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Resumen

Como el sistema nervioso tiene una capacidad limitada de autorreparacion, y la neurogénesis en el adulto
esta restringida a ciertas regiones del cerebro, existe un gran interés en la posibilidad de reparar el sistema
nervioso a través de la utilizacion de técnicas de medicina regenerativa y trasplante celular. Una opcion es el
trasplante de células madre (stem cells) que puedan reemplazar aquellas neuronas perdidas a través del dafio
o la enfermedad. Numerosos laboratorios, incluido el nuestro, han logrado transdiferenciar fenotipicamente
células madre mesenquimales en células de estirpe neural. Basandonos en la hipdtesis de que existe un
paralelismo entre los procesos de neurogénesis y la diferenciacion neuronal de células madre
mesenquimales, se plantea que las cascadas de sefializacion involucradas en la neurogénesis del adulto
podrian ser equivalentes a las que actian en el proceso de diferenciacién neuronal, en el cual a partir de
células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo se obtienen células de fenotipo neural. Existen
diversos factores de transcripcion que intervienen en la proliferacion y diferenciacién neuronal y que ain no
han sido estudiados en la diferenciacion neuronal de células madre mesenquimales. Algunos de ellos son
factores de transcripcion proneurales y neuronales, o de especificacion y otros, intervienen en las cascadas de
sefializacion de: Sonic hedgehog (Shh), Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMPs), Notch y Wingless/Int (Wnt).
El objetivo de este trabajo es estudiar la expresion diferencial de genes involucrados en las cascadas de
sefializacion intracelular de Shh, BMP, Wnt y Notch, como asi también la de genes de especificacion u
homedticos, proneurales y neuronales, en relacién a su participacion en el proceso de diferenciacién neuronal
a partir de células madre mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo.

Palabras clave: Células madre, diferenciacion neuronal, genes proneurales, neurogénesis, factores de
transcripcion.

Abstract

The nervous system has limited self-renewal ability and adult neurogenesis is restricted to few brain zones. For
this reason, there is a great interest into the possibility to repair the nervous system using regenerative
medicine techniques and cell transplantation. A promising alternative is the use of stem cells to replace the
neurons lost during injury and disease. Previous reports have described the phenotypic transdifferentiation of
mesenchymal stem cells into neural-like cells. Based on the hypothesis that a parallelism between adult
neurogenesis and the neuronal differentiation of mesenchymal stem cells exist, we propose that the signaling
pathways involved in adult neurogenesis could be similar to the differentiation process where neural-like cells
are obtained from adipose tissue-derived stem cells. Several transcription factors, which take part in
proliferation and differentiation, have not been studied in the neuronal differentiation of mesenchymal stem
cells yet. Some of them are patterning molecules, proneural and neuronal genes; others are involved in Sonic
Hedgehog (Shh), Bone Morphogenic Proteins (BMPs), Notch and Wingless/Int (Wnt) pathways. The aim of this
work is to study the differential expression of genes involved in Shh, BMP, Wnt and Notch intracellular
signaling pathways, as well as patterning, proneural and neuronal genes during the neuronal differentiation of
human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells.

Keywords: Stem cells, neuronal differentiation, proneural genes, neurogenesis, transcription factors.
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INTRODUCCION

CELULAS MADRE

Las células madre son células Unicas que tienen la capacidad de dividirse (autorreplicarse)
durante toda la vida de un individuo y que, bajo las condiciones apropiadas o sefiales
correctas del microambiente, puede dar origen (diferenciarse) en al menos un, y a veces,
muchos linajes con caracteristicas y funciones especializadas como miocitos, neuronas o
hepatocitos. Estas células estan presentes en muchos tejidos adultos y son importantes en
mantener la homeostasis celular y en la reparacion de tejidos [1,2]. Cuando una célula madre
se divide, cada célula nueva tiene el potencial de permanecer como una célula madre (division
simétrica), o convertirse en otro tipo celular con nuevas funciones especializadas (division

asimétrica) (Figura 1) [3].

J
J

Division Simétrica
“Autorrenovacion”

Célula Madre @ @ QY\
;aj;if._-_ :

Division Asimétrica
“Diferenciacion”

y

—

Figura 1. Tipos de division llevadas a cabo por una célula madre. (Adaptado del folleto
“Understanding Stem Cells: An overview of the science and issues from the National Academies”

[3])

Las células madre presentan una serie de caracteristicas que permiten identificarlas, como
ser la expresion de ciertos marcadores en su superficie celular, la expresiéon de factores
transcripcionales, receptores de factores de crecimiento, o la produccién de ciertas moléculas.
Mientras que hay algunas de ellas que son comunes a distintos tipos de células madre, en
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general, las células madre de diferentes tejidos poseen caracteristicas especificas que
permiten distinguirlas [4,5].

Muchos de los términos usados para definir una célula madre, obedecen al
comportamiento de éstas en diferentes condiciones in vivo o in vitro [6], de ahi que existan
diversas clasificaciones. De acuerdo a la potencialidad, es decir, al tipo de tejido que originan,
existen cuatro tipos de células madre: totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes.
El término “totipotencial” (del latin totus, que significa completo) hace referencia al potencial
gue tienen estas células de generar un embribn completo (tejido embrionario y
extraembrionario), como es el caso del cigoto. “Pluri” (del latin plures, que significa muchos o
varios) es utilizado para describir las células madre que pueden dar origen a progenitores que
forman cualquiera de las tres capas germinales embrionarias: mesodermo, endodermo y
ectodermo. Para que una célula madre pueda considerarse como pluripotente tiene que
cumplir las siguientes condiciones: en primer lugar, una Unica célula debe ser capaz de
diferenciarse a progenitores especializados procedentes de cualquier capa embrionaria; en
segundo lugar, demostrar la funcionalidad in vitro e in vivo de las células en las que se ha
diferenciado, y, finalmente, que se produzca un asentamiento claro y persistente de éstas en
el tejido blanco, tanto en presencia como en ausencia de dafio en los tejidos en los cuales se
injerta. Ejemplos de células madre pluripotenciales son las células madre embrionarias y las
células pluripotentes inducidas. La mayoria de los tejidos adultos tienen células madre
multipotenciales que son aquellas que pueden dar origen a precursores relacionados
solamente con una de las tres capas embrionarias; por ejemplo, células madre que dan origen
a tejidos derivados exclusivamente del endodermo como tejido pancreatico o pulmonar.
Finalmente, la dltima categoria corresponde a las células madre unipotenciales, que
corresponden a las células que sélo pueden generar células hijas que se diferencian a lo largo
de una unica linea celular, tal como su nombre lo refiere (del latin unus: uno) (Figura 2). La
mayoria de las células madre de un tejido especifico que no ha sufrido ningun tipo de agresion
o dafio son del tipo unipotencial y son las responsables de la fase fisiolégica de
autorrenovacion tisular, donde la cantidad de células perdidas es igual al nUmero de nuevas
células. Sin embargo, si el tejido es alterado en su estructura basica a través de un fenébmeno
lesivo y se requiere de diversos tipos celulares para su reparacion, se pueden activar células

del tipo multipotencial para reparar el dafio [6].
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Totipotente Cigoto

Pluripotente Embrionarias/IPS

Multipotente

Adultas

Unipotente

Figura 2. Clasificacién de las células madre segun su potencialidad.

Si las células madre se clasifican de acuerdo a la fuente a partir de la cual son obtenidas,
las mismas pueden proceder basicamente del embrion o de un organismo adulto, de ahi que
se hable de células madre embrionarias y de células madre adultas. Pero también existe un
tipo intermedio de células que son las células madre de cordén umbilical.

11 CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

Las células madre embrionarias pueden ser obtenidas a partir de las primeras etapas de
formacioén del embrién, del macizo celular interno (MCI) del blastocisto preimplantatorio
(células madre embrionarias, ESCs) [7,8] o de las crestas gonadales del embrién
postimplantatorio (células madre embrionarias germinales, EGCs) (Figura 3) [9,10]. Ambos
tipos de células son capaces de replicarse y dividirse en cultivos por largos periodos de tiempo
sin mostrar alteraciones cromosOmicas. Ademas, expresan una serie de marcadores
caracteristicos de progenitores pluripotenciales que facilitan su identificacion, y se diferencian
in vitro espontdneamente en estructuras multicelulares conocidas como “cuerpos
embrionarios”, los cuales contienen elementos de las tres capas germinales a partir de las
cuales se pueden forman varios tipos de células como ser cardiomiocitos, neuronas y
progenitores hematopoyéticos, entre otros [11,12]. Sin embargo, las células madre
embrionarias derivadas del blastocisto y las células germinales difieren del tejido de donde
provienen y de su comportamiento in vivo, ya que las células madre embrionarias humanas
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son capaces de generar teratomas cuando son implantadas en ratones inmunocomprometidos
mientras que las células germinales humanas no [9,13].
Algunas de las ventajas del uso de células madre embrionarias en investigacion es su

capacidad de proliferar indefinidamente y de generar una gran variedad de grupos celulares.

Huevo Morula Blastocisto Embrion
fertilizado

. o
O — & — — 5
cresta
gonadal

© o o

°

,:‘:o’e
oo o®

MCI aislado PGCs aisladas
ESCs EGCs

Figura 3. Células madre embrionarias y células embrionarias germinales.

Estas propiedades permiten que, bajo ciertas condiciones, puedan ser manipuladas in vitro
con el fin de producir precursores de un linaje especifico y contribuir asi al desarrollo de
posibles tratamientos de enfermedades como diabetes y Parkinson en las que existen tejidos
claramente comprometidos. Ademas, pueden ser utilizadas para el estudio de enfermedades
producidas durante el desarrollo embrionario y contribuir a identificar sus bases genéticas [6].
Sin embargo, al tratarse de células muy indiferenciadas, éstas pueden inducir la formacion de
ciertas neoplasias como son los teratomas. Por otra parte, existen consideraciones éticas que
llevan a serias discusiones entre quienes consideran al cigoto como “persona”, con sus
correspondientes derechos legales, y aquellos que no comparten esta posicion. Esto no es un
asunto menor, y en muchos paises ha retrasado, e incluso detenido, la investigacién con estas

células [14].

1.2 CELULAS MADRE ADULTAS
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Ademas de las células madre embrionarias, se han identificado células madre adultas que
se pueden encontrar en la mayoria de los tejidos de un individuo, como ser la médula 6sea, el
tejido adiposo, el sistema nervioso, el aparato digestivo, el masculo esquelético, el masculo
cardiaco, el higado, el pancreas y el pulmon, entre otros [15-20]. En un principio, se pensé que
las células madre adultas estaban predeterminadas a diferenciarse a tipos celulares
procedentes de su mismo tejido de origen o, al menos, de su misma capa embrionaria. Sin
embargo, esta idea ha sido reevaluada por varios grupos de investigadores cuyos estudios
sugieren que las células madre adultas son capaces de diferenciarse funcionalmente a células
especializadas procedentes de capas embrionarias distintas a las de su origen; incluso,
algunos de estos grupos han sido capaces de probar la pluripotencialidad de células madre
procedentes de la médula 6sea o del sistema nervioso central [21,22]. Esta “habilidad
biologica”, propia de las células madre adultas, se fundamenta en la capacidad que tienen de
alterar drasticamente su fenotipo en respuesta a los cambios del microambiente donde se
desarrollan, y se la conoce en la actualidad como “fendmeno de plasticidad” (Figura 4) [23-
25].

Los mecanismos moleculares que llevan a los cambios de linaje celular estan siendo
estudiados; sin embargo, los resultados mas recientes acerca de la “plasticidad” de las células
madre adultas contradicen el dogma sobre la diferenciacion de las células madre restringida a
su tejido de origen, planteando la idea de que las restricciones en los destinos celulares no
son permanentes, sino mas bien flexibles, reversibles y dependientes de nicho o

microambiente en el cual se encuentren.
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Figura 4. Plasticidad de las células madre adultas.

Existen dos modelos que explicarian los posibles mecanismos que llevan a las células
madre adultas a diferenciarse a células de un tejido diferente al original, en respuesta a
cambios del microambiente o procesos de reparacion tisular: el primer modelo hace referencia
a la capacidad que poseen las células maduras de de-diferenciarse y re-diferenciarse a
células del mismo tejido que le dio origen o a un tejido diferente [26] (Figura 5A). El ejemplo
maés obvio y extremo de reversion del destino celular viene de los experimentos en los cuales
una célula somatica terminalmente diferenciada genera otro animal a través de una
transferencia nuclear o clonacién. Los experimentos de transferencia nuclear demuestran que
las células diferenciadas, dadas las condiciones apropiadas, pueden ser regresadas a su
estado mas primitivo [27-29].

En el segundo modelo, conocido como transdiferenciacion, las células madre de un tejido
particular, bajo condiciones de un microambiente diferente al original, son capaces de generar
células funcionales de un linaje, tejido u 6rgano distinto de aquel del cual la célula madre es
originaria [30,31] (Figura 5B).
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Figura 5. Modelos de los posibles mecanismos de diferenciacién de las células madre adultas. A.

Modelo de de-diferenciacion y re-diferenciacién. B. Modelo de transdiferenciacion.

1.2.1 CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Una célula madre mesengquimal (MSC) es definida como un tipo de célula madre adulta
con un potencial intrinseco para dar origen a varios tipos celulares tales como osteoblastos,
condrocitos, adipocitos, miocitos, y otros; es decir que tiene la capacidad de diferenciarse en
linajes mesenquimales y no mesenquimales [32,33]. Las MSCs forman parte de una poblaciéon
celular heterogénea, que tiene la capacidad de adherirse al plastico y que contiene
progenitores indiferenciados y precursores restringidos al linaje con diferentes capacidades
para diferenciarse a distintos tipos celulares.

Células con caracteristicas de MSC han sido derivadas de diferentes partes del cuerpo
como son: médula 6sea, tejido adiposo, tenddn, piel, hueso, musculo, cerebro, higado, rifidn,
pulmén, bazo, pancreas, timo, membrana sinovial, pulpa dental, placenta, liquido amniético y
cordén umbilical. Estas poblaciones celulares heterogéneas, conocidas como MSCs,
derivadas de varios 6rganos exhiben muchas caracteristicas en comun, a pesar de algunas
diferencias en cuanto al potencial de diferenciacion [34].

A pesar de los numerosos estudios relacionados con la biologia de las MSCs, todavia se
definen sobre una base operacional, es decir, seleccién positiva o negativa de MSCs en base
a antigenos de superficie (CD105°, CD73", CD90", Strol*, CD45, CD34’, CD14", CD11b,
CD79alpha’, CD19°, HLA-DR'), su adherencia al plastico, su morfologia fibroblastoide, y su
capacidad de autorrenovacion y diferenciacion en al menos tres tipos celulares
mesenqguimales [35]. Las MSCs han emergido como una modalidad terapéutica prometedora
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para regeneracion y reparacion de tejidos debido a su capacidad de migrar a los sitios de
injuria [36]. Se sabe que las MSCs secretan un nimero de citoquinas y moléculas regulatorias,
ademas de poseer propiedades inmunosupresoras que facilitarian el trasplante [37].

Existen tres escenarios para explicar el origen de las MSCs: la primera hipétesis plantea
gue las MSCs existen en un solo tejido u érgano, desde donde salen y circulan a otros lugares
cuando se las necesita; la segunda se basa en la idea de que practicamente todos los tejidos
poseen sus propias células madre, por lo cual las MSCs pueden ser aisladas de muchos
tejidos fetales y adultos; y la Ultima plantea que todas las MSCs de diferentes fuentes se

originan a partir de, o al menos, tienen un ancestro comun perivascular, los pericitos [38-41].

2. CELULAS MADRE MESENQUIMALES DE TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es una entidad bioldgica cuya funcidn se creia que estaba limitada
Unicamente al almacenamiento del exceso de energia obtenido a través de la ingesta de
comida. Sin embargo, a lo largo de los ultimos 10 afios, el tejido adiposo ha sido reconocido
como una fuente rica en células madre multipotentes y un tejido con un rol vital en el
metabolismo, ademas de tener funciones inmunoldgicas. En hombres y mujeres no obesos, el
tejido adiposo pesa alrededor del 37% de la masa corporal total y la distribucion anatémica
varia entre hombres y mujeres.

El tejido adiposo es una fuente prometedora de células madre para aplicacion en terapias
celulares, debido a que estas células poseen las siguientes caracteristicas: a) faciles de aislar;
b) obtenidas del propio paciente; ¢) el nimero de células es adecuado para el trasplante,
debido a su alta proliferacion celular in vitro; d) capacidad multipotente de diferenciacion
celular; e) facil manipulacioén in vitro; f) baja inmunogenicidad; y g) capacidad de integrarse en
el tejido del huésped e interactuar con el tejido que lo rodea [42-45].

El compartimiento estromal vascular del tejido adiposo es el sitio de origen de las células
madre de tejido adiposo [46,47]. Luego de una digestiébn con colagenasa del tejido, una
poblacién celular es obtenida, la cual se conoce como células de la fraccion estromal vascular
(SVF). Cuando la SVF es cultivada, un grupo de células se adhiere a la superficie de la placa
de cultivo; son estas células las que exhiben propiedades de células madre. La SVF ademas
de estas células, contiene células derivadas de sangre periférica (leucocitos y eritrocitos),
células endoteliales vasculares, macrofagos y linfocitos residentes, y otras células como
pericitos y fibroblastos [48]. Aproximadamente el 2% de las células de la SVF son células
madre con potencial multilinaje [49,50]. En la literatura, diferentes grupos han dado diferentes
nombres para identificar a esta misma poblacién celular, tales como células madre adultas

derivadas de tejido adiposo (ADAS), células madre mesenquimales de tejido adiposo
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(AdMSCs), lipoaspirado procesado (PLA), células madre derivadas de tejido adiposo (ADSCs),
células madre/estromales de tejido adiposo (ASCs), entre otros [45]. Es esta Ultima
denominacién, ASCs, la que adoptaremos en la presente tesis.

