuronales muy evidentes en PLAC-, UCB- y SK-
MSC’s; por otro lado, en las fuentes de DP-, PDL- y GT-MSC's la induccién fue de
menor magnitud; mientras que, en Wh.J.-MSC’s no se observaron cambios que

indicaran una posible induccidn neuronal.

En diferentes reportes se establece que la transdiferenciacion neuronal
consiste en la generacidon de poblaciones neuronales a partir de células somaticas
no neurales; esto ya ha sido comprobado mediante la sobreexpresion de factores
de transcripcion. Cabe destacar que las células obtenidas por estos protocolos son
consideradas neuronas inducidas ya que i) adquieren morfologia neuronal, ii)
expresan genes asociados al linaje de destino y iii) presentan actividad

electrofisiologica (Sisakhtnezhad and Matin, 2012).

A diferencia de lo anterior, varios grupos de investigacién reportan la
transdiferenciacion neuronal, sin la transfeccién de genes exégenos, de MSC’s de
diversas fuentes; obteniendo células con morfologia tipo neuronal con reactividad
para marcadores propios de células neuronales. Sin embargo, debido a los
protocolos de induccién y criterios de evaluacién, estos resultados han sido
fuertemente cuestionados ya que: i) los tiempos de induccién son muy breves para
la generacion de células neuronales, variando entre 7-48 horas, ii) algunos de los
estimulantes quimicos usados como B-ME, BHA o DMSO inducen estrés que
provoca contraccion citoplasmatica, dejando rastros de pequenos filamentos que se
reportan como dendritas, vy iii) la reactividad a algunos marcadores neuronales se

observa mal localizada (Barnabe et al., 2009). Ante esto, se ha demostrado que la
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contraccion celular propicia que la mayor reactividad sea consecuencia de la
cantidad de antigeno por unidad de area, mas que por un incremento en la proteina,
como puede ser el caso de B-llltubulina un antigeno presente en las MSC’s en
condiciones basales. En el caso de NeuN, un antigeno neuronal nuclear, es comun
que en estos reportes su reactividad se localice en el citoplasma (Barnabe et al.,
2009).

Solo hasta los ultimos afios, grupos de investigacion independientes han
dado evidencias solidas de transdiferenciacién neuronal, sin transfeccion de genes;
en fibroblastos murinos y humanos (Hu et al., 2015; Li et al., 2015), e incluso en
astrocitos humanos (Hu et al., 2015; Zhang et al., 2015). En estos estudios, se
consiguio la transdiferenciacion a partir de la regulacion por moléculas pequefas de
vias de sefalizacion. Para lograrlo, probaron numerosas combinaciones de
moléculas para seleccionar un coctel especifico que indujera las propiedades

neuronales para cada tipo celular.

Con base en estos reportes, en nuestro estudio anterior seleccionamos 22
moléculas pequenas implicadas en la diferenciacién y especificacion neuronal.
Después de probar multiples combinaciones, determinamos que el coctel I-BET151,
CHIR99021, Forskolina, RepSox, Y-27632 y dbcAMP (ICFRYA) induce células con
propiedades de neuronas inmaduras a partir de BM-MSC’s. En tal estudio
demostramos que la morfologia obtenida no fue consecuencia de contraccion, sino
de extension celular; ademas, se observo que las propiedades neuronales fueron
adquiridas gradualmente durante el tiempo de induccion. De nuestro coctel,
CHIR99021 y RepSox se han utilizado en otros estudios para la reprogramacion
celular y/o diferenciacion neuronal (Masserdotti et al., 2016); mientras que Y-27632,
Forskolina y dbcAMP estan mayormente implicadas en la sobrevivencia celular, asi
como en mejorar la induccién neuronal (Zhang et al., 2012). Ademas, se determind
que |-BET151 fue la molécula mas importante para inducir las propiedades
neuronales en las BM-MSC’s (Aguilera-Castrejon et al., 2017).

En el presente trabajo, observamos que bajo las mismas condiciones antes
aplicadas en BM-MSC'’s, en las MSC’s de gelatina de Wharton, el coctel ICFRYA
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no provoco algun cambio asociado con alguna propiedad neuronal. En las MSC’s
de tejidos dentales, se observaron propiedades neuronales en porcentajes
relativamente bajos entre 20% a 32% de células B-lll tubulina* con morfologia
neuronal bipolar sencilla, y practicamente no se observo reactividad para el
marcador de neuronas maduras MAP2. Mientras que, en PLAC-, SK-y UCB-MSC’s
el coctel indujo un elevado porcentaje células bipolares que incrementaron la
reactividad para B-lll tubulina (78-86%) y en algunos casos con extensiones
ramificadas: y aunque en un porcentaje bajo, (1.8-12.5%) algunas células B-llI
tubulina+ presentaron reactividad asociada a las extensiones para el marcador de
neuronas maduras MAP2. Estas propiedades coinciden con la obtencién de
neuronas inducidas por factores de transcripcion (Vierbuchen et al., 2010) o por
moléculas pequenas (Hu et al., 2015; Li et al., 2015; Zhang et al., 2015). De esta
forma podemos sugerir que las MSC’s obtenidas de PLAC, UCB y SK al ser
estimuladas con el coctel ICFRYA, podrian ser clasificadas como neuronas

inmaduras inducidas (iiN).