El nimero de ASCs obtenidas puede variar dependiendo del método de procesamiento
empleado para la obtencion de células madre. De hecho, los datos obtenidos de la literatura
acerca del aislamiento de las ASCs indican que de acuerdo al procedimiento quirGrgico
empleado, reseccién quirdrgica o liposuccion, un nimero diferente de células puede ser
obtenido a partir de la misma cantidad de tejido adiposo [51,52]. Por otra parte, el nimero de
ASCs obtenidas parece ser el mismo en relacion a la regién anatémica de la cual es obtenido
el tejido. Ademas, la edad es otro factor que puede interferir en la composicion celular, a partir
de que se ha observado que individuos mas jévenes tienen un nimero mas alto de ASCs en
comparacion a individuos mas viejos [53-55].

Los depdsitos de tejido adiposo subcutaneo son ubicuos y facilmente accesibles en
grandes cantidades con procedimientos minimamente invasivos. Estos depdsitos pueden ser
obtenidos utilizando la técnica de liposuccién (aspirado) o extirpando una porcién de tejido
intacto (Figura 6).

Se ha encontrado que el tejido adiposo aspirado sélo tiene la mitad del nimero de ASCs
comparado con el tejido adiposo intacto, muchos adipocitos y capilares son rotos y un gran
numero de células muertas se hallan en el tejido adiposo aspirado [56]. El escaso nimero de
ASCs en el lipoaspirado puede deberse a: (1) una proporcion sustancial de ASCs esta ubicada
alrededor de los vasos y quedan en el tejido del donante; y (2) algunas ASCs son liberadas en
la porcion fluida de los aspirados. De esta manera, el tejido adiposo aspirado es considerado
como una fuente relativamente pobre de progenitores en comparacion al tejido adiposo intacto
[48,56].
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Figura 6. Comparacion de tejido adiposo obtenido por lipoaspiracion (izquierda) o extirpando una
porcion de tejido intacto (derecha) obtenido del mismo sitio de un solo paciente. Vistas
macroscopicas (arriba, izquierda), vistas esquematicas (medio, izquierda), imagenes de
microscopia electrénica (arriba y medio, derecha; barra roja = 200 mm, barra blanca = 40 mm), e
imagenes de tincién “whole mount” (abajo, barra = 100 mm). (Adaptado del capitulo “Adipose Stem
Cells: From Liposuction to Adipose Tissue Engineering” K. Yoshimura et al. [57])

La localizacion exacta de las ASCs en el tejido adiposo es desconocida, pero se piensa
gue las ASCs se localizan entre los adipocitos (co-localizan con capilares), en las paredes de
los vasos o en el tejido conectivo. La mayoria de ellas muestran una localizacién perivascular,
como soporte de células endoteliales similares a los pericitos (Figura 7) [40,58].
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Figura 7. Localizacion perivascular de las ASCs en el tejido adiposo. Se pueden observar las
ASCs (verde), los capilares (rojo) y los nucleos celulares (azul). (Adaptado del capitulo “Adipose
Stem Cells: From Liposuction to Adipose Tissue Engineering” K. Yoshimura et al. [57])

Basado en analisis de citometria de flujo, las ASCs expresan antigenos tipicos tales como
CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD46d, CD54, CD71, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166
y Stro-1. Sin embargo, ASCs no expresan antigenos hematopoyéticos tales como c-kit, CD4,
CD11b, CD14, CD16, CD34, CD45, CD56, CD79, CD104, CD106 y HLA-DR, ni tampoco
marcadores endoteliales como CD31, CD133, CD144 y el factor de von Willebrand
[25,43,51,59-66].

Basados en ensayos quimioluminiscentes no-radiactivos, las ASCs han demostrado tener
una longitud telomérica de alrededor de 9 kb, la cual es mayor que la que poseen las células
somaticas y esta asociada a su alto potencial de proliferacion. Por otra parte, mediante el
protocolo de amplificacion de repeticiones teloméricas cuantitativa en tiempo real (RQ-TRAP),
se ha observado que la actividad telomerasa de las ASCs es similar a la de otras MSCs, la
cual es mayor que la de una célula soméatica pero menor que la de las lineas celulares de
cancer, indicando el mantenimiento de la capacidad de autorrenovacion y proliferacion de las
mismas [67]. Sin embargo, su capacidad de expansion in vitro es limitada, demostrado a
través de estudios de caracteristicas morfoldgicas, cinética de crecimiento, expresion de
marcadores de superficie, de genes asociados a senescencia, entre otros. La manifestacion
de senescencia en las ASCs ocurre en el pasaje 15 o0 20 y todos los resultados demaostraron
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gue cultivos mas alla del pasaje 10 favorecen las vias de senescencia y limitan su utilidad
clinica [68].

Las ASCs son capaces de mantener su autorrenovacion in vitro debido a que secretan una
serie de factores de crecimiento como son el factor de crecimiento de fibroblastos 2 o bésico
(FGF2 o bFGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF) y el factor de crecimiento 1, similar al factor de crecimiento tipo insulina
1 (IGF1) [69,70].

El proceso a través del cual las ASCs se diferencian en otras células es denominado
diferenciacion especifica de linaje y comienza con la activacion de ciertos factores de
transcripcion. Recientemente, se ha demostrado in vitro la capacidad de las ASCs de
diferenciarse en células derivadas del mesodermo (adipocitos, osteocitos y condrocitos), a
células derivadas del ectodermo (células epiteliales, gliales y neuronas) y a células derivadas
del endodermo (hepatocitos, miocitos, células pancreaticas, de pulmén, epiteliales de
intestino, células endoteliales y cardiomiocitos) [66,71-87].

Antes de los eventos de transcripcion, el proceso a través del cual las ASCs pueden ser
destinadas a un linaje especifico todavia no estd completamente elucidado. Sin embargo,
algunos factores de transcripcion especificos de tejido son conocidos. En las células madre,
los procesos de proliferacion, determinacién y diferenciacion terminal especifica de linaje son
regulados por una red compleja de interaccibn molecular que involucra moduladores de la
transcripcion génica, factores de transcripcion, proteinas quinasas, factores de crecimiento y

receptores celulares (Figura 8) [44].
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Figura 8. Regulacion molecular de la proliferacion, del compromiso de linaje y de la diferenciacion
de las ASCs. (Adaptado de Schaffler et al 2007 [44].
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3. STEMNESS: PATRON DE GENES COMUNES A LAS CELULAS MADRE

El término “stemness” se refiere a los procesos moleculares subyacentes a las
propiedades de células madre como son la autorrenovacion y la generacion de progenie
diferenciada. Aunque las células madre en diferentes microambientes o nichos tendran, por
necesidad, diferentes demandas fisiolégicas y, por ende, diferentes programas moleculares,
existen probablemente ciertas caracteristicas genéticas especificas que son compartidas por
todas las células madre. Muchos de estos genes presentes en poblaciones de ESCs, células
madre hematopoyéticas (HSCs) y células madre neurales (NSCs) han sido identificados [2,88-
91]. Extendiendo este enfoque a otras células madre, seria posible desarrollar una huella
molecular (fingerprint) para las células madre. Esta huella podria ser usada como la base para
una definicibn molecular de célula madre que, combinada con su definicién funcional,
proveeran un mejor criterio para comprender su naturaleza Unica.

En los ultimos afios, se ha puesto mucho esfuerzo en estudiar los mecanismos que
regulan la pluripotencialidad de las células madre y su potencial de diferenciacion. Como
resultado de ello, se encontré que las vias de traduccion de sefiales de Sonic Hedhegog
(Shh), Notch, Wnt y BMP, y algunos factores de transcripcion, Oct4, Sox2 y Nanog, son los
responsables de regular estos intrincados procesos.

3.1 FACTORES DE TRANSCRIPCION

La pluripotencialidad es la capacidad de una célula de dar origen a derivados
diferenciados que representan cada una de las tres capas germinativas y es una propiedad
caracteristica de las ESCs. Estudios funcionales han sido de importancia en identificar un
grupo de factores de transcripcion que afectan la identidad pluripotente de las ESCs. En este
grupo, los factores de transcripcion Oct4, Sox2 y Nanog son cruciales para el mantenimiento
eficiente de la identidad de la ESC (Figura 9) [92-96].
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Figura 9. Factores de transcripcién que controlan la pluripotencialidad de las ESCs.

3.11 OCT4

El gen Oct4 (también conocido como Oct3 o Pou5fl) codifica para un factor de
transcripcion que juega un rol crucial en el desarrollo del embrion y en el mantenimiento de la
capacidad de autorrenovacion y la pluripotencialidad de las ESCs.

Oct4 es un transcripto de herencia materna que es regulado durante el desarrollo en
ratones. A partir del estadio de 4 células, comienza la expresion de Oct4 y es finamente
regulado para permitir la correcta formacién de los tejidos embrionarios y extraembrionarios.
La disminucion de la expresion en algunas zonas de la morula lleva a la formacion de
trofoectodermo. Luego, algunas células del macizo celular interno expresan transitoriamente
altos niveles de Oct4, lo cual permite el desarrollo del hipoblasto (endodermo primitivo y
extraembrionario), mientras que las células con expresion estable de Oct4 son las que van a
dar origen al epiblasto. Durante la gastrulacién, el promotor del Oct4 se va silenciando
progresivamente hasta que su expresion queda limitada a las células germinales primordiales
(PGCs). En el adulto, los gonocitos y espermatogonias son las Unicas células donde la
expresion de Oct4 puede ser detectada [97].
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Oct4 también se expresa en ESCs sin diferenciar y es uno de los factores de transcripcion
especificos de ESCs cuyos niveles requieren un control riguroso. La pérdida del 50% de su
expresion conduce a las ESCs hacia el linaje trofoectodérmico y niveles de expresién mayores
al 50% induce a la formacién de endodermo primitivo o0 mesodermo, en concordancia con lo

que sucede durante el desarrollo embrionario (Figura 10) [94,98].
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Figura 10. Relacion entre el nivel de expresion de Oct4 y el destino de célula madre.
(Adaptado de Niwa et al 2000 [94])

El gen de Oct4 estd localizado en el cromosoma 6 y contiene 5 exones. Por splicing
alternativo, el gen puede generar dos isoformas diferentes: OCT4A y OCT4B.

La funcion de estas dos variantes fue estudiada reprimiendo el Oct4 enddégeno en una
linea celular de ESCs murinas e intentando rescatarla con las dos isoformas. Se observé que
la isoforma OCT4A humana, pero no la OCT4B, fue capaz de rescatar el fenotipo de ESC, es
decir, la inhibicion de la diferenciacion y el mantenimiento de la autorrenovacién. Ademas, se
demostré que OCT4A tiene una sefial nuclear mientras que OCT4B permanece citoplasmatica
[99]. Esto sugiere fuertemente que OCT4A es la responsable del mantenimiento de la
condicion de stemness y del estado indiferenciado de las ESCs. Sin embargo, recientemente
se ha descripto una nueva variante de splicing OCT4B1 que se expresa en ESCs y que es
regulada negativamente luego de su diferenciacion (Figura 11) [100].
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Un gran namero de publicaciones han descripto la expresion de OCT4 en células madre
aisladas de diferentes tejidos humanos (médula désea, sangre periférica, pelo, epidermis,
tiroides, higado, rifién, pancreas, pulmon, cerebro, musculo y endometrio) como también de
liguido amnidtico y sangre de cordén umbilical [101-107].

A pesar de la abundancia de datos acerca de los blancos y fenotipos del transcripto OCT4,
todavia es incierto como actua el factor de transcripcion OCT4 para regular la diferenciacion.
Experimentos recientes sugieren que puede funcionar tanto como un activador o como un
represor de la transcripcion génica, ya que se lo ha encontrado asociado con complejos
activadores y represores[108-111].
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Figura 11. Isoformas de Oct4 y su relacion con las células madre (Adaptado de Wang et al
2010 [112])
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3.1.2 SOX2

Sox2 es miembro de las proteinas de unién al acido desoxirribonucleico (ADN) del Grupo
de Alta Movilidad (HMG). Estas HMG reclutan factores de transcripcidbn para unirse a
diferentes regiones potenciadoras del ADN (enhancers). Adicionalmente, las proteinas Sox
contienen un dominio de activacién/represion, a través del cual interactian con otras
proteinas[113]. Por ejemplo, durante el desarrollo embrionario temprano Sox2 activa genes
blancos interactuando con Oct4. Durante estadios de desarrollo posteriores, cuando Oct4 ya
no esta siendo expresado, Sox2 interactia con Pair box 6 (Pax6) regulando el desarrollo del
0jo [114].

La expresion de Sox2 es detectada en el macizo celular interno del blastocisto y se
mantiene en el epiblasto [115]. A diferencia de Oct4, Sox2 también tiene un rol importante
durante estadios posteriores del desarrollo embrionario y en las células madre adultas. Por
ejemplo, Sox2 se expresa en el tubo neural desde los estadios mas tempranos del desarrollo y
es requerido para mantener las células progenitoras neurales en un estado indiferenciado
[116-118]. Ademas, Sox2 desempefia un rol importante en estadios posteriores del desarrollo,
tales como la diferenciacion neural, la proliferacién y/o el mantenimiento de las NSCs, y su
expresion, en las regiones de la neurogenesis adulta, es responsable del mantenimiento y/o
proliferacion de las NSCs adultas [118,119].

Las proteinas POU son comparfieras de interaccion comunes de los factores Sox y la
heterodimerizacion entre Sox2 y Oct4 provee el mejor ejemplo de esta interaccion. Estudios
funcionales han demostrado que Oct4 y Sox2 interactian directamente, cuando se unen a
regiones promotoras, para regular su propia transcripcién y activar la expresiéon de genes
asociados a pluripotencialidad (Sox2, Oct4, Nanog, Fgf4, etc.) [120-124]. Es muy interesante
gue, dependiendo del gen blanco, Oct4 y Sox2 exhiben niveles diferentes de cooperacion.
Estos niveles parecen resultar en diferente actividad transcripcional para los genes corriente
abajo (downstream), dependiendo de la cantidad de proteina Sox2 y Oct4 presente en la
célula (Figura 12).

Mientras que la funcion de Oct4 en ESCs ha sido extensivamente caracterizada, el rol de
Sox2 permanece sin determinarse. Se ha especulado que Sox2 actla sinergisticamente con
Oct4 para regular la expresion de genes pluripotenciales.
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Figura 12. Cooperacion entre Sox2 y Oct4 en las células madre. (Adaptado de Rizzino 2009
[125])

3.1.3 NANOG

Nanog es una proteina homeodominio y tiene un patron de expresion bastante restrictivo.
In Vivo, la expresion de Nanog se detecta en las células interiores de la mérula compacta y en
el macizo celular interno del blastocisto [92,126-128]. En el blastocisto pre-implantatorio, la
expresion de Nanog se pierde en las células que daran origen al endodermo, mientras que las
células destinadas a formar el epiblasto retienen la expresiéon del mismo [129]. Luego de la
implantacion, los transcriptos de Nanog pueden ser encontrados en un grupo de células del
epiblasto y en las PGCs. In Vitro, Nanog marca todas las lineas celulares pluripotentes y en
las ESCs, se demostrd que es importante para la autorrenovacion y mantenimiento del estado
indiferenciado de estas células, ya que es regulado negativamente en una etapa temprana de
la diferenciacion de las ESCs [126]. Esto demuestra una intima asociacion entre Nanog y la
identidad de las células madre pluripotenciales.

Oct4 y Sox2 se unen corriente arriba (upstream) del promotor de Nanog, siendo
importantes en la regulacion de Nanog. Nanog actia como un activador del promotor de Oct4
y de diversos genes inhibidores de diferenciacion (lds) [122,128,130]. Se ha demostrado que
la ablacién genética de Nanog en ESCs no suprime la pluripotencia pero reduce la capacidad
de autorrenovacién, generando un estado transitorio en el cual las células estan
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reversiblemente preparadas para la autorrenovacion o para la diferenciacion. Entonces,
Nanog actuaria previniendo la progresion de la diferenciacion in vitro, y podria ser considerado
como un salvaguardia de la pluripotencia (Figura 13) [128].

{ \ Autorrenovacion

Célula diferenciada
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o Compromiso Q

Oct4 y Nanog Oct4 positivo
positivos Nanog negativo
transitorio

Oct4 y Nanog negativos

Figura 13. Nanog funciona como un salvaguardia de la pluripotencia de las células madre.
(Adaptado de Chambers et al. 2007[93])

Por el contrario de Oct4 y Oct4A, Nanog no se expresa en células postnatales; pero como
Oct4 y OctdA, se ha reportado su expresion en células madre somaticas adultas y su ausencia
en otras [22,104-106].

3.2 MORFOGENOS

Los morfégenos son factores extrinsecos que actdan a distancia para instruir la identidad
celular y la forma del tejido durante el desarrollo, en una manera dosis-dependiente. Ademas
de las acciones instructivas (determinando el destino), también pueden realizar un control
selectivo (proliferacion o supervivencia), de manera que es dificil distinguir entre factores que
son estrictamente mitogénicos o anti-mitogénicos de aquellos que tienen acciones
morfégenas. Numerosos morfégenos involucrados en el modelado neural temprano también

estan involucrados en controlar la autorrenovacion de las células madre adultas y la
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proliferacion de su progenie. Entre ellos se encuentran Sonic Hedgehog (Shh), las proteinas
Whnts, Notch y las BMPs [131].

3.2.1 SONIC HEDGEHOG (SHH)

Shh es un morfégeno de sefalizacion intracelular de la familia Hedgehog, el cual juega un
rol importante en el desarrollo de muchos 6rganos y grupos celulares, como también en la
regulacion de las células madre [132-135].

Durante el desarrollo, Shh actda como un morfégeno que es secretado desde los centros
de sefializacion ventral para especificar la identidad ventral durante el desarrollo del tubo
neural. Shh también tiene acciones mitogénicas sobre las progenitores con especificacion
neuronal pero no sobre NSCs [136]. En la adultez, diversos estudios demostraron que Shh es
importante en la autorrenovacion y proliferacion de las NSCs en la zona subventricular (ZSV)
de los ventriculos laterales y en la zona subgranular (ZSG) del hipocampo y tiene un rol mas
especifico en la expansién de las células amplificadoras transitorias y neuroblastos [137-139].

Estudios recientes han involucrado a Shh en la proliferacion y especificacion del destino
celular de diversas células madre, donde se ha propuesto un modelo que plantea que Shh
convierte la células madre quiescentes, de divisién lenta, en progenitores amplificadores

transitorios mas cercanos o comprometidos a la diferenciacion (Figura 14) [137,140-143].

@‘D—’ Q—’
® ) oo

Células madre Células madre de division Células diferenciadas
de division lenta rapida y progenitores o postmitoticas

>

TIEMPO

Figura 14. Modelo propuesto para la funcion de Sonic Hedgehog en las células madre. Las células
madre en areas sin sefializacion Shh proliferan lentamente y estan alejadas de la diferenciacion.
Un aumento de la sefializacién Shh las convierte en progenitores de division rapida, los cuales
pueden producir progenie postmitotica. (Adaptado de Agathocleous et al. 2007 [140])

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quimes



Dos proteinas transmembrana median la transmision intracelular de la sefial de Shh,
Patched 1 (Ptcl), la cual se une a Shh, y Smoothened (Smo). La union de Shh a Ptcl libera la
inhibicion de Smo, permitiendo la transduccion de la sefial intracelular [144,145]. En dltima
instancia, la actividad de Smo regula la actividad de efectores transcripcionales, las proteinas
Gli (Gli1, Gli2 y Gli3), las cuales son capaces de actuar como activadores (GliA) o represores
de la transcripcion (GliR) [146-149].

En ausencia de Shh, se piensa que la actividad GliR domina. Esto es el resultado de la
degradacion de la proteina Gli2 y el procesamiento proteolitico parcial de Gli3 en una isoforma
truncada, GIi3R, la cual funciona como un represor transcripcional (Figura 15A). En células
gue responden a Shh, el procesamiento proteolitico de GIli3 es inhibido, resultando en una
reduccion de los niveles de GIli3R. En células expuestas a altas concentraciones de Shh, la
degradaciéon de Gli2 se detiene, resultando en la acumulacion de la isoforma activadora
transcripcional. Ademas la transcripcion de Gli3 es inhibida y la de Glil inducida, el cual
parece actuar exclusivamente como un activador. Todos estos eventos resultan en un
aumento de la actividad GIiA, la cual puede estimular un aumento de la actividad
transcripcional de Glil y Gli2 (Figura 15B) [150-153].
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Figura 15. Cascada de sefializacién intracelular de Sonic Hedgehog. A. En ausencia de Shh, PKA
marca a las proteinas Gli para su procesamiento proteolitico y la generacién de las isoformas
represoras, que inhiben la transcripcion. B. En presencia de Shh, Smo inhibe a la PKA permitiendo
la generaciéon de las isoformas activadoras de Gli y, en consecuencia, la transcripcion de los
genes blancos.

3.2.2 WINGLESS/INT (WNT)
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Las proteinas Wnt pueden tener acciones morfogénicas, proliferativas o antiproliferativas,
dependiendo del contexto. Wnts se unen a receptores de la familia Frizzled (Fzd) en la
membrana plasmatica para iniciar la via candnica [154]. La sefial Wnt candnica induce el
ensamblaje de los complejos Frizzled-Disheveled (Dvl) y Lipoprotein-receptor-related protein
5/6-Axin (LRP5/6-Axin) para liberar a B-catenina del complejo de degradacion glicégeno
sintasa quinasa (GSK-3p). La fosforilacion de B-catenina por la GSK-3B es inhibida por Dvl,
provocando la estabilizacion y acumulacién de p-catenina citoplasmatica, la cual se trasloca al
ndcleo, donde interactia con los factores de transcripcion T cell factor/ lymphoid enhancer
factor/Sox (TCF/LEF/Sox), para promover la expresion génica. Myc, ciclinaD1, Axin2, FGF20,
Wispl, Jagl y Dickkopf-1 (Dkk1) son genes blanco de esta cascada canodnica (Figura 16)
[155-159].

La sefializacion Wnt desempenfa un rol importante en la regulacion de la proliferacion y
diferenciacion de células progenitoras neurales, hematopoyéticas y MSCs [160,161]. Diversos
estudios han sugerido que la via candnica de sefializacion Wnt mantiene a las células madre
en un estado indiferenciado y de autorrenovacion [162,163].

En el hipocampo adulto, Wnt3 es expresado en astrocitos mientras que los receptores de
los componentes de sefializacion intracelular de Wnt son expresados en progenitores. Debido
a que en algunos trabajos se vio que la sobreexpresion de Wnt3 promueve la neurogénesis
activando el factor de diferenciacion neurogénico 1 (NeuroD1), y en otros que promueve la
autorrenovacion de las NSCs; se sugiere que la sefalizacion Wnt podria activar las NSCs
guiescentes para que se autorrenueven, pero especificamente a través de divisiones
asimétricas en servicio de la neurogénesis antes que por divisiones simétricas para la
expansion de las NSCs. De manera que la sefializacion Wnt parece regular la proliferacion y
diferenciacion de los linajes neuronales en una manera estadio-especifica y dependiente del
contexto celular [164-167].
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Figura 16. Via de sefalizacion intracelular Wnt. A. En ausencia de Wnt, la B-catenina
citoplasmatica es reclutada por el complejo de degradacién GSK3pB, que facilita la fosforilacion y
degradacién proteolitica de B-catenina. B. En presencia de Wnt, Dvl inhibe la fosforilacién de B-
catenina, la cual se acumula en el citoplasma y se trasloca al nicleo, donde se une a los factores
de transcripcibn TCF/LEF para activar la transcripcién de los genes blanco. (Adaptado de
Christodoulides et al. 2008 [168]).

3.2.3 PROTEINAS MORFOGENETICAS OSEAS (BMPs)

Durante el desarrollo del sistema nervioso, las BMPs actian como morfégenos
pleiotrépicos, secretados por los centros de sefializaciéon dorsal para especificar las
identidades dorsales en el desarrollo del tubo neural. Ademas, pueden promover
indirectamente la proliferacién via la sefalizacion Wnt, o la diferenciacion a través del bloqueo
directo del ciclo celular. Los ligandos se unen al complejo receptor (BMPR) que activa un
complejo de transduccién candénico (Smad), el cual se trasloca al ndcleo para regular la
transcripcion génica (Figura 17). Los principales genes blancos de la sefalizacién BMP son
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los genes Ids, los cuales son miembros de la familia hélice-bucle-hélice (helix-loop-helix, HLH)
pero carecen del dominio de union al ADN [169,170]. La heterodimerizacién de los Ids con
otros factores de transcripcion HLH resulta en el transporte activo de tales complejos al nicleo
y la inhibiciébn de su unién al ADN [171]. Simultineamente, los Ids pueden actuar como
reguladores dominantes negativos que interfieren con las actividades transcripcionales de las
proteinas proneurales en los progenitores neuronales [172]. Entre los cuatro miembros de la
familia 1d, Id1 parece ser especificamente requerido para la proliferacion de células
neuroepiteliales y para la activacion precisa de la diferenciacion neuronal en el estadio
embrionario [170,173-175]. En ratones, Id1 es expresado en precursores neurales en
proliferacion en la ZSV, pero no se lo encuentra en células diferenciadas en estadios
tempranos de la embriogénesis [176,177]. Id2 se expresa en neuronas tempranas durante el
desarrollo del sistema nervioso y se sigue expresando en neuronas especificas en el cerebro
adulto, sugiriendo que 1d2 puede estar involucrado en otros procesos celulares, ademas de
proliferacion [178,179]. La expresion de Id3 esta mas distribuida a lo largo de la
embriogénesis; esti presente en varias regiones del embrion, incluyendo &reas del cerebro en
desarrollo. Por dltimo, los transcriptos de Id4 son detectados principalmente en tejidos
neuronales [180,181].
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Figura 17. Sefializacién BMP. La union del ligando (BMP) al complejo receptor (BMPR), formado
por la heterodimerizaciéon de los receptores tipo | y Il, activa a los mensajeros intracelulares
(Smad), los cuales se traslocan al nicleo, donde se unen directamente a las secuencias
especificas en los promotores de los genes blancos de BMP (ld1, 1d2, I1d3 e Id4) para regular su
transcripcion.

Basados en toda esta evidencia, es claro que la familia de genes Id tienen un rol
importante en la proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras neurales. En general,
en el sistema nervioso de mamiferos, la expresion de Idl e 1d3 esta localizada en los
neuroblastos menos diferenciados, mientras que Id2 e 1d4 se expresan en neuronas motoras e
intereuronas. Esto indica que la expresion de dos subclases (Id1 e Id3 por un lado, e 1d2 e
Id4 por otro) puede tener diferentes consecuencias fisiolégicas, es decir, la especificacion de
diferentes estadios de diferenciacion de células neuronales durante el desarrollo.

Noggin pertenece a una clase de polipéptidos que se unen a las BMPs v,
consecuentemente, previene la activacion de los receptores de BMP. En el cerebro adulto, las
BMPs provocan acciones antiproliferativas y gliogénicas [182]. Las células ependimales del
ventriculo expresan el factor Noggin, un antagonista competitivo de la unién del ligando BMP a
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su receptor, lo cual promueve un aumento de la neurogénesis [183]. De esta manera, el
balance de la sefalizacion BMP regula la autorrenovacién de las NSCs en las zonas
neurogénicas del cerebro (Figura 18).

Celulas ependimales NSCs

A,
Lo,
BMP BMP

Neurogénesis Gliogénesis

Figura 18. Rol propuesto de Noggin en promover el linaje neuronal de las NSCs en el cerebro
adulto. (Adaptado de Lim et al. 2000 [183])

3.24 NOCTH

Notch es parte de un mecanismo de sefalizacion que controla decisiones de destino
celular, proliferacion y apoptosis, durante el desarrollo y en la vida adulta [184,185]. La unién
del receptor Notch al ligando Jagged y Delta, activa el clivaje enzimatico del receptor Notch
para producir un dominio intracelular Notch (NICD) activado que se trasloca al ndcleo e
interactia con un complejo Mam/CBF1. El complejo activado promueve la transcripcion de
genes represores de linaje, de los cuales los mejor caracterizados pertenecen a las proteinas
hairy/enhancer of Split (Hes) y represor relacionado a Hes (Herp). Estos genes represores son
factores de transcripcion hélice-bucle-hélice bésico (bHLH) que regulan negativamente la
expresion de factores de transcripcion especificos de tejido, de esta manera regulando la
diferenciacion especifica de linaje (Figura 19) [186,187].

En el sistema nervioso, los genes represores de linaje de la sefalizacién Notch inhiben la
transcripcion de genes neurogénicos como lo es Mammalian achaete-scute homolog 1

(Mashl). Sin embargo, Mashl promueve la expresién de ligandos Notch, de manera que
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células expresando altos niveles de genes neurogénicos también secretan altos niveles de
ligandos Notch, los cuales reprimen los programas neurogénicos en las células vecinas. Se
piensa que este circuito de retroalimentacion amplifica las pequefias diferencias
transcripcionales iniciales para producir una célula con un fuerte programa de especificacion
del linaje, y una célula adyacente con un fuerte programa de autorrenovacion de células
madre (Figura 19) [188].

Mientras que Notch estd involucrado en el mantenimiento de la poblacion de NSCs,
también participa en la adquisicion progresiva de caracteristicas mas gliales durante la
transicion de glia radial a célula madre adulta. Esto podria explicar por qué la exposicion a
factores de diferenciacion como BMP promueve la neurogénesis a partir de precursores de
estadio temprano, pero induce gliogénesis a partir de progenitores de estadios posteriores.
Esto sugiere que la via Notch podria ser usada para tomar decisiones binarias en diferentes
tipos de progenitores, en estadios posteriores de maduracion celular y plasticidad [182,188].
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Figura 19. Sefializacion Notch en sistema nervioso. Los genes proneurales (Mashl y Ngn2)
activan el programa de diferenciacion neuronal e inducen la expresién de Delta, el cual activa la
sefializacion Notch en células vecinas. La activacion de Notch libera el dominio intracelular (NCID),
por accién de la y-secretasa, el cual se trasloca al nacleo y forma un complejo con Mam/CBF1.
Este complejo induce la expresion de los genes represores transcripcionales (Hes, Herp), los
cuales reprimen la expresion de genes proneurales, llevando al mantenimiento de las NSCs.
(Adaptado de Kageyama et al. 2009 [189])
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4, NEUROGENESIS ADULTA

Las NSCs son definidas como células que poseen la capacidad de autorrenovarse y de
generar los tres principales tipos celulares en el sistema nervioso central (SNC): neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos (Figura 20A) [190-192]. En un principio, se creia que la
generacion de nuevas neuronas (neurogénesis) en los mamiferos estaba limitada a la fase
prenatal; sin embargo, a lo largo de los afios se descubrié que la neurogénesis también se
llevaba a cabo en discretas areas del cerebro adulto, y que las nuevas células neuronales
generadas se originaban a partir de células madre del cerebro adulto [193-195].

La neurogénesis ocurre principalmente en dos regiones del cerebro adulto en varias
especies: la ZSV de los ventriculos laterales y la ZSG del giro dentado (GD) del hipocampo
(Figura 20B) [195]. De estas regiones, la ZSV posee el pool mas grande de células
progenitoras neurales en division. Las nuevas células neuronales generadas en la ZSV migran
al bulbo olfatorio (BO) a lo largo de la cadena rostro migratoria (RMS), donde se diferencian en
neuronas granulares y periglomerulares del BO (Figura 20B,C) [196-200]. En el giro dentado
del hipocampo, las nuevas neuronas generadas en la ZSG migran a la capa granular, donde
se diferencian en células neuronales y extienden proyecciones axonales al area CA3 (Figura
20D) [201-204].

En estas dos regiones, las NSCs tipo-gliales generan progenitores amplificadores
transitorios altamente proliferativos que luego dan origen a precursores neuronales
comprometidos con el destino [205-208]. Estos precursores (neuroblastos) migran a su destino
final y se diferencian en neuronas postmitéticas, desarrollando una morfologia dendritica

apropiada e integrandose sindpticamente al circuito preexistente [209].
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Figura 20. Neurogénesis y NSCs en el sistema nervioso central adulto. A. Las NSCs son células
autorrenovables y multipotentes que generan neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. B. Areas
neurogénicas del SNC: el GD del hipocampo y la ZSV del ventriculo lateral. Las NSCs de la ZSV
migran hasta el BO a través de la RMS, donde se diferencian en interneuronas. C. Teorias del
origen celular de las NSCs de la ZSV: como células ependimales diferenciadas o como células tipo
astrocitos. D. En el GD las nuevas neuronas son generadas a partir de las NSCs de la ZSG del
hipocampo y se diferencian en células neurales y gliales en la capa granular del GD. (Adaptado de
Taupin et al. 2002 [195])

La neurogénesis también puede ocurrir en otras areas del cerebro adulto, aunque en
menor proporcion, como son el bulbo olfatorio, el area CA1l, la neocorteza, el estriado, la
amigdala, la sustancia nigra, el tercer ventriculo, el nacleo caudado, entre otros [210-212].

4.1 MECANISMOS MOLECULARES

Los mecanismos moleculares que controlan la especificacion del destino celular neural en
progenitores adultos son de gran interés debido a que nos ensefian como podriamos controlar
el comportamiento de progenitores endégenos o trasplantados, para el tratamiento de
enfermedades neuroldgicas.

Aungue los mecanismos moleculares de determinacion del destino de las NSCs no son
completamente entendidos, se ha vuelto gradualmente aparente que tanto las claves
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extracelulares como los programas intracelulares estan profundamente involucrados en la

especificacion del destino neuronal.

411 PAX6

Pax6 es un miembro de la familia Pax y es crucial para el desarrollo del SNC, ojo y
pancreas [213-215]. Pax6 es expresado en patrones espacio-temporales especificos durante
el desarrollo del cerebro y, es por eso, que se cree que esta corriente arriba (upstream) de las
redes de genes involucrados en el modelado del cerebro, la migracién neuronal y la formacion
de circuitos neurales [216,217].

Pax6 juega un rol importante promoviendo la neurogénesis. Por tal motivo, la pérdida de
Pax6 resulta en progenitores neurales con reducido potencial neurogénico [218,219], mientras
gue su sobreexpresion in vitro dirige a las células hacia un destino neuronal [219]. Los
mecanismos por los cuales Pax6 promueve la neurogénesis son todavia desconocidos.

Durante el desarrollo del SNC, la expresion de Pax6 comienza temprano en las células
neuroepiteliales en proliferacion, y luego se expresa en las células progenitoras neurales de la
zona ventricular [220]. Postnatalmente, la expresion de Pax6 es detectada en la ZSV de los
ventriculos laterales y la ZSG del hipocampo, lugares en los cuales la neurogénesis tiene
lugar. En la ZSG, Pax6 se expresa en células madre neurales y progenitores neurales que
tienen morfologia de glia radial y son positivas para el marcador de la proteina acidica fibrilar
glial (GFAP) y nestina, como también en una pequefia poblacion de progenitores tardios que
son positivos para la molécula de adhesion celular neural poli-sialidada (PSA-NCAM) [221-
223].