En contraste con muchos estudios donde se sugiere que las MSC’s de
fuentes neonatales al tener un menor grado de compromiso poseen mayor
troncalidad y plasticidad (Flores-Figueroa et al., 2006; Montesinos et al., 2009;
Parekkadan and Milwid, 2010; Rastegar et al., 2010; Wagner et al., 2005), en esta
investigacion la induccion neuronal por el coctel ICFRYA no se favorecié por el
origen neonatal de las MSC’s; tal es el caso de las MSC’s de Gelatina de Wharton
las cuales no presentaron induccidon neuronal ante el coctel ICFRYA, destacando
que al igual que UCB-MSC’s, las Wh.J.-MSC'’s provienen del cordén umbilical. Sin
embargo, ante el protocolo de transdiferenciacion neuronal utilizado, estas células

poseen efectos extremos.

Estudios comparativos han demostrado que de manera cuantitativa existen
diferencias entre las MSC’s incluso en las mismas propiedades que las caracterizan
(Castro-Manrreza et al., 2014; Via et al., 2012; Wagner et al., 2005), cuestién que
podria justificar la respuesta diferencial en las MSC’s en este trabajo. Por

consiguiente, sera necesario probar nuevas combinaciones y/o moléculas para
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seleccionar el o los cocteles que induzcan propiedades neuronales en las fuentes

donde el efecto fue bajo o nulo.

Como se observé en todas las fuentes de MSC'’s, la necrosis es un factor
presente en la induccién neuronal, durante este periodo se presentaron niveles
importantes de muerte celular a pesar de que el coctel posee una molécula de
sobrevivencia (Y27632); sin embargo, la necrosis no fue proporcional a la induccion

neuronal.

Es importante mencionar que reportes indican que durante el proceso de
neurogénesis también hay un estrés asociado a la diferenciacion neuronal in vivo
que favorece la diferenciacion de NPC’s en neuronas. Asi mismo, en sistemas in
vitro también se ha observado que la muerte celular es elevada en la diferenciacion
neuronal (Pasantes-Morales et al., 2015); Ademas, otros estudios afirman que
independientemente del proceso, es indispensable pasar por una etapa de estrés y
muerte debido a la regulacién epigenética, para llegar al desarrollo de neuronas (Li
et al., 2016).

Cuando se emplean compuestos quimicos como las moléculas pequefas
para inducir transdiferenciacion, es relevante considerar que la toxicidad depende
si bien de las concentraciones y efectos del agente, puede ser en mayor medida del
tipo celular. En las Wh.J.-MSC’s este coctel provocd elevados porcentajes de
necrosis que no se asociaron con induccién neuronal, lo que podria indicar que las
propiedades neuronales en las otras fuentes fueron consecuencia de una induccion

neuronal y no asi de un estrés quimico inespecifico

La necesidad de un coctel de moléculas esta reportada en los estudios de
transdiferenciacion neuronal. Aunque estos estudios coinciden en que se requiere
un modificador epigenético (I-BET151) y reguladores de vias de senalizacion, las
combinaciones de las moléculas son especificas para cada tipo celular por ejemplo
para astrocitos, fibroblastos, o como en nuestro estudio sobre las MSC’s obtenidas
de diferentes fuentes, las cuales a pesar de ser un mismo tipo celular presentan un

efecto diferencial ante un coctel de especifico.
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Lo anterior indica que es necesario promover el efecto sinérgico de diferentes
mecanismos de regulacidn para conseguir el fenotipo y la expresion génica de
células neuronales. Para esto, la molécula CHIR99021 que comunmente es
utilizada para la generacidn de células trocales pluripotentes, posee la caracteristica
de favorecer la expresiéon enddégena de genes neuronales mediante la activacion de
la via Wnt e inhibicion de GSK-3[3. Adicionalmente, el aumento del cAMP intracelular
dado por Forskolina y el mismo cAMP, ademas de beneficiar la especificacion
neuronal, impulsa las funciones metabdlicas de otras moléculas como I-BET151 y
CHIR99021 (Jung et al., 2014).