4.1.2 FACTORES bHLH

Experimentos recientes han demostrado que la proliferacion, especificacion vy
diferenciacion de las NSCs estan controladas por un grupo de factores de transcripcion con
motivo hélice-bucle-hélice basico (bHLH) [223]. En una NSC que esta destinada a convertirse
en una neurona, la transicién de proliferacibn a neurogénesis estd acompafiada por un
incremento en la expresion de factores bHLH proneurales. Se sabe que la expresion de las
proteinas bHLH es necesaria y suficiente para promover la generacion de neuronas
diferenciadas a partir de células progenitoras indiferenciadas [224-228]. Este compromiso de
destino neuronal, dirigido por bHLH, se desarrolla de una manera temporalmente sucesiva,
desde proteinas bHLH ampliamente proneurales a proteinas especificadoras neuronales [229].
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La neurogénesis es mediada por dos amplias categorias de factores bHLH. Los factores
bHLH proneurales, entre los cuales se encuentran Mashl, mammalian atonal homolog 1
(Mathl), y neurogenina 1 y 2 (Ngnly Ngn2), los cuales estan involucrados en la iniciacion de
la neurogénesis; y los factores bHLH de diferenciacion, como son NeuroD1, NeuroD2, Math2 y
T-box brain 1y 2 (Tbrly Tbr2), los cuales facilitan la diferenciacién terminal [227,230,231].

Estas proteinas bHLH se unen al ADN formando heterodimeros con las proteinas E, e

interactuando con coactivadores para reclutar un gran complejo, incluida la maquinaria
transcripcional, para promover la expresion de los genes neuronales blanco. Por el contrario,
las proteinas bHLH son reguladas negativamente por otro grupo de factores bHLH, como son
los factores Id y Hes, los cuales se unen de manera competitiva a las proteinas E, impidiendo
la formacion de heterodimeros. Se sabe que la expresion de Hesl, Hes5, Id1 e Id3 es inducida
por la sefializacion Notch y BMP, ambas vias involucradas en la autorrenovacion de las NSCs

y gliogénesis, a través de la inhibicién de las sefales neurogénicas (Figura 21) [232-235].
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Figura 21. Regulacion de la especificacién y diferenciaciéon neuronal por los factores bHLH
mediante un balance de factores bHLH antagénicos.

4.1.3 NEUROTRANSMISORES
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GABA (4cido gamma-aminobutirico), el principal neurotransmisor inhibitorio en el SNC
maduro, tiene un rol bien establecido en la regulacion de la integracion funcional de nuevas
neuronas en redes inmaduras y maduras, tanto en el embribn como en el adulto [236,237].
Recientemente, GABA ha surgido como un regulador clave que controla multiples fases de la
neurogénesis adulta [236,238]. En los mecanismos de transduccién de sefiales mediados por
GABA, las sefiales extracelulares son transformadas en intracelulares a través de subtipos de
receptores GABA (GABAR), ionotrépicos (GABAAR y GABACR) y metabotropicos (GABAgR).

Los receptores GABA, son predominantemente canales idnicos permeables a cloruro (CI")
y la polaridad de la accion de GABA depende del gradiente de CI” a través de la membrana, el
cual estd determinado por la expresion regulada de los transportadores de CI, el co-
transportador de Na®*, K*, 2CI" (NKCC1) y el co-transportador K*/CI" (KCC2) [237,239,240]. En
la neurogénesis adulta, debido a la abundancia inicial del importador de CI" NKCCL1 y la baja
expresion del exportador de CI" KCC2, las concentraciones internas de ClI" son mayores en
neuronas inmaduras que en neuronas maduras. El alto potencial de equilibrio resultante para
CI' en neuroblastos provoca que GABA, a través de sus receptores GABA,, despolaricen a las
células inmaduras luego de la determinacion del destino celular. Finalmente, se sabe que este
efecto despolarizante de GABA en neuronas juveniles y progenitores regula etapas claves de
la neurogénesis tales como proliferacién, migracion y morfogénesis, en las zonas
neurogeénicas [241,242].

GABA también estd involucrado en estadios tardios de la neurogénesis adulta,
orquestando la formacién de sinapsis y el crecimiento dendritico de neuronas inmaduras. La
regulacion de estos procesos tiene lugar cuando se produce la reversion del gradiente de Cl' a
través del aumento de los niveles de KCC2 en las neuronas inmaduras, momento en el cual
GABA pasa a tener un efecto hiperpolarizante [240,243].

Otro neurotransmisor, glutamato, es el mas prominente en el SNC de mamiferos y lleva a
cabo su accibén a través de receptores ionotrépicos N-metil-D-aspartato (NMDA), acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) y kainato, y metabotropicos mGIuR. En
los primeros estadios de la neurogénesis adulta en la ZSV, se ha detectado la expresion de
receptores metabotrépicos, regulando de manera positiva la proliferacion de progenitores; e
ionotrépicos, los cuales actian junto con GABA para disminuir la migracion de los
neuroblastos [244-246]. En estadios posteriores de la neurogénesis, la sefalizacion
glutamatérgica juega un rol importante en la regulacion de la supervivencia de neuroblastos,
dependiente de receptores ionotropicos NMDA 1 (NR1), y en la plasticidad sinaptica de
neuronas inmaduras a través de los receptores NMDA ionotropicos 2B (NR2B) [247-251].

Por altimo, la acetilcolina (ACh) produce sus efectos en el SNC a través de dos subtipos
de receptores: muscarinicos (MAChRs) y nicotinicos (NAChRs). Las subunidades de los
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NAChRs estan entre las primeras proteinas de membrana en aparecer durante el desarrollo
del SNC y se han sugerido roles importantes en la comunicacion celular para estos receptores
durante la migracion y diferenciacion de células precursoras neurales in vitro e in vivo [252-
254].

4.1.4 CASCADAS DE SENALIZACION

Se ha demostrado que factores difusibles afectan el establecimiento inicial del nicho
neurogénico, influenciando la autorrenovacion y las decisiones de destino celular. Shh, Wnt,
BMP y Notch son factores extracelulares que posiblemente actian de manera local. La
sefializacion Shh es requerida para el establecimiento y el mantenimiento de grupos
quiescentes de células madre en el cerebro postnatal [255]. En el cerebro adulto, la via de
Notch estd activa en células madre neurales y células proliferativas para mantener la
autorrenovacion y prevenir la diferenciacion terminal. De manera que la sobreexpresion de
Notch aumenta el nimero de progenitores quiescentes en la ZSV a costa de los neuroblastos
migratorios; y su ablacion conduce a la pérdida de caracteristicas de NSCs y a la
diferenciacion en neuronas granulares y periglomerulares [256,257]. Se ha demostrado que
las BMPs instruyen a las NSCs hacia el linaje glial, y Noggin bloquea la diferenciacién glial de
las NSCs a favor de la neurogénesis [183]. Finalmente, se sabe que la sefializacion Wnt
controla la diferenciacién neuronal de las NSCs y la proliferacion de los progenitores
neuronales [164].

4.1.5 MARCADORES ESPECIFICOS DE NEUROGENESIS

En la neurogénesis adulta, tanto en la ZSG como en la ZSV, se pueden distinguir varias
etapas, a través de las cuales los progenitores primarios se desarrollan lentamente en
neuronas [258]. En una primera etapa, tenemos a las NSCs, llamadas células tipo 1 o células
B, las cuales se dividen lentamente, expresan Sox2, tienen caracteristicas astrociticas y
expresan marcadores gliales como son nestina, GFAP y el transportador de glutamato y
aspartato (GLAST) [207,259]. Los progenitores intermedios, llamados neuroblastos, células
tipo 3 o células A, proliferan activamente y expresan algunos marcadores neuronales como
son PSA-NCAM, doblecortina (DCX) y Thr2 [260,261]. Sin embargo, estudios recientes han
sugerido que existiria una subpoblacién de células GFAP® que también expresarian el
marcador neuronal Mashl, nestina y Sox2, la cual representaria un estado intermedio o
células amplificadoras transitorias, células tipo 2 o C, que ya estan comprometidas hacia el
linaje neuronal [262]. Después de la mitosis final de las células progenitoras intermedias, las
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nuevas células generadas comienzan a madurar como neuronas, pasando por neuronas
inmaduras, con expresiéon de marcadores caracteristicos como son Blll-tubulina, NeuroD1,
Calretinina, entre otros; para finalmente diferenciarse de manera terminal a neuronas
postmitéticas maduras, con expresion de la proteina de nucleo neuronal (NeuN), enolasa
especifica de neurona (NSE), la proteina asociada a microtubulos 2 (MAP2), sinaptofisina,
calbindina, Tbrl, NeuroD2, entre otros (Figura 22) [263,264].

Fase Mitotica Fase Postmitotica
A A
[ | LI
Autorrenovacion Especificacion del destino Diferenciacion Maduracion
NSCs/Tipo 1/Tipo B Celglas.ampl!ficadorgs N.euroblz'istos ;Neuronas Neuronas
transitorias/ Tipo 2/ TipoC Tipo 3/Tipo A inmaduras maduras

Figura 22. Marcadores especificos de las distintas etapas de la neurogénesis adulta.

HIPOTESIS
Basados en algunas similitudes encontradas entre la neurogénesis adulta y la
diferenciacion neural a partir de hASCs, se plantea como hip6tesis de trabajo que los factores

morfogenéticos y de transcripcion involucrados en la regulacion de la neurogénesis adulta y en
procesos del desarrollo neural, podrian intervenir en los procesos de diferenciacién en los
cuales a partir de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo se obtienen

células de fenotipo neural.

OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GENERALES
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Determinar si los mecanismos moleculares que regulan la diferenciacion neural a partir de
células madre mesenquimales de tejido adiposo son los mismos que aquellos que regulan la

neurogénesis adulta.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

De ese objetivo general, se derivan los siguientes objetivos especificos:

7

+«+ Corroborar que las células madre derivadas de tejido adiposo tienen propiedades de

células madre.

+« Evaluar, inmunocitoquimicamente, el grado de diferenciacién neuronal alcanzado por

las hASCs después del protocolo de diferenciacion.

< Estudiar la expresion diferencial de genes involucrados en las cascadas de
sefializacion intracelular de ciertos factores morfogenéticos como Shh, BMP, Wnt,
Notch, como también la de genes proneurales y de neurotransmisores, en relaciéon a

su participacion en los procesos de diferenciacién neural de hASCs.

MATERIALES Y METODOS

1. DONANTES

Las muestras de tejido adiposo subcutaneo humano fueron obtenidas como material de
descarte luego de cirugias estéticas de abdomen (abdominoplastia) y de mamas
(mamoplastia). Las mismas fueron donadas, bajo consentimiento informado de los pacientes y
la aprobacion del Comité de Etica y Protocolos de Investigacion (CEPI) del Hospital Italiano de
Buenos Aires, por 23 pacientes sanos, de los cuales 17 correspondian a mujeres y 6 a
hombres, en un rango de edad entre 23 y 60 afios (Figura 23).
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Figura 23. Cirugias a partir de las cuales se obtuvieron las muestras de tejido adiposo.

2. AISLAMIENTO DE LA FRACCION ESTROMAL VASCULAR

Los métodos para aislar células a partir de tejido adiposo fueron establecidas en los afios
60, y luego han sido adaptadas para aislar células de tejido adiposo humano [265-269]. El
tejido adiposo se transporta en un tubo estéril conteniendo medio de transporte, y luego se
realizan sucesivos lavados con solucién salina balanceada de Hank (HBSS, Sigma, Buenos
Aires, Argentina) con antibiéticos (ATB, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina,

0.25 ug/ml anfotericina, Gibco, California, USA), para remover todo el exceso de sangre
gue contenga la muestra. Todo el material fibroso y restos de vasos sanguineos fueron
cuidadosamente diseccionados y descartados. El tejido remanente fue cortado
minuciosamente y digerido enzimaticamente con 0,1% de Colagenasa Tipo | (Gibco) a 37°C
con agitacion de 250 rpm durante 45 minutos. La actividad enzimatica fue neutralizada con
dos veces el volumen de medio estandar conteniendo medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, Gibco) con 20% de suero fetal bovino (SFB, Gibco) y 1% de ATB, y luego
centrifugado a 400 g durante 12 minutos. El sobrenadante conteniendo los adipocitos maduros
fue descartado. La SVF depositada en el fondo del tubo fue resuspendida con medio estandar
(Figura 24). Se realiz6 el recuento celular y se evalud la viabilidad celular utilizando el ensayo
de exclusion con Azul Tripdn o el test Bromuro de Etidio/Naranja de Acridina, utilizando la
captacion diferencial de estos fluorocromos de unién al ADN.
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Figura 24. Procedimiento para el aislamiento de la SVF de tejido adiposo humano.

3. CULTIVO CELULAR

Las células de la SVF fueron sembradas en placas de cultivo (Nunc International, Roskilde,
Dinamarca) en una proporciéon de 8000 a 10000 células/cm2. Los cultivos de la SVF fueron
incubados en una estufa gaseada a 37°C, en una atmdésfera humeda con 5% CO,. Luego de
48 hs, las células no adherentes fueron removidas a través de un cambio de medio. Una vez
gue las células primarias (Pasaje 0) alcanzaron el 80-100% de confluencia, las mismas fueron
repicadas a través de una digestion enzimatica con tripsina-EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) (0.25%, Sigma) a 37°C durante 5 min. Luego las células fueron
centrifugadas y lavadas con medio estidndar para remover la tripsina, para finalmente ser
expandidas en placas de cultivos mas grandes. El medio de cultivo fue cambiado dos veces
por semana.

Una poblacion celular homogénea de hASCs fue obtenida luego de 2 a 3 semanas de
cultivo. Las células en cultivo en pasajes tempranos (3 a 5) fueron utilizadas para realizar los
diferentes experimentos.

4, POTENCIAL MULTILINAJE

Para corroborar el potencial multilinaje de hASCs, se llevaron a cabo los experimentos de
diferenciacion adipogénica, osteogénica y condrogénica [42,73,270].
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4.1 Diferenciacion Adipogénica

Para la diferenciacién adipogénica, las hASCs (pasaje 3-5) fueron sembradas y cultivadas
en monocapa hasta que alcanzaron 60% de confluencia. Los cultivos subconfluentes fueron
incubados en medio de inducciéon adipogénico [25,86,267,271] conteniendo DMEM alta
glucosa (Gibco), 10% SFB, 1% ATB, 1 pM dexametasona (Sigma), 0.5 mM de
isobutilmetilxantina (IBMX, Sigma), 10 uM de insulina (Gibco) y 200 yuM indometacina (Sigma),
durante 2 dias, y luego en medio de mantenimiento adipogénico conteniendo DMEM Alta
Glucosa, 10% SFB, 1 yM dexametasona y 10 uyM de insulina durante otros 2 dias. La
induccion fue llevada a cabo cultivando las células 2 dias en medio de induccidn, luego 2 dias
en medio de mantenimiento, y asi sucesivamente hasta completarse los 21 dias de protocolo.
Los cultivos control fueron mantenidos en medio estdndar durante los 21 dias de
diferenciacion.

La adipogénesis fue evaluada utilizando la coloracion de Oil Red O, para lo cual las células
fijadas en 4% de paraformaldehido fueron incubadas en soluciéon de Oil Red O 0,5% (Biopack,
Buenos Aires, Argentina) durante 20 a 50 minutos.

4.2 Diferenciacion Osteogénica

Para la diferenciacién osteogénica, las células del pasaje 3-5 fueron sembradas a una
densidad de 3000 células/cm’® e incubadas en medio estandar hasta alcanzar 60% de
confluencia. ElI medio fue reemplazado con medio de induccion osteogénico [272,273], el cual
consiste en medio estandar suplementado con 10 mM B-glicerofosfato (Sigma), 50 yuM
ascorbato-2-fosfato (Sigma), 100 nM dexametasona. El medio osteogénico fue cambiado dos
veces por semana hasta completarse los 21 dias de diferenciacion.

Los cultivos control fueron mantenidos en medio estandar. Al dia 21, las células fueron
fijadas en etanol 70% frio durante 60 minutos y luego la diferenciacién osteogénica fue
evaluada incubando las células fijadas durante 30 minutos en la solucién acuosa de Rojo
Alizarina al 2% (Biopack).

4.3 Diferenciacién Condrogénica

Para la diferenciacién condrogénica, se utilizaron dos sistemas de cultivo para obtener el
entorno tridimensional necesario para esta diferenciacion: en micromasa y en pellet
[25,274,275]. En el primero de ellos, se sembraron en una placa de cultivo 4 gotas de 10 pl

conteniendo 100.000 células cada una, se incubd la placa con las microgotas durante 2 horas
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en la estufa gaseada a 37°C, y a continuaciéon se agregé el medio de induccién condrogénico
(Figura 25A). En el segundo sistema, las hASCs fueron ligeramente centrifugadas en un tubo
coénico de polipropileno de 15 ml (Nunc) para formar pequefios pellets y cultivarlos 21 dias en
el medio condrogénico (Figura 25B). Este medio consiste en medio estdndar suplementado
con 20 upg/ml factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1, R&D System), 40 ug/ml L-
prolina (Sigma), 50 ug/ml acido ascorbico (Sigma), 100nM dexametasona, 100 ug/ml piruvato
de sodio (Sigma), 6.25 mg/ml insulina, 6.25 mg/ml transferrina (Sigma) y 6.25 ng/ml selenito
de sodio (Sigma). El medio de induccién fue renovado cada 3 dias durante los 21 dias de

protocolo.

Medio

Microgota Pellet

Figura 25. Sistemas de cultivo utilizados para la diferenciacion condrogénica. A. Cultivo en

micromasa. B. Cultivo en pellet.

Los acumulos o pellets condrogénicos fueron fijados en 4% de paraformaldehido durante
30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron incluidas en parafina, cortadas con

micrétomo y las secciones tefiidas con la solucién de Azul de Toluidina al 1% (Biopack).

5. DIFERENCIACION NEURONAL

La diferenciacion neuronal de 12 muestras de hASCs se inici6 en los pasajes 3-5, usando
una modificacion de protocolos de induccion neuronal previamente descriptos [25,276-279].
Las células fueron sembradas en placas hasta que estuvieran subconfluentes y luego
sometidas al protocolo de diferenciacién neuronal, el cual consiste en dos pasos: preinducciéon
e induccion.

La preinduccion fue llevada a cabo durante 48 horas luego de descartar el medio estandar,
lavar las células y agregar el medio de preinduccion conteniendo medio estandar
suplementado con 1 mM [3-mercaptoetanol (BME, Riedel, De Haén, Alemania). Luego, este

medio de preinduccién es reemplazado por el medio de induccién neuronal. La composicion

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quimes



del medio neuronal consta de DMEM suplementado con los siguientes agentes
diferenciadores y factores tréficos: 10°M de &cido retinoico (RA, Sigma), 100 pyM de
hidroxianisola butilada (BHA, Sigma), 10 ng/ml factor de crecimiento epidérmico (EGF, Gibco)
y 10 ng/ml factor bFGF (Gibco). Las células fueron incubadas en este medio durante 14 dias,
con reemplazo total del medio cada 3 dias, y monitoreadas continuamente durante el
protocolo de induccion neuronal (Figura 26). Al dia 14, las células fueron lisadas para realizar
la extraccion de acido ribonucleico (ARN) o proteinas o fijadas para analisis
inmunocitoquimico. Una placa de cultivo de hASCs sin inducir fue analizada también en cada

experimento como control del mismo.

Preinduccién Induccidén
48 hs 14 dias

Células tipo neuronal

Figura 26. Protocolo de diferenciacion neuronal.

6. EVALUACION DE VESICULAS PRESINAPTICAS: FM 1-43

Para visualizar si existia formacion y acumulacion de vesiculas sinapticas, las hASCs
diferenciadas y sin diferenciar, como también un cultivo de fibroblastos humanos (control
negativo) y la linea celular PC12 diferenciada ampliamente utilizada como modelo de
diferenciacion neuronal (control positivo), fueron tefiidos con el colorante fluorescente FM1-43
((N-3-triethylammonmpropyl)-4-(4(dibutylamino)  styryl) pyridinium dibromide, Molecular
Probes, Oregon, USA). Para ello, se retird todo el medio de cultivo de la placa y se lavo las
células con el medio libre de calcio y magnesio (HBSS-CMF, Gibco), para evitar que estos
cationes aceleren la endocitosis del colorante, resultando en una escasa selectividad. Luego,
las hASCs son cargadas con 15 yM de FM1-43 en una solucion extracelular despolarizante
(70mM K" durante 90 segundos, protegiéndolas de la luz. Este colorante es capturado por las
vesiculas durante la endocitosis, haciéndolas fluorescentes. Después, las células fueron
lavadas en una solucién con baja concentracién de Ca*? por 5-10 minutos, para eliminar el
excedente de colorante. Las placas de cultivo fueron visualizadas bajo el microscopio de
fluorescencia (NIKON ECLIPSE E400). Este método es ampliamente utilizado para estudiar el
reciclado de vesiculas singpticas.
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7. INMUNOCITOQUIMICA

Las hASCs diferenciadas y sin diferenciar fueron fijadas con 4% de paraformaldehido a
temperatura ambiente. Las células fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) durante 15
minutos para luego realizar el bloqueo con suero (Power Block, Biogenex) durante 10 minutos,
con el objetivo de prevenir la unién inespecifica del anticuerpo. Posteriormente, las placas
fueron incubadas con los anticuerpos primarios, en cdmara hiimeda, a 4°C durante la noche.
Luego de un lavado con PBS para retirar todo exceso de anticuerpo, las placas fueron
incubadas con el kit avidina/biotina conjugados con Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) o
Texas Red (1:50, 1:200, Vector Laboratories, Burlingame, USA) en camara humeda y a
temperatura ambiente durante 1 hora, con el objetivo de marcar los anticuerpos. En algunas
muestras, los ndcleos fueron contracoloreados con el fluorocromo Hoechst 33258 (Sigma)
durante 20 minutos.

Para el control de especificidad de la sefial obtenida, se mantuvieron las mismas
condiciones excepto que los anticuerpos primarios fueron omitidos, reemplazandolos por PBS.

Previo a la diferenciacion neuronal, se caracterizaron las hASCs con marcadores tipicos
de MSCs, utilizando los anticuerpos CD29 (1:50, integrina 1, Chemicon International, Inc.,
California, USA), CD34 (1:20, Abcam, Cambridge, UK), CD45 (1:20, Abcam), CD90 (1:10,
Thy-1, Santa Cruz Biotechnology, Inc., California, USA) y Stro-1 (1:100, R&D System,
Minneapolis, USA).

Antes y luego del protocolo de induccién neuronal, las células fueron marcadas con los
siguientes anticuerpos primarios, correspondientes a marcadores neuronales y gliales, anti-
nestina (1:200, Chemicon), anti-GFAP (1:100, Chemicon), anti-A2B5 (1:200, Chemicon), anti-
NeuN (1:200, Chemicon), anti-NF200 (neurofilamento 200 KDa, 1:100, Chemicon), anti-
sinaptofisina (1:25, Dako, Glostrap, Denmark) y anti-Blll-tubulina (1:100, Chemicon).

Se utilizaron como controles negativos lineas celulares o tejidos que no expresan los
distintos marcadores y como control positivo cortes de cerebro de ratas neonatas y adultas
para los distintos marcadores neuronales y gliales.

Las placas fueron examinadas bajo el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E400) y
las imagenes fueron captadas por una camara digital acoplada al mismo (Nikon Coolpix
E4500). Para cada marcador, se fotografiaron 5 campos aleatorios no superpuestos (+ 60
células por campo) por cada placa analizada. Los datos son presentados como un porcentaje
de células expresando el marcador positivo entre las células totales marcadas. Todos los
ensayos fueron repetidos 3 a 6 veces en experimentos independientes.

El programa ImageJ (National Institute of Health, USA) fue utilizado para pseudo-colorear
las imagenes, ajustar el contraste y agregar las barras de escala.
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8. WESTERN BLOT

8.1 Extraccion y Cuantificacion de Proteinas

Las proteinas totales fueron obtenidas a partir de las hASCs diferenciadas y sin diferenciar
usando buffer de lisis RIPA (20 mM de Tris HCI pH=7,4, 2 mM de EDTA, 137 mM de NaCl,
10% de glicerol, 0,1% de SDS, 0,5% de deoxicolato de sodio y 1% de tritbn X100)
suplementado con inhibidores de proteasas (1:100, Protease Inhibitor Cocktail, Sigma). Para
ello, las células fueron levantadas de la placa de cultivo y transferidas a un tubo, donde se
adiciond el buffer de lisis. Los tubos fueron mantenidos en hielo por al menos 45 minutos v,
posteriormente, centrifugados a 13.200 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. Los sobrenadantes
fueron transferidos a un nuevo tubo y guardados a -70°C para su posterior uso. La
concentracion de proteinas fue determinada mediante el método de Bradford, utilizando el
Ensayo de Proteina (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, California, USA). La curva de
calibracion se realizdé con concentraciones crecientes (1-10 ug/ul) de albumina sérica bovina
(BSA, Sigma) [280].

8.2 SDS-PAGE y Transferencia

25 a 50 pg de proteinas fueron llevadas a un mismo volumen con agua destilada, se les
agreg6 buffer de siembra (50 mM de Tris-HCI pH 6,8; 2% de SDS, 10% de glicerol, 0,006%
de azul de bromofenol y 2% de B-mercaptoetanol) y ditiotreitol (DTT, Sigma), para finalmente
calentarlas durante 5 minutos a 100°C para completar el proceso de desnaturalizacion.
Posteriormente, las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en gel reductor de
SDS/poliacrilamida (SDS-PAGE) de porcentaje variable (8-15%), segun el peso molecular de
las proteinas de interés. La composicion de los geles concentradores utilizada fue
acrilamida/bisacrilamida (29:1, Bio-Rad), 0,125 M de Tris-HCI pH=6,8, 0,1% de SDS, 0,05%
de persulfato de amonio (APS) y 0,1% de tetrametiletilendiamina (TEMED), y la de los geles
separadores fue acrilamida/bisacrilamida (29:1, Bio-Rad) entre 8% y 15%, 0,375 M de Tris-HCI
pH=8,8, 0,1% de SDS, 0,03% de APS y 0,07% de TEMED. Las muestras fueron corridas a
voltaje constante de 100 V durante 3 horas en el buffer correspondiente (25 mM de Tris-Cl
PH=8,8, 250 mM Gilicina, 0,1% SDS) y luego electro-transferidas en frio a una membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad) o PVDF (difluoruro de polivinilideno, Millipore, Billerica, USA) a una
corriente constante de 250 mA durante 2 horas en buffer de transferencia (25 mM de Tris-Cl
PH= 8,8, 192 mM Glicina y 20% de metanol (nitrocelulosa) o 10% (PVDF)). Finalizada la
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transferencia, se realiz6 la tincion de las proteinas en la membrana con una soluciéon de Rojo
Ponceau al 0,1% en &cido acético durante 5 minutos, para verificar la eficiencia de la

transferencia.

8.3 Revelado

Para el revelado de la membrana, las mismas fueron lavadas y bloqueadas durante 30
minutos con una solucion de 5% de leche descremada en Tris Buffer Salino con Tween 20
(TTBS, 1M Tris, 1,5M CINa y 0,1% Tween 20) a temperatura ambiente, con agitacion
constante. Posteriormente, la membrana se incubd durante toda la noche a 4°C con los
anticuerpos primarios especificos diluidos en TTBS sélo o con 5% de leche descremada. Al
dia siguiente, se realizaron 5 lavados de 5 minutos en TTBS, para retirar todo exceso de
anticuerpo; y luego, la membrana fueron incubadas con los respectivos anticuerpos
secundarios, diluidos en TTBS con 2% leche descremada, durante 1 hora a temperatura
ambiente y con agitacion constante. Se repitio el proceso de lavado con TTBS y finalmente la
membrana fue revelada utilizando el kit de quimioluminiscencia (Pierce, Rockford, USA),
segun las indicaciones del fabricante. La sefial de quimioluminiscencia fue capturada
utilizando diaminobencidina (DAB, Dako) o el método de revelado manual (Kodak). El peso
molecular de las bandas detectadas se comparé con un marcador de peso molecular
(PageRuler Plus, Thermo Scientific, USA) sembrado en el mismo gel. La intensidad de las
bandas presentes en las imagenes fue cuantificada por densitometria utilizando el programa
ImageJ. Los valores de intensidad obtenidos para cada banda fueron normalizados con los
valores de la sefial de actina correspondiente.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-TAU (1:200, Dako), anti-sinaptofisina
(1:250, Dako), anti-Blll tubulina (1:500, Chemicon), anti-NSE (1:500, Dako), anti-Oct4 (1:500,
Chemicon) y anti-actina (1:1000, Sigma); y los anticuerpos secundarios conjugados a
peroxidasa de rdbano (HRP) fueron: anti-cabra HRP (1:1000, Dako), anti-conejo HRP (1:1000,
Dako) y anti-raton HRP (1:1000, Dako).

9. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL
9.1 Extraccion de ARN y Transcripcion Reversa

El ARN de las hASCs, antes y después de 14 dias de induccion neuronal, fue extraido
utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Estas

incluyen una extraccion con cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania), la precipitaciéon del
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ARN con isopropanol (Merck), el lavado del pellet de ARN con etanol 75% (Merck) y
finalmente su resuspension en agua libre de ribonucleasas. En todos los casos, las muestras
de ARN fueron cuantificadas en un espectrofotdmetro (Genesys 10uv scanning, Thermo
Scientific) a partir de la medicién de la absorbancia a 260 nm. La pureza e integridad del ARN
extraido fue evaluada por medidas de densidad Optica (relacion 260:280 nm > 1,8) y a través
de la visualizacién bajo luz ultravioleta de las bandas correspondientes al ARN ribosomal, por
electroforesis en geles de agarosa al 1% (Biodynamics, Buenos Aires, Argentina) teflidos con
Bromuro de Etidio (Sigma) en buffer TAE 1X (40mM Tris, 40mM de &acido acético, 1mM de
EDTA). Las muestras asi obtenidas fueron conservadas a -70°C.

Dos microgramos de cada ARN total fueron tratados con DNasa libre de RNasas RQ1
(Promega, Madison, WI, USA) para eliminar cualquier posible contaminacion con ADN
gendmico. No se detectdé amplificacion alguna en una reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) usando el ARN tratado como molde.

Para realizar la transcripcion reversa, se utiliz6 1 pg de ARN total libre de ADN como
molde en un volumen final de reaccién de 20 pl, conteniendo 1 pg de Oligo-dT (Biodynamics),
0,5 mM de deoxi-nucleédtidos trifosfato (dNTPs, Fermentas), 20 U de inhibidor de
ribonucleasas (Fermentas) y 200 U de la enzima transcriptasa reversa Improm!l™ (Promega)
en 1X del buffer de transcripcion correspondiente, siguiendo las instrucciones del fabricante de

la enzima.
9.2 PCR en Tiempo Real Cuantitativa

Para determinar los niveles de expresién génica relativa de los genes involucrados en el
compromiso neural y la diferenciacion neuronal terminal, se utilizé PCR en tiempo real.

Todas las reacciones de PCR en tiempo Real descriptas en este trabajo fueron
optimizadas, de manera que se llevaran a cabo sin la formacibn de dimeros de
oligonucledtidos ni bandas ectépicas que pudieran interferir en la cuantificacion.

Se realizaron en un volumen final de 20 ul conteniendo entre 3 y 4 mM de MgCl,
(Invitrogen), 0,5 mM de dNTPs (Fermentas), 1,25 U de la Enzima Taq Polimerasa Platinum
(Invitrogen), 10 ng/pl de cada oligonucledétido especifico para la secuencia del gen a amplificar
(Tabla 1) y 1:10000 del fluorocromo Syber Green (Invitrogen), en el correspondiente buffer de
polimerizacion 1X (Invitrogen), utilizando el ciclador LightCycler 2.0 (Roche Applied Science,
Mannheim, Alemania).

Los oligonucleétidos utilizados fueron disefiados usando el Programa LightCycler Probe
Design Software 2.0 (Roche Applied Science) usando las secuencias génicas obtenidas a
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partir de la base de datos de GeneBank (National Center for Biotechnology Information,
National Institute of Health, USA).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quimes



Gen Genebank Secuencia oligonucledtido foward (5'--3")  Secuencia oligonucledtido reverse (5'--3") T° Hibridacién (°C)  Tamaiio (pb)
Genes "Stemness"

Sox2 NM_003106 TCCCATCACCCACAgCAAAT CCCCCAAAAAZAASTCCAge 59 122
Oct4 DQ486513 CCCCAgTCTCCgTCATCAC CCCCTgTTCCCCATTCCT 59 79
OctdA NM_002701 CCgCCeTATgASTTCTg 2TTeCTCTCCACCCCZA 57 126
Oct4B NM_203289 CAgATgCACTTCTACAGACTATT ACTTgTAAgAACATAAACACACCA 57 102
Nanog NM_024865.1 gCAgAAggCCTCAgCACCTA AggTTCCCAgTCggeTTCA 59 81
Genes Cascada Shh

Glil NM_005269 22AAggAgTTCgTgTgCC CACTTgTgTggCTTCTCeC 60 112
Gli2 NM_030381 CAACTgCCACTeggAAZAC £TeeATeTeCTCeTTeTTe 59 82
Gli3 NM_000168 AgCAgeACCTCACAACAC TTgeCTTCTCTeCCTTZAC 59 75
Pte NM_000264 TegAgCAgATTTCCAAg TTTgAATeTAACAACCCAgT 58 102
Smo NM_005631 gTCCTCACTgTggCAATCC CgCACggTATCggTALTTC 59 96
Genes Cascada BMP

Noggin NM_005450 TgTAAATATAgAgAACAAATEgAATEACT ACgggATATTATAAAZAATAAATAgCAgAT 57 79
Id1 NM_ 002165 CTgCTCTACgACATgAACE CTCACCTTgCggTTCTg 57 77
Id2 NM_002166.4 AACATgAACEACTECTACT AggATTTCCATCTTgCTCAC 58 83
1d3 NM _002167.3 CgACATZAACCACTgCTAC ggATTTCCACCTggCTAAg 58 83
Id4 NM_001546.2 TgCTACCAAAggACAAACTC TTCTCCCACTeTTgCCTA 58 81
Genes Cascada Wnt

Watl NM_005430.3 ACgAgTTTggATeTTeTA AgAAAgeAzAgAAZAgTE 57 109
Wnt5a NM 0033923  ATCCCATTCACAggTTCTC CTCAAATAgeTTgTCTeCTCT 58 83
Dkk1 NM 0122422 ACCAAAggACAAgAAETT TggACCAgAAgTETCTAZCA 57 82
Wispl NM_080838.1 CTgTgAgTeCTeTAAgATET TCCTATTgCgTACCTCgg 56 124
CiclinaD1 NM_053056.2 ggTgTCCTACTTCAAATg CTCCTCgCACTTCTTTC 58 104
Genes Cascada Notch