Aligual que en fibroblastos de raton (Li et al., 2015), en BM-MSC'’s (Aguilera-
Castrejon et al., 2017) y muy recientemente en astrocitos humanos (Gao et al.,
2017) I-BET151 fue muy relevante para la induccion neuronal en las fuentes que
presentaron respuesta al coctel, otorgando mejores resultados a MSC’s de PLAC,
UCB y SK. Ademas, observamos que |-BET151 también es capaz de mejorar la
induccion neuronal de acuerdo a su concentracion. Esta molécula es considerada
funcionalmente como un regulador epigenético; su actividad principal consiste en
desplazar a componentes de la cromatina conocidos como bromodominios (BRD3
y BRD4). Se propone que estos bromodominios tienen la funcion de mantener la
memoria epigenética de la célula original por lo que su inhibicién favoreceria a la
transdiferenciacion (Muller et al.,, 2011). Ademas, I-BET151 también inhibe la
funcién de los genes c-Myc lo que provoca un arresto en el ciclo celular; este arresto
estd asociado positivamente a la transdiferenciacion neuronal (Li et al., 2016;
Taniguchi, 2016).

Sin embargo, si unicamente se adiciona I-BET151 no hay induccion neuronal
ni muerte celular, mismo efecto que se obtiene al no agregar I-BET durante la
preparacion del coctel de moléculas pequenas. Esto siguiere que para el proceso
de transdiferenciacion se requiere ademas de la modulacion epigenética, la
activacion o inhibicion de vias de sefializacion implicadas en la diferenciaciéon y/o
especificacion neuronal. Funciones previamente descritas para las otras moléculas

del coctel: Forskolina y dbcAMP (incremento en los niveles de AMP ciclico),
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CHIR99021 (inhibicion de GSK3/beta catenina), RepSox (inhibicion de SMADs) y
Y27632 (inhibicion de ROCK).

En este trabajo, los resultados indicaron que en comparacion con las BM-
MSC’s, el coctel ICFRYA induce principalmente en UCB- y SK-MSC’s
caracteristicas neuronales importantes para un potencial desarrollo de células
neuronales. Se observo que estas dos fuentes de MSC’s obtuvieron una morfologia
neuronal mas compleja y definida respecto a las otras, ademas de poseer mayor
intensidad en la expresion de marcadores propios de neuronas. Sin embargo, entre
estas dos fuentes celulares, las UCB-MSC’s tienen la capacidad de obtener las
propiedades neuronales previamente mencionadas en un periodo de induccién de

cuatro dias, lo que les confiere cierta ventaja ante a las SK-MSC'’s.

Si bien, existen reportes que sefalan la complejidad de obtencion de UCB-
MSC’s, representando una décima parte de lo que se recupera de los aspirados de
meédula 6sea (Montesinos et al., 2009), el proceso de extraccion representa técnicas
no invasivas ya que el cordon umbilical es un tejido de desecho. Por lo tanto, al ser
una fuente accesible y presentar resultados favorables a la induccion neuronal, las
UCB-MSC’s sugieren un potencial uso para la generaciéon de poblaciones

neuronales en terapia celular.

Obtener poblaciones neuronales in vitro usando fuentes celulares que no
representen problemas éticos o técnicos, y que sean adecuadas para protocolos de
trasplante es uno de los principales retos en las terapias de remplazo celular para
desordenes neurodegenerativos. Explorar la transdiferenciaciéon neuronal de las
MSC’s usando protocolos sélidos de induccidén nos dara evidencias de la capacidad
real de las MSC’s para generar poblaciones neuronales. Con los estudios
comparativos entre las fuentes de MSC’s se podra considerar su accesibilidad, sus
propiedades in vitro, asi como su potencial de transdiferenciacidon para proponer a
la o las poblaciones de MSC’s mas adecuadas para potenciales tratamientos en

estos desordenes neurodegenerativos.
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IX. PERSPECTIVAS

La transdiferenciacion neuronal implica la generacion de neuronas maduras y
funcionales a partir de células somaticas no neurales. En este estudio, las moléculas
pequefias indujeron propiedades neuronales en MSC’s siendo las SK- y UCB-
MSC’s las fuentes con la mejor respuesta; sin embargo, el bajo porcentaje de
células MAP2 positivas indican que las células generadas solo se pueden
considerar como neuronas inmaduras. Por consiguiente, para obtener neuronas
maduras y funcionales los siguientes objetivos del trabajo estaran encaminados a
I) mejorar o mantener la viabilidad celular durante la induccidbn neuronal con
moléculas/condiciones que inhiban los diferentes procesos de muerte celular, II)
probar protocolos de maduracion neuronal que incluyan factores neurotréficos, co-
cultivos con células gliales, medios condicionados y otras moléculas implicadas en
la expresion de genes neuronales, Ill) determinar la maduracién neuronal
detectando antigenos asociados a neuronas maduras, asi como evaluar los
cambios en la expresion de genes neuronales, y |V) evaluar la actividad
electrofisiologica de las células obtenidas como parametro de diferenciaciéon
neuronal funcional. Con lo anterior, se pretende establecer un protocolo de
induccion y la fuente celular mas adecuada para generar poblaciones neuronales
maduras y funcionales con la finalidad de proponer alternativas de terapia celular

para desordenes del sistema nervioso.
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Xl.  MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla suplementaria 1. Edad y género de los donantes de MSC's de las diferentes

fuentes. Todas las muestras fueron obtenidas de pacientes sanos.

LIGAMENTO

DE CORDON UMBILICAL

PERIODONTAL 28 28 0
TEJIDO GINGIVAL 12 12 30
PULPA DENTAL 11 11 30
DERMIS 18 22 34
SANGLI‘J\’I\Ii EI?"I_EI ((:DX)LRDON o5 2 22
PLACENTA 25 23 27
GELATINA DE WARTON |, 19 27

Edad de la

madre



Tabla suplementaria 2. Propiedades de MSC's, caracterizacién por antigenos especificos

de membrana. Se sefiala en verde los marcadores propios de mesenquimales y en rojo los

hematopoyéticos.

91.7+0.88 | 93.7+0.88 | 89.3+2.96 | 96.4+2.90 | 95.8+3.96 | 99.7+0.08 | 92.0+7.6
CD90 77.0+3.51 | 80.045.77 | 93.3+2.85 | 97.2+1.31 | 99.6£0.17 | 99.7+0.19 | 99.8+0.13
cD73 95.3+1.45 | 97.310.88 | 91.7+2.19 | 88.8+4.98 | 98.241.73 | 99.8+0.04 | 98.9+0.32
cD13 96.7+0.88 | 98.7:0.33 | ND | 96.6+2.58 | 99.4x0.41 | 99.8+0.03 | 96.1£0.283
HLA-I 87.7:4.33 | 923120 | 65 74157 | 15.016.70 | 54.5£28.4 | 63.0£31.3 | 53.5:26.5
HLA-II 0.67+0.33 | 0.30.33 |0.00+0.00 | 0.45+0.26 | 1.32+1.22 | 1.26+0.25 | 0.11+0.07
CD45 0.33:0.33 | 0.3:0.33 | 0.33£0.33 | 0.99:0.43 | 0.1120.06 | 0.06+0.06 | *-07*0-0°
CD34 0.67+0.33 | 0.7+0.33 |0.67+0.67 | 1.42+0.68 | 0.05£0.18 (-0.03£0.13| 0.07+0.03
CD31 0.00+0.00 | 0.3%0.33 |0.33+0.33 | 1.04+0.41 | 0.3740.07 | 0.25+0.13 | 0.26+0.21
cD14 0.33:0.33| 0.3x0.33 [ ND | 0.81+0.28 | 0.12+0.08 | 0.02+0.02 | 0.03+0.05
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Tabla suplementaria 3. Propiedades de MSC's, caracterizacion por capacidad de

diferenciacion trilinaje

M2

M3 | M1 M2

PLACENTA +) (+) (+) (++) (#+) | () | (F++) | () | (++4)
SAN?JEIQE_I((::OAEDON (+) (+) (+) (++) (++) () | (H++) | (+++) | (++4)
e one @ || @ | e | @ [ e | e | e e
| [N AN N N A
DERMIS ORI INGOE G (++) | ND (+) ) | )
PULPA DENTAL (+) (+) () |(HH+++)|(FH+++)| (FH4) | (FH++) | (FH+4) [ (++4)

TEJIDO GINGIVAL () [ (#4) | (+F) [ (FH+F) | (FH++) | (FH) |[(FHHH4) | (FHHH4) | (F47)

LIGAMENTO

PERIODONTAL (++) | (+4) (+) [(FHHHH)[(FHHHH)| (FF) | (FHHE) | (FHHE) | (F1)

Figura suplementaria 1. Proceso de diferenciacién trilinaje de MSC's (adipogénica,
osteogénica y condrogénica) realizado en el Hospital Centro Médico Nacional SXXI. A.
Diferenciacion adipogénica con tincién de rojo oleoso; B. Diferenciacion condrogénica con el
método de fijacion de micromasa y tincion con azul alciano, C. Diferenciacion osteogénica con
técnica de fosfatasa alcalina.
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