Notchl NM_017617.3 TCTTTETTTCAgeTTCAET CCTACATTTCAAgAACgg 58 101
CBF1 NM_005349.2 ACCAgTeTCACATCATCTA ACACTCAASTCAETTTAAg 58 120
Dix1 NM_004416.2 ACTCCAATggCAACAAgeA CggATggTCTgeeTATCAE 57 78
Hesl NM_005524.2 AgAggCggCTAAgeTgTTT CTggTgTAgACggegATgA 58 148
Herpl AF232238.1 gCAATAgTAACTZAATETCCT 2gCATCTgTATggCTACC 58 76
Heyl NM 012258.3 CTATCggAgTTTgggATTTCg 22gTCAgAggCATCTAETC 58 84
Genes Proneurales

Pax6 NM_000280.3 TTACgAgACTgeCTCCATCA CCgCTTATACTggeCTATTT 55 97
Mashl NM_004316.3 CCAgTTgTACTTCAgCACC TeCCACTTTgAeTITegAC 55 125
Ngn2 NM_024019.2 CCTggAAACCATCTCACTTCA TACCCAAACCAAAAATZC 55 81
NeuroD1 NM_002500.2 CCACggATCAATCTTICTCAg CATgATeTgAATggCTATCg 55 89
NeuroD2 NM_006160.3 CAgTAAggACTTTTAgAA TgATTATTggTAgTAgTg 45 86
Mathl NM_005172.1 gAgAgAgCATCCCETCTA 2gAATETAgCAAATACTg 53 124
Math2 NM _022728.2 TgAATCCTTCTATgAAASTA 2AAAATATCCCATTATAETTA 45 96
Tbrl NM_006593.2 2AATCAgTCAZATACAZA AAgACAggAzAgASTTTA 50 86
Tbr2 NM_005442.2 CAAggTTCTZTATTTATIT TTTAACTCATCTgATAEC 48 92
Genes Neuronales

Nestina NM_006617.1 AgAgCgTAgAggCAgTAA CACAgTggTgCTTgAgTT 55 112
GFAP 2CCTCAAggACgAgATEg TCgCCCTCTAgCAZCTTC 57 109
BllItubulina ¢CCAAgTTCTggAAgTCA 2CCTCeTTgTAgTAACEC 56 110
NSE TAACTTCCgTAATCCCAgTeT AAgAgeTCAgeTAAZCCAA 54 189
TAU NM _016835.3 TACAZACCTgCggCTTCATAA CCAgAAATAZTCCTgCTCAACA 56 136
Sinaptofisina ~ NM 003179.2 AggAggACAggeAgegAA 2ogAgAgASAgEAgAgAST 64 76
DCX NM_000555.2 gAAggCATTACETTTCTCAT SATACACAAgAgeTAgAECg 55 80
MAP2 NM_002374.3 AACCCTTTgAgAACACZACA TCTTTCCgTTCATCTgCCA 54 104
Genes Neurotransmisores

GABRALI NM_000806.5 TgATTCTCTCACAAETCTCCT 2AgCACAZTTETTACTCCAAA 53 80
GABRDbRI1 NM _001470.2 CCCTggTCATCAAgACATTC 2TTAAAggACAZACAZACAACA 55 107
GABRDR2 NM_005458.7 TgACACggAgTgCgACAA TggATgTgACggATggAC 55 110
GABRD NM _000815.4 CCgACTACAggAAgAASCA AgAgggAgAAgAgACAAT 55 93
GAT1 NM_003042.3 gATCggTCTCTCTAACATCAC TCAAAZAACACgAggAACAE 53 102
NKCC1 NM_001046.2 AgTAAAggAeTCETgAASTT TTgACCCACAATCCATEACA 53 108
KCC2 NM CCTTCATCAACACACCgA gTCCATCTCCTCCTCAAAC 53 80
M1 NM_000738.2 eCTACTTCTCCETgACTCg 2CCCAgAgCACAAAZgAAA 56 106
GluKs NM_002088.3 22AATgACCTCAZCeTTT TCCACAATACCETCCAZAT 52 77
mGluRS NM_000842.3 CCCTgTTTeTTACTETAZTCTT 22ATAATETAgCAgAZTTCCC 56 89
NRI1 NM_000832.6 ¢TCCACCAgACTZAAATT CeTTgACTgTzAACTCCTC 53 101
KCNH1 NM_172362.1 TTegAgATeTeTTCTegAAggAA AggeCATCCCCTTEATC 59 100
KCNHS NM_139318.3 gACgAAATTTeCCCEATTEA TeAATgTTTATgeACCACCTCTeT 57 100
Gen Housekeeping

B-actina NM 001101 CCCTTgCCATCCTAAAAZCC TgCTATCACCTCCCCTgTeT 58 86

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para PCR en tiempo real
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De acuerdo al nivel de expresiéon de cada gen a estudiar, se utilizé desde 0,1 pl a 1 pl de
ADN complementario (ADNc) de cada muestra, las cuales fueron determinadas por
cuadruplicado.

El programa utilizado en todos los casos consistié en: 10 minutos a 94°C, 45 ciclos de 5
segundos a 94°C, 10 segundos a la temperatura de hibridacion correspondiente y 10
segundos a 72°C, efectuandose la lectura de la fluorescencia producida al finalizar cada paso
a 72°C. Luego de 45 ciclos de amplificacién, una curva de hibridacién de los productos de
PCR fue obtenida. Una curva sigmoidea suave fue una indicacion de que el ADN doble
cadena presente en el producto de PCR fue Unicamente el producto dimerizado y ningun
dimero de oligonucleétidos o bandas ectépicas estaban contaminando la reaccién. Para
verificar la identidad del producto de amplificacion correspondiente se observo la temperatura
de fusién (“melting”, Tn) en la curva correspondiente, ademas de corroborar el tamafio del
producto en un gel de agarosa al 3%.

Para calcular la eficiencia promedio de la reaccién y poder estimar la masa de molde inicial
relativa en cada muestra, se realizd0 una curva de calibracion estandar para cada par de
oligonucledtidos, utilizando diluciones seriadas de una mezcla del ADNc de todas las muestras
a analizar. El nUmero de ciclos a partir del cual la fluorescencia de la reaccion supera la linea
de base se designé como punto de cruce (crossing point, CP). A medida que mas ADNc fue
incluido en una reaccion, el CP disminuyd, y una curva de calibracion del volumen de ADNc
versus CP fue graficada. EI CP de cada muestra de ADNc fue graficado sobre esta curva de
calibracion, permitiendo asi la cuantificacion relativa del ADNc en todas las reacciones de
PCR. Una vez calculada la masa inicial relativa en cada réplica, se promediaron las 4
repeticiones, y se normalizaron los niveles de expresion génica a los valores obtenidos para el
gen B-actina (housekeeping). Finalmente, los valores obtenidos (hASCs diferenciadas) fueron
relativizados al tratamiento control (hASCs sin diferenciar). De esta manera, todos los datos de
cambio de expresion son representados como n veces de cambio respecto al control.
Cualquier valor por encima de 1 es considerado un aumento (upregulacién) de la expresion
génica en las células diferenciadas, y cualquier valor menor a 1 indica una disminucion
(downregulacion) de la expresion génica en las células diferenciadas comparadas con las
células sin diferenciar.

Experimentos control sin molde de ADNc revelaron que no existia amplificacion
inespecifica. Cuando los resultados de la PCR en tiempo real fueron negativos, ADNc de
lineas celulares o tejidos humanos fueron usados como controles positivos para eliminar la

posibilidad de resultados falsos negativos.

10. ANALISIS DE DATOS
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Todos los datos fueron presentados como media + error estandar. La comparacion
estadistica de los resultados obtenidos con hASCs diferenciadas y sin diferenciar fue llevada a
cabo de acuerdo a la Prueba de t de Student (para comparar dos grupos de tratamiento).
Antes de realizar el analisis estadistico, se corrobor6 que los datos cumplieran con los
supuestos de normalidad y homocedacia usando las pruebas de Lilliefors y Bartlett,
respectivamente. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con un
valor de p < 0,05. El analisis estadistico se realiz6 usando el programa Primer of Byostatistics
Version 5.0 (McGraw-Hill 2002).

RESULTADOS

1. Las hASCs poseen caracteristicas de Células Madre Mesenquimales

1.1 Las hASCs se adhieren al plastico, tienen morfologia fibroblastoide y se
autorrenuevan

Una vez sembrada en la placa de cultivo, las células de la SVF se adhirieron al plastico
formando una poblacion celular heterogénea con diferentes morfologias, incluyendo células
redondeadas y pequefias, como también células grandes, planas y con forma ahusada. Las
células ahusadas, con morfologia fibroblastoide, se volvieron gradualmente predominantes en
los sucesivos pasajes, con un crecimiento y division celular continuos a lo largo del cultivo

(Figura 27).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Figura 27. Morfologia de las hASCs. Fotografias microscépicas de las hASCs en los pasajes 0 (A),
1B), 2 (C),3(MD),4(E)yYS5(F), dnde se observa la morfologia celular ahusada, tipo
fibroblastoide, caracteristica de las células madre mesenquimales. Barra = 100 pum.

1.2 Las hASCs expresan caracteristicas inmunofenotipicas de célula madre mesenquimal

El analisis por inmunocitoquimica de las hASCs en los pasajes 3 a 5 revel6 que las células
fueron negativas para CD29, CD34 y CD45, los cuales son marcadores asociados con células
hematopoyéticas (Figura 28).

Extendido de MO

CD34

CD34

CD29

CD45

Figura 28. Caracterizacion de las hASCs. Se observé ausencia de expresion de los marcadores
hematopoyéticos CD34 (1° y 2° fila), CD29 (3° fila) y CD45 (fila inferior) en las hASCs (columna
izquierda) y en la linea celular 3T3 (columna derecha), pero si en el extendido de médula 6sea
(columna del medio). Barra = 100 um.
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En contraste, 49.3 + 0.2% de las hASCs expresaron CD90 y 40.8 + 1.2% de las células
expresaron Stro-1, los cuales son marcadores tipicos de células madre mesenquimales.
También pudimos observar que algunas células co-expresaban ambos marcadores, siendo
Stro-1 una marca puntillada perinuclear mientras que CD90 se expresa en forma de parches a
lo largo de la célula (Figura 29).

CD90 STRO-1 CD90/ STRO-1

-
Figura 29. Caracterizacion de las hASCs de pasaje 5. Expresion de C90 en las hASCs, con
localizacion citoplasmatica (A,D) y en un extendido de médula 6sea (G,J, control positivo), y
ausencia del mismo en la linea celular 3T3 (I, control negativo). Expresion de Stro-1 en hASCs, con
localizacion perinuclear (B,E), en el extendido de médula ésea (H,K, control positivo), y ausencia

de expresion en las 3T3 (L, control negativo). Se observd coexpresion de CD90 (marcado con
Texas Red, rojo) y STRO1 (marcado con FITC, verde) en las hASCs (C,F). Barra = 100 um.
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1.3 Las hASCs tienen potencial multilinaje

Con el experimento de multipotencialidad, se corroboré que las hASCs pudieron
diferenciarse al linaje adipogénico, osteogénico y condrogénico, cuando eran cultivadas en
medios de diferenciacién especificos para cada linaje.

Se observé que las hASCs aumentaron el almacenamiento intracelular de lipidos, una
semana a 10 dias luego de la diferenciacion adipogénica. Al finalizar el protocolo, se detectd
que alrededor del 31% de las hASCs se diferenciaron al linaje adipogénico, corroborado por la
presencia de gotas lipidicas intracelulares coloreadas con Oil Red O. Como se esperaba, no
se observo tincion con el colorante en las hASCs sin diferenciar (Figura 30).

Figura 30. Diferenciacion Adipogénica. (A-C) Morfologia de las células a lo largo del protocolo de
diferenciacién: Dia 0 (A), Dia 10 (B) y Dia 21 (C). (D-H) Tincién con el colorante Oil Red O en
hASCs sin diferenciar (D) y luego del protocolo de diferenciacién (E-F). Un corte de tejido adiposo
humano fue utilizado como control positivo de la coloracion (G-H). Barra = 100 um.

Cuando las hASCs fueron tratadas con el medio osteogénico, se observo la formacién de
acumulos de células. El 10% de las células se tifieron con el colorante Rojo Alizarina que
detecta la formacion de cristales de calcio, caracteristicos del linaje osteogénico. Este

comportamiento no se observé en las hASCs sin diferenciar (Figura 31).
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Figura 31. Diferenciacion Osteogénica. (A-C) Morfologia de las células a lo largo del protocolo de
diferenciacién: Dia 0 (A), Dia 10 (B) y Dia 21 (C). (D-H) Tincién con el colorante Rojo Alizarina en
hASCs sin diferenciar (D) y luego del protocolo de diferenciacion (E-F). Un corte de masculo con
hueso murino fue utilizado como control positivo de la coloracion (G-H). Barra = 100 um.

Por dltimo, los cortes histolégicos de las microesferas o acimulos formados luego de la
diferenciacion condrogénica, revelaron la secrecion de una matriz de glicosaminoglicanos
tefiida de azul con el colorante Azul de Toluidina, caracteristico del linaje condrogénico. En
contraste, las hASCs sin diferenciar no fueron capaces de formar acimulos compactos y no se

tiieron con Azul de Toluidina (Figura 32).
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Figura 32. Diferenciaciéon Condrogénica. (A-C) Morfologia de las microesferas o acimulos de
células a lo largo del protocolo de diferenciacién: Dia 21 sin diferenciar (A), Dia 10 diferenciadas
(B) y Dia 21 diferenciadas (C). (D-H) Tincién con el colorante Azul de Toluidina en hASCs sin
diferenciar (D) y luego del protocolo de diferenciacion (E-F). Un corte de embrién murino fue

utilizado como control positivo de la coloracion (G-H). Barra = 100 um.

2. Las hASCs expresan marcadores de Células Madre Embrionarias

Las hASCs sin diferenciar fueron estudiadas, por PCR en tiempo real, para ver si
expresaban los marcadores tipicos de células madre embrionarias, Oct4 y sus dos isoformas,
Oct4A y Oct4B, Nanog y Sox2. Ademas, se evalud si la expresion de los mismos se veia
modificada luego de la diferenciacién neuronal de las células.

Se detectd expresion de Oct4 y de sus isoformas, OctdA y Oct4B, en las hASCs sin
diferenciar, y dicha expresion disminuyé significativamente luego de que las células fueron
diferenciadas al linaje neuronal, en concordancia con trabajos previos donde una disminucion
de la expresion de Octd estd asociado al linaje ectodérmico (Figura 33A-C) [94,98]. Este
mismo comportamiento se observé a nivel proteico utilizando la técnica de Western Blot
(Figura 33E-F).
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Por otra parte, también se detectd la expresiéon de Sox2 en las hASCs sin diferenciar que,
a diferencia de Oct4, tuvo un aumento significativo de la expresion luego del protocolo de
induccion neuronal (Figura 33D). Este resultado se corresponde con el hecho de que las
células diferenciadas estan comprometidas al linaje neuronal, donde se ha demostrado que
Sox2 se encarga de regular el mantenimiento y la proliferacion de los progenitores neurales,
como también su diferenciacion neuronal [117-119].

Finalmente, no pudimos detectar la expresion del gen embrionario Nanog en ninguna de

las condiciones estudiadas.
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Figura 33. Expresion de marcadores embrionarios en las hASCs. (A-D) Cambios en la expresién
génica relativa, de las isoformas A (A) y B del gen OCT4 (B), como también de las isoformas juntas
(C); y para el gen Sox2 (D). La expresion génica relativa de cada gen (promedio + error estandar),
normalizado a la expresion del gen housekeeping B-actina, para las hASCs diferenciadas y sin
diferenciar es graficada. (E-F) Western Blot para la proteina OCT4 (E), donde se midieron las
unidades de densidad 6ptica (DO) de la proteina OCT4 normalizadas a la expresion de B-actina
(F). * p<0.05, **p<0.01 es significativamente diferente al control.
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3. Las hASCs se diferencian a células de tipo neuronal

3.1 Las células tipo neuronal tienen una morfologia similar a neuronas en cultivo

Durante la preinduccién de las hASCs con BME, las células experimentaron pocos
cambios; la morfologia fibroblastoide se mantuvo pero las células se volvieron un poco mas
elongadas (Figura 34B-C). Luego de la inducciéon neuronal, la morfologia de las células
comenz6 a cambiar en unas pocas horas. Las células pasaron de una morfologia ahusada,
elongada y aplastada a una con cuerpos celulares redondeados con una 0 mas extensiones
citoplasmaticas caracteristicas, similares a aquellas observadas en células neuronales en
cultivo. Luego de 12 horas de induccion, alrededor del 13% de las hASCs exhibieron
retraccion del citoplasma hacia el nudcleo, formando cuerpos celulares mas compactos con
extensiones del citoplasma. Los cuerpos celulares se volvieron cada vez mas esféricos y
refringentes con mdltiples procesos citoplasmaticos. Durante los 14 dias del protocolo de
induccién neuronal, el nimero de células que exhibieron un fenotipo neuronal se incremento
hasta alcanzar un 59.7 £+ 2.5% (Figura 34D-F). También se observé que algunas de las
células de tipo neuronal parecian establecer contacto entre ellas y/o con otras sin diferenciar
(Figura 34G-I).

Figura 34. Cambios morfolégicos durante la diferenciacion neuronal de las hASCs. hASCs en
medio de cultivo estandar (A). Cambios morfoldgicos experimentados por las hASCs durante las 48
hs con medio de preinduccion (B-C). Durante los 14 dias de diferenciacion neuronal, se observaron
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cambios morfolégicos tales como retraccién del citoplasma hacia el nucleo y las células exhibieron
apariencia neuronal (D-F). Algunas de las células diferenciadas parecian establecer contacto entre
ellas y/o con otras sin diferenciar (G-I). Barra = 100 pm.

3.2 Las células tipo neuronal expresan marcadores neuronales caracteristicos

Al analizar la expresion de los diferentes genes neuronales en las hASCs, antes y después
de 14 dias de diferenciacion neuronal, se detectod en las células sin diferenciar un alto nivel de
expresion de GFAP y Nestina, dos marcadores de NSCs y progenitores neurales, el cual se
vio significativamente disminuido luego de la diferenciacion neuronal (P=0.009; P=0.006,
respectivamente). Los marcadores de neuronas inmaduras y maduras fueron detectados en
las hASCs en niveles basales y hubo un aumento significativo de la expresion de Blll-tubulina
(P=0.057), NSE (P=0.046), TAU (P=0.001), MAP2 (P=0.007) y sinaptofisina (P=0.036) luego
del protocolo de induccién neuronal. No pudimos detectar expresién de DCX antes ni después
del protocolo de diferenciacion (Figura 35).
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Figura 35. Las hASCs expresaron altos niveles de los genes marcadores de NSCs, GFAP y
nestina, los cuales disminuyeron luego de la diferenciacion neuronal. Luego del protocolo de
induccion, hubo un incremento en la expresion de marcadores de neuronas inmaduras y maduras,
tales como Blll-tubulina, MAP2, NSE, sinaptofisina y TAU. * p<0.05, **p<0.01 es significativamente
diferente al control.

Luego, confirmamos la diferenciacion neuronal de las hASCs a través de la expresion de

proteinas neuronales utilizando inmunocitoquimica y la técnica de Western Blot. Ambos
métodos revelaron la expresion de los marcadores representativos de las distintas etapas del
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compromiso del linaje neural, incluyendo los marcadores de células progenitoras neurales,
nestina y GFAP, antes de la induccién de las hASCs. Células inmunoreactivas para Blll-
tubulina, NF200, TAU, NSE, A2B5 y Sinaptofisina, marcadores de células neurales
comprometidas, fueron observadas dos semanas después de la diferenciacién neuronal. No
pudimos detectar la expresion del marcador de neuronas maduras NeuN.

La técnica inmunocitoquimica reveld que 29.4 + 7.2% de las células diferenciadas
expresaban Blll-tubulina, 32.9 £+ 5.1% fueron positivas para NF200, 24.6 + 2.5 % fueron
inmunoreactivas para GFAP y 42.1 + 8.4% de las células tipo neuronal expresaban
Sinaptofisina; a diferencia de las hASCs sin diferenciar, en las cuales no se pudo detectar la
expresion de ninguno de estos marcadores. También se observd la co-expresion de los
marcadores nestina y BllI-tubulina en algunas de las células diferenciadas (Figura 36).
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A2B5

Figura 36. Andlisis inmunocitoquimico de las hASCs diferenciadas (columnas de la izquierda) y sin
diferenciar (columna de la derecha), usando anticuerpos especificos para marcadores neurales
tempranos como son GFAP y nestina, y para marcadores de neuronas inmaduras y maduras,
como son Blll-tubulina, NF200, Sinaptofisina y A2B5. Barra=100 pm.

La expresion de Blll-tubulina, TAU, NSE y Sinaptofisina aumenté significativamente luego
de la induccion neural comparada con la de las hASCs sin diferenciar, cuando fueron
analizadas por Western Blot (Figura 37).
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Figura 37. Andlisis por Western Blot de las hASCs diferenciadas y sin diferenciar para las
proteinas BllI-tubulina, TAU, NSE y sinaptofisina. La expresion de todas las proteinas analizadas
aumento6 luego del protocolo de diferenciacion neuronal. Las Unidades de Densidad Optica (DO)
para cada proteina (promedio + error estandar), normalizado a la expresion de B-actina, para las
hASCs sin diferenciar y diferenciadas son graficadas. *p<0.05, **p<0.01 es significativamente
diferente al control.

3.3 Las células tipo neuronal presentan vesiculas presinapticas

Para probar si las células tipo neuronal desarrollan cierta actividad sinaptica, las hASCs
diferenciadas durante 14 dias fueron cargadas con el colorante FM1-43, el cual tiene la
capacidad de tefiir las vesiculas sinapticas recicladas [281,282]. La tincién saturada fue
llevada a cabo en una solucion despolarizante para estimular el ciclado de las vesiculas
sindpticas en presencia de FM1-43. Durante la endocitosis, el colorante es incorporado y al
ser un compuesto lipofilico, se inserta en la membrana donde comienza a fluorescer. Se
observé una marca puntuada en las hASCs diferenciadas, similar a la que presentan las
células PC12 diferenciadas utilizadas como control positivo, lo cual probablemente nos indica
la presencia de terminales presinapticos funcionales. Por el contrario, no se observé ninguna
marca en las hASCs sin diferenciar, al igual que en fibroblastos humanos utilizados como
control negativo, ya que no tienen capacidad de formar vesiculas sinapticas (Figura 38).
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Figura 38. Tincidon con el colorante FM1-43. Imégenes de fluorescencia de las hASCs
diferenciadas en células tipo neuronal (A-C), como de las células PC12 diferenciadas (control
positivo, D). Se puede notar la apariencia puntuada del colorante cargado. Las hASCs sin
diferenciar no se cargaron con el colorante (E), como tampoco lo hicieron los fibroblastos humanos
(control negativo, F). Barra = 100 um.

4, Los mecanismos moleculares de proliferacion y diferenciacion neuronal son

similares a los de la neurogénesis adulta

Para comprender cuales son los mecanismos moleculares involucrados en la proliferacion
y diferenciacion neuronal de las hASCs, se evalud la expresion génica de diferentes genes en
hASCs sin diferenciar y luego de 14 dias de induccidon neuronal. Los genes estudiados
correspondian a morfégenos, genes proneurales, neurales y neurotransmisores, todos ellos
involucrados en el mantenimiento de la proliferacion de células madre neurales y en diferentes

etapas de la generacion de nuevas neuronas en el cerebro adulto.

4.1 Shh se encargaria de la regulacién de la autorrenovacion de las hASCs

Usando PCR en tiempo real, los perfiles de expresion génica de las hASCs sin diferenciar
y diferenciadas de los siguientes genes fue comparada: factores de transcripcion de la
cascada de Shh (Glil, Gli2 y Gli3), como también la de sus receptores (Ptc y Smo).

Se encontrd que los 5 genes pertenecientes a la via de sefalizacion de Shh estaban
expresados en las hASCs, sugiriendo que estas células serian capaces de responder a la

sefial Shh proveniente del microambiente. Luego de la diferenciacion neuronal, la expresién
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de Glil, Gli2, Gli3 y Smo disminuy6 significativamente (p<0.01); mientras que sélo la
expresion de Patch fue la que no demostr6 cambios estadisticamente significativos. Estos
resultados son consistentes con el hecho de que la via Shh estd involucrada en el
mantenimiento de grupos de células con propiedades de células madre en otros tejidos, y que
su expresion disminuye luego de la diferenciacién [137,140-143] (Figura 39).
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Figura 39. Expresion génica relativa de la via de sefializacion de Sonic Hedgehog en las hASCs
tratadas con medio de inducciéon neuronal comparada con la misma en las hASCs sin diferenciar.
La cascada de Shh es regulada de manera negativa luego de la diferenciacion neuronal. * p <
0.05; * p < 0.01.

4.2 BMP mantendria las hASCs en estado indiferenciado y su antagonista, Noggin, las

comprometeria al linaje neuronal

Una de las vias de sefalizacion intracelular involucrada en el compromiso y diferenciacion
celular es la via BMP. Por ello, se decidi6 estudiar la expresion de sus genes blanco Id1, 1d2,
Id3 e 1d4, y la de su antagonista Noggin.

En nuestros experimentos, se encontré expresion de Noggin, un antagonista de BMP,
luego de la diferenciacion neuronal y su expresion no se detectd en las hASCs sin diferenciar.
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Estos resultados concuerdan con trabajos previos donde reportaron que Noggin inhibe la
sefializacion BMP promoviendo la diferenciacion neuronal [183].

Ademads, se analizd la expresion de los genes Id, antes y después de la induccién
neuronal, encontrandose que las hASCs sin diferenciar expresan Id1, 1d2, Id3 e Id4. Sin
embargo, después de la exposicion de los cultivos a los neuromorfégenos, cuando las células
detuvieron su proliferaciébn y comenzaron a diferenciarse morfolégicamente, se detecté una
disminucioén significativa de la expresién de Id1. Estos resultados son similares a trabajos
previos donde hubo una reduccién abrupta de la proteina Id1 in vitro cuando las células eran
diferenciadas bajo el tratamiento con suero y/o morfégenos [232], y se observaba una
expansion génica proneural y una diferenciacion neuronal prematura cuando la expresion de
Id1 era inhibida [283], y una significativa inhibicion de la diferenciacion neuronal cuando Id1 es
sobreexpresada [284]. Por otra parte, se detecté un aumento de la expresion de Id4 luego de
la diferenciacién neuronal, lo cual concuerda con el hecho de que este gen es expresado en
fenotipos maduros de células neurales [179,181]. No se observaron cambios significativos en
la expresion de 1d2 e 1d3 luego del tratamiento, si bien se comportaban de manera similar a
Id4 e Id1, respectivamente (Figura 40).
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Figura 40. Expresion génica relativa de Noggin y los genes Id, pertenecientes a la cascada BMP,
en las hASCs diferenciadas comparada con la misma en las hASCs sin diferenciar. Id1 es regulado
de manera negativa luego de la diferenciacion neuronal, mientras que Id4 y Noggin fueron
regulados de manera positiva luego del tratamiento con morfégenos. * p < 0.05; **p < 0.01.

4.3 La sefializacion Wnt estaria involucrada en el mantenimiento de la proliferacion de las
hASCs

Como se sabe que la via de sefializacion Wnt tiene roles importantes en la proliferacion y
diferenciacion de células madre [160-163], usando PCR en tiempo real, se evalud la expresion
de los ligandos Wnt (Wntl y Wnt5), un inhibidor de la cascada (Dkk1l) y dos de los genes
blancos de la via Wnt (CiclinaD1 y Wispl). En el presente trabajo, se observo la presencia de
la sefializacién candnica de Wnt en las hASCs, la cual probablemente esté involucrada en la
proliferacion de estas células. Se detecto la expresion de Wnt5, CiclinaD1, Wisp y Dkk1 en
hASCs pero no se observo expresion de Wntl en estas células, utilizando esta técnica. Luego
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de la induccion neuronal, hubo una disminucién en todos los transcriptos de la cascada
estudiados, en concordancia con trabajos previos donde la sefializacion de Wnt fue asociada
al control del mantenimiento de las MSCs [161]. No pudimos detectar un aumento en la
expresion de su inhibidor Dkk1, el cual esté involucrado en el control de la determinacion de
los diferentes linajes (Figura 41).
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Figura 41. Los niveles de ARN mensajero (ARNm) de los genes que participan en la sefializacion
Wnt exhibieron una disminucién en las células diferenciadas en relacion a los niveles en las hASCs
sin diferenciar. *p<0.05.

4.4 La via de Notch mantendria el estado indiferenciado de las hASCs a través de sus
genes represores de linaje.

Dado el rol tan bien documentado de la sefalizacion Notch en la regulacion de la
capacidad proliferativa, la adquisicién del destino celular y la diferenciacion de poblaciones de
NSCs y HSCs [285-287], se investigo, utilizando la técnica de PCR en tiempo real, la
presencia de los transcriptos de la via de Notch en las hASCs antes y después de 14 dias de
induccion neuronal. Los transcriptos estudiados correspondian al ligando Notchl, al inhibidor
Deltex1 (Dtx1), al factor CBF1del complejo de activacion nuclear y a los genes blanco Hesl,
Herpl y Heyl, estos ultimos conocidos como represores de linaje.

Se encontré expresion de transcriptos de elementos funcionales correspondientes a

distintos niveles de la cascada de sefializacion en las hASCs sin diferenciar. Notchl, CBF1,
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Hesl, Herpl y Heyl se expresaron en las hASCs, mientras que no se detect6 expresion del
represor Dix1. Luego de la diferenciacion neuronal, hubo una disminucién estadisticamente
significativa (P<0.05) en la expresion de todos los transcriptos de Notch analizados (Figura
42).

Estos resultados indicaron que la expresion del ARNm de los componentes de la via de
Notch fueron regulados diferencialmente durante la diferenciacion neuronal de las hASCs. Se
determindé que hay una via Notch activa en las hASCs, en concordancia con la funcion
descripta para esta cascada en mantener la autorrenovacion de las células madre,
reprimiendo factores de transcripciéon especificos de linaje; y una regulacién negativa de la
misma luego del protocolo de induccién neuronal, necesaria para el compromiso de estas

células hacia el linaje neural.
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Figura 42. Expresion génica relativa de genes que patrticipan en la sefializaciéon Notch. Los niveles
de los ARNm se vieron disminuidos luego de los 14 dias de diferenciacion neuronal. *p<0.05;
*k

p<0.01.

4.5 Factores de especificacién (patterning) y proneurales se expresan luego de la

diferenciacion neuronal de las hASCs

En este trabajo, se detectd la expresion de factores de especificacion y proneurales antes
y luego del protocolo de diferenciacién neuronal de las hASCs. Pax6, Mashl y Ngn2 fueron
expresados en niveles bajos en las hASCs pero luego de la diferenciacién neuronal hubo un
aumento significativo del nivel de expresiéon de Pax6 (P=0.039) y una tendencia fue observada
para el gen Mashl (0.17) y Ngn2 (P=0.21). La expresion de Mathl no fue detectada usando
PCR en tiempo real (Figura 43). Estos resultados son similares a los reportados en la
neurogénesis adulta, donde habia sido demostrado que los primeros pasos de este proceso
involucra la expresibn de genes de especificacion y genes proneurales bHLH de
determinacion tales como Pax6, Sox2, Mashl1, Mathl y Ngn2 [227].

Basado en trabajos previos [229,260], también se examiné el patrén de expresion de los
factores de diferenciacién NeuroD1, NeuroD2, Math2, Thrl y Thr2, los cuales son expresados
en estadios intermedios y tardios de la neurogénesis. Se encontrd que antes de la
diferenciacion neuronal, hubo una baja expresion de NeuroD1l y Thr2, la cual aumentd
significativamente luego del protocolo de diferenciacion (P=0.03; P=0.18, respectivamente).
Las células sin diferenciar no expresaron Thrl pero si se lo detectd luego del protocolo de
induccion. Sin embargo, no pudimos detectar expresion de Math2 y NeuroD2 ni antes ni
después de la diferenciacion, ambos genes expresados en estadios tardios de la

neurogénesis, es decir, en neuronas maduras (Figura 43).
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Figura 43. Expresion génica relativa de genes de determinacion y diferenciacion proneurales. Se
detectaron niveles bajos de los ARNm en las hASCs, los cuales aumentaron significativamente
luego de los 14 dias de diferenciacion neuronal, demostrando que han adquirido un destino
neuronal. *p<0.05; **p<0.01.

4.6 Las células tipo neuronal expresan genes glutamatérgicos y gabaérgicos

Diversas moléculas, como los neurotransmisores, han sido implicadas en la regulacion
extrinseca de la proliferacion celular y la diferenciacién neuronal en el SNC. Por esta razon,
decidimos estudiar los receptores de neurotransmisores especificos que son expresados en
los diferentes estadios de diferenciacion de la neurogénesis adulta, tales como el receptor
colinérgico muscarinico 1 (M1), la subunidad a1del receptor GABA, (GABRAL), la subunidad
1 y 2 del receptor GABAg (GABAbR1, GABAbR2), la subunidad & del receptor GABAA
(GABRD), el co-transportador NKCCL1 y el co-transportador KCC2, el subtipo 5 del receptor
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glutamatérgico tipo kainato (GIuK5), el receptor de glutamato metabotrépico 5 (MGIuR5) y el
receptor de NMDA 1 (NR1) en hASCs, antes y luego del protocolo de induccién neuronal.

En este trabajo, se detectd la expresion del receptor colinérgico M1 en hASCs y un
incremento significativo luego de la diferenciacion neuronal (P=0,024) (Figura 44),
comportamiento caracteristico de células progenitoras neurales y de neuronas inmaduras
[252].

También se encontré la presencia de la sefializacion glutamatérgica en nuestras células de
tipo neuronal. Se observé baja expresién de los receptores ionotropicos NR1 y GIuK5, y del
receptor metabotropico mGIuR5 en las hASCs sin diferenciar y un incremento en la expresion
de los mismos luego del protocolo de induccién neuronal (NR1, P=0,049; GIuK5, P=0,026;
mGIuR5, P=0,064) (Figura 44), caracteristico de las células de los estadios tempranos de la
neurogénesis, como son los progenitores neurales y las neuronas inmaduras. Esto confirmé
gue las hASCs habian predeterminado su destino hacia la especificacion neuronal como habia
sido reportado previamente [288].

Finalmente se estudiaron los receptores de GABA y se detectd expresion basal de ambos
co-transportadores NKCC1 y KCC2 en las hASCs sin diferenciar. Su expresion se vio
aumentada significativamente luego de la diferenciacion neuronal (P=0,036; P=0,049,
respectivamente) (Figura 44), lo cual concuerda con resultados previos en cerebro adulto
donde la expresién de NKCC1 habia sido asociada con proliferacion neuronal en neuronas
juveniles y algunas neuronas maduras [289,290]. Sin embargo, la mera expresion de estos co-
transportadores en nuestras células de tipo neuronal no implica necesariamente que estas
células sean funcionalmente activas. También se detectdé la expresion de GABADbR1 y
GABAbR2 en las hASCs, y un aumento significativo de GABAbR2 (P=0,039) luego de la
induccion neuronal, lo cual fue previamente asociado con la actividad proliferativa en células
progenitoras neurales antes del compromiso de estas células; y una disminucion significativa
de GABAbRL1 (P=0,022), ligado a la subsecuente diferenciacién de los progenitores neurales
hacia el linaje neuronal (Figura 44) [291].
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Figure 44. Expresidn génica relatva de genes correspondientes a receptores de
neurotransmisores colinérgicos, GABAérgicos y glutamatérgicos. Se detectaron niveles basales de
ARNmM de estos genes en las hASCs, pero la mayoria de ellos aumentaron significativamente luego
de los 14 dias de diferenciacion neuronal. *p<0.05.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



DISCUSION

Las terapias celulares constituyen una opcién terapéutica interesante para el tratamiento
de diversas enfermedades neurologicas como son la enfermedad de Parkinson, el Alzheimer,
Huntington y dafios en la médula espinal, entre otras .Uno de los problemas principales de
estas terapias es el origen y la naturaleza de las células que van a ser utilizadas para estos
procedimientos. La célula ideal deberia exhibir diversas propiedades importantes, incluyendo:
(1) un alto nivel de proliferacién in vitro, permitiendo la produccion de un gran ndmero de
células a partir de una minima cantidad de material donado; (2) un buen control de esta
actividad proliferativa in vivo; y (3) una plasticidad fenotipica permitiendo la diferenciacién en el
fenotipo neuronal o glial apropiado.

1. Obtencion de Células Madre Mesenquimales derivadas de Tejido Adiposo

Diversos trabajos recientes sugieren que las células madre adultas de tejido adiposo
podrian ser una alternativa adecuada para las estrategias de reemplazo celular en el
tratamiento de los desérdenes del SNC [83,292-295]. En esta tesis nos ha parecido
interesante evaluar los procesos moleculares a través de los cuales se produce la
diferenciacion desde una hASC a una célula de caracteristicas fenotipicamente similares a
una neurona. Las hASCs fueron aisladas a partir de tejido adiposo humano usando un
procedimiento de adhesion, y fueron seleccionadas por su capacidad y rapidez de
proliferacion. Se demostré que estas células estromales presentaban una morfologia de tipo
fibroblastoide y fueron capaces de expresar marcadores de células madre mesenquimales,
CD90 y Strol. También se observd que estas células tenian la habilidad de diferenciarse a
mdltiples linajes, incluyendo el adipogénico, osteogénico, condrogénico y neurogénico, en
concordancia con estudios previos [71,272,274,275,296].

Los factores de pluripotencialidad proveen mecanismos fundamentales subyacentes a las
propiedades de las células madre. Diversas vias moleculares mediadas por dichos factores
interaccionan con diferentes cascadas de sefalizacion para mantener u obtener la
pluripotencia de una potencial célula madre. Se ha demostrado que Oct4, Sox2 y Nanog co-
regulan ciertos genes que codifican componentes de las vias de sefalizacion que controlan
los comportamientos de célula madre como son la proliferacién y diferenciacion celular. Los
mecanismos involucrados en la regulacién de Oct4 en las ESCs han sido ampliamente
investigados pero su funcién en el estadio adulto no ha sido identificada. Sin embargo,
recientemente Oct4 ha sido asociado con el estado indiferenciado de poblaciones de células
madre derivadas de tejidos humanos adultos [101-107]. En este trabajo se encontré que una
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alta expresion del gen Oct4 y sus dos isoformas, Oct4A y Oct4B, en las hASCs y una
disminucién luego de la diferenciacién neuronal, en concordancia con trabajos previos donde
el knockdown de Oct4 disminuye la identidad de célula madre e incrementa la diferenciacion
de las células hacia un determinado linaje [297,298]. Por otra parte corroboramos la expresion
de la isoforma Oct4A en las hASCs, la cual ha sido demostrada como la Unica isoforma
responsable de mantener la pluripotencia. Estos resultados y los de trabajos previos
demuestran que Oct4 participa en la autorrenovacion y supervivencia de las hASCs.

Nanog parece ser crucial para la pluripotencia y la autorrenovacion de las ESCs pero no
es expresado por células madre neurales y hematopoyéticas, tejidos adultos, fibroblastos o
ESCs diferenciadas [88,92,93]. En el presente trabajo no pudimos detectar el marcador de
células madre embrionarias Nanog, lo cual concuerda con resultados previos en distintos tipos
de células madre [86], probablemente porque las hASCs se encuentre en un estado transitorio
reversible preparadas para la autorrenovacion o la diferenciacion.

De esta manera, se pudo corroborar que las células madre derivadas de tejido adiposo
humano corresponden a una poblacion de células madre mesenquimales que poseen
morfologia, plasticidad y expresion de marcadores caracteristicos de este tipo de células. Y
gue ademas expresan el factor de pluripotencia Oct4, el cual se comporta de la misma manera
gue como lo hace en las ESCs.

2. Caracteristicas morfolégicas y bioldgicas del linaje neural en hASCs sometidas

al protocolo de diferenciacién neuronal.

Luego de la induccién de la diferenciacién neuronal, las hASCs revelaron caracteristicas
morfolégicas y bioldgicas de los linajes neurales, como también un aumento en la expresion
de proteinas neuronales especificas, como son Blll-tubulina, NF200, NSE, MAP2, A2B5 y
sinaptofisina; y de marcadores de progenitores neurales, como son GFAP y nestina.

Este patron de expresion es similar al observado para las células madre neurales,
neuronas inmaduras y maduras durante el proceso de la neurogénesis adulta [258]. Las
células madre en el cerebro adulto exhiben caracteristicas de glia radial, expresando las
proteinas de filamento intermedio nestina y GFAP [208,258,299]. Estas células madre sufren
una division simétrica dando lugar a dos células madre idénticas. Pero ellas también pueden
dividirse asimétricamente y dar origen a una nueva célula madre y a un progenitor neuronal.
Este Ultimo expresa nestina, PSA-NCAM y DCX [300,301]. Una vez que estos progenitores
estan comprometidos, ellos se vuelven neuronas inmaduras expresando los marcadores BllI-
tubulina y calretinina. Y finalmente, cuando estas células reciben la estimulacién neurogénica

correcta, se diferencian terminalmente y adquieren el fenotipo maduro expresando NeuN,
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MAP2, NSE, TAU vy sinaptofisina [302-304]. Esta similitud en el patrén de expresiéon génica
probablemente se deba a la utilizacién de bFGF y RA, dos moléculas epigenéticas criticas en
nuestro medio definido quimicamente, las cuales son rutinariamente empleados en la
expansion de las células madre de la cresta neural [305,306].

El bFGF es ampliamente conocido por sus efectos pleiotrépicos sobre los progenitores
neurales, produciendo efectos neurogénicos, proliferativos y especificadores en las células
madre del SNC adulto [307-309]. Se ha sugerido que un cambio en la concentracion de bFGF
puede tener un rol en la regulacién del destino de las células madre neurales, donde una baja
concentracién de bFGF, similar a la hemos utilizado, llevan a la célula hacia un programa
neuronal, mientras que altas concentraciones estimulan la proliferacion de estas células [310].
Por otra parte, se ha demostrado que el bFGF tiene la capacidad de activar un programa
neurogénico latente en progenitores multipotentes del SNC [311].

El acido retinoico (RA) es una de las sefales inductivas mas importantes en la ontogenia
de los vertebrados y es comunmente utilizado in vitro para inducir la diferenciacion neural, el
cual se ha demostrado que promueve la expresion génica neural y reprime la expresiéon de
genes mesodérmicos [312-315]. ElI RA es conocido como la forma activa de la vitamina A 'y se
ha demostrado que tiene un rol importante durante la embriogénesis, influenciando en el
desarrollo neural en los primeros estadios del desarrollo del SNC [316].

Es evidente que la caracterizacién de una célula derivada de una célula madre pluripotente
para ser denominada “neurona”, debe incluir criterios funcionales. En nuestro protocolo no
hemos podido determinar la presencia de actividad eléctrica en las células diferenciadas
debido a problemas logisticos. Sin embargo, una caracteristica semifuncional pudo ser
observada utilizando la tincion con el colorante FM1-43 en las hASCs luego de la
diferenciacion neuronal. Esta marca, dependiendo de la despolarizacion inducida, es evidencia
indirecta de la presencia de terminales presinapticos funcionales, condicion necesaria para la
neurotransmision eficiente [317]. En el presente trabajo, las células diferenciadas mostraron
una marca positiva y clara con la despolarizacion, mientras que las hASCs sin diferenciar no
fueron capaces de incorporar el colorante. La visualizacién en tiempo real de las vesiculas
sindpticas en células vivas ha sido una evidencia fuerte en nuestro trabajo acerca de la

eficiencia de la diferenciacion neuronal.

3. Las vias Shh, BMP, Wnt y Nocth se encargarian de controlar la proliferacién y
diferenciacion de las hASCs.

Comprender la regulacion molecular de la transicion “mesenquimal-neural” es un paso

importante para una futura diferenciacion guiada, no sélo para el uso terapéutico de las células
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madre, sino para la utilizacién de otro tipo de estrategia terapéutica en medicina regenerativa,
como ser el uso de factores diferenciadores de accion molecular especifica a emplear en
neurologia regenerativa. Por otra parte, conocer los genes reguladores, podria ayudarnos al
disefio de terapias génicas especificas de diferenciacion neural. Sin ir mas lejos, una de las
modernas estrategias de diferenciacion celular de tejido adulto es la pluripotencialidad
inducida, en la cual células de tejido adulto son moduladas quimicamente para lograr la
expresion de genes tipicos de estadios anteriores [318-320]. Por otra parte, no debe
soslayarse el valor de la investigacion basica en este terreno de la biologia celular y molecular,
aun no plenamente investigado.

Para estudiar algunas de las vias involucradas en esta transicién, en el presente trabajo se
analizé la expresion génica de diferentes factores involucrados en la proliferacion de las
células madre neurales, como también en la diferenciacion de neuronas en el cerebro adulto.

Shh, un importante morfégeno, esta involucrado en una variedad de procesos celulares
durante el desarrollo y la enfermedad, tales como proliferacién, determinacién del destino,
diferenciacion y supervivencia celular. Ha sido ampliamente estudiado en el contexto de las
células madre, con la expectativa de que la modulacién especifica de su sefial pueda proveer
una herramienta in vitro para la expansion de las células madre y la manipulacién de la
diferenciacion especifica de linaje en el futuro. El principal hallazgo de este trabajo fue que la
sefializacion Shh representa un mecanismo enddgeno que regula la proliferacion de las
células con propiedades de células madre en el tejido adiposo, es decir, de las hASCs. Se
demostré que las hASCs estan dotadas con una sefializacion Hedgehog activa, con expresion
de los receptores de Shh, Ptc y Smo, y de los factores de transcripcion downstream, Glil, Gli2
y Gli3, durante la proliferacion de estas células. Sin embargo, esta expresion se vio disminuida
luego de la induccidon neuronal, en concordancia con el hecho de que la proliferacion
disminuye durante el proceso de diferenciacion. La disminucion de la sefalizacion Shh podria
estar asociada con una disminucién de la expresién de Glil. De hecho, Glil es el activador
principal de la sefializacion Hedgehog y una disminucion de su expresion in vivo e in vitro lleva
a una sefializacion disminuida [148]. Estos hallazgos demuestran que Shh es un factor que
regula el nimero de células madre y contribuyen a comprender los mecanismos que modulan
la proliferacién de las mismas. La modulacion controlada de la sefializacién Shh in vitro e in
vivo es probable que lleve al desarrollo de protocolos para incrementar el numero de células
con propiedades de células madre, en un esfuerzo para mejorar los efectos sobre las
enfermedades degenerativas. Reclutar un nimero adecuado de progenitores neurales, puede
ser una estrategia de interés tanto o mas importante que el trasplante de células madre en
enfermedades con déficit de las mismas en la zona lesionada, como por ejemplo en lesiones

isquémicas.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quimes



Los inhibidores Ids son conocidos por ser los principales blancos de la sefalizacion de la
diferenciacion celular [321,322]. Han surgido como intermediarios regulatorios claves para
coordinar la expresién génica asociada a la diferenciacién con el control del ciclo celular en
respuesta a las sefiales extracelulares. Existe una paradoja entre las propiedades funcionales
de las diferentes proteinas Ids en promover el crecimiento celular y detener la diferenciacion y
sus aparentemente disparatados mecanismos de accion. Durante la embriogénesis, una
abundancia de los transcriptos Id1, Id2 e 1d3 se observaron en la VZ del cerebro de roedores.
La expresion de los diferentes genes Ids encaja bien con la cronologia del desarrollo neuronal:
la expresion de Id1 e Id3 es encontrada en neuroblastos mitéticamente activos y menos
diferenciados, y su expresion disminuye en estadios posteriores cuando los neuroblastos ya
no estan presentes. Por otra parte, Id2 e Id4 son expresados primero en los presuntos
neuroblastos y mas tarde en neuronas postmitoticas especificas. De esta manera, 1d2 e 1d4
marcan grupos de neuronas desde estadios tempranos, mientras que la expresion de Id1 e 1d3
esta presente en neuroblastos mitéticamente activos [179]. Nuestros datos confirmaron que la
principal funcion de Id1 esti estrictamente conectada con la regulacion de la diferenciacion
celular, lo cual no difiere de los datos obtenidos para células madre de tejidos
neuroectodérmicos y de corddn umbilical sometidas a diferenciacion neuronal [284,322]. En
estudios previos se demostré que la proteina Id1 podia actuar como un regulador dominante
negativo para interferir la actividad transcripcional de las proteinas proneurales e inhibir la
diferenciacion prematura de los progenitores neuronales [172]. En este estudio, se encontrd
expresion de Id1 en las hASCs, probablemente asociado al mantenimiento de su capacidad de
autorrenovacion y a la prevencion de la diferenciacion neuronal. Luego de la induccion
neuronal, la expresién de Id1 disminuyd significativamente, lo cual concuerda con reportes
previos [232,283]. Ademas, se demostrd que hubo un aumento significativo en la expresion de
Id4 luego de la diferenciacion neuronal, previamente asociado con fenotipos neuronales mas
maduros [180]. Asi, distintos miembros de la familia de los genes Id pueden tener diferentes
roles funcionales que pueden ser dependientes de sus niveles de expresion y de la co-
expresion de ciertos factores de transcripcion bHLH asociados a las Ids [179,232]. Por otra
parte, el antagonista endégeno de BMP, Noggin, es una molécula potencial que controla el
compromiso neural. Parece promover la neurogénesis uniéndose al BMP enddgeno y de esta
manera previniendo la activacion de los receptores de BMP [183]. Los resultados de este
estudio demostraron que Unicamente se detectd expresion de Noggin luego de la
diferenciacion neuronal, confirmando la adquisicién del compromiso neuronal por parte de las
hASCs.

Ademas, este trabajo demostrd la expresiéon de diversos componentes de la via de
sefializacion de Wnt en las hASCs, sugiriendo que esta via puede ser de fundamental
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importancia en estas células. La expresibn de los transcriptos de esta via se vio
significativamente disminuida luego del protocolo de induccion neuronal, lo cual avala datos
previos donde se sugirié que la sefializacién Wnt puede regular las vias de diferenciacién en
varios tipos celulares mesenquimales. La sefializacion Wnt candnica endbégena en
preadipocitos y MSCs inhibe la diferenciacion y si se inhibe la via ocurre una diferenciacion
espontanea. Los niveles de expresion son elevados en preadipocitos y MSCs pero disminuyen
cuando se estimula la diferenciacion [161,323,324]. La estimulacién de una via por una Wnt
particular parece depender del sistema experimental empleado, un ligando especifico puede
sefializar a través de mecanismos candnicos 0 no canoénicos [325]. En el presente trabajo, se
empled bFGF y &cido retinoico como agentes neuritizantes y es importante destacar las
interacciones de estos agentes con la sefalizacion Wnt. El tratamiento con bFGF de células
progenitoras neurales provee soporte trofico y mitogénico, ademas de influenciar la eleccion
del destino de la célula progenitora [326]. Miembros de la familia Wnt son usualmente
encontrados en la proximidad de los dominios de sintesis de FGF durante el desarrollo neural
y actlan en cooperacion con FGF para controlar el destino celular [327]. Por otra parte, la
regulacion negativa de la via de Wnt ha sido demostrada como uno de los mecanismos
involucrados en la diferenciacién neuronal inducida por RA [328]. Interesantemente, se ha
demostrado que (-catenina, una molécula clave en la sefializacion Wnt, interactia
directamente con el receptor del RA, disminuyendo la transactivacion mediada por -catenina-
Lef/CBF1 en células en cultivo de manera dosis dependiente [329]. A pesar de que la -
catenina tiene efectos mitogénicos, se sabe que no es suficiente para mantener las células en
estado proliferativo y requiere de otros factores como el suero para lograrlo [330]. Estos
hallazgos incrementan la posibilidad de que uno de los efectos del RA en las hASCs, sumado
a la limitacién del suero en el medio, sea inhibir la via anti-neural Wnt incrementando sus
inhibidores o secuestrando B-catenina en una manera dependiente de concentracion,
resultando en la promocién de la diferenciacion neural.

Notch ha sido ampliamente estudiado en el contexto de las células madre. En este trabajo
se demostré que componentes claves de la sefializacion Notch estan presentes en las hASCs.
Notchl, CBF1 y los genes blanco Hesl, Herpl y Heyl fueron detectados, lo que nos permitié
concluir que las hASCs poseen los elementos necesarios requeridos para una sefial Notch
funcional; y que la expresion de estos transcriptos se ve disminuida luego de 14 dias de
diferenciacion neuronal. Hesl, Herpl y Heyl actian como represores de los factores de
transcripcion bHLH que regulan el compromiso del linaje, inhibiendo la expresién de genes
especificos del destino celular, manteniendo de ese modo a las células madre o progenitoras.
Estos resultados son similares a aquellos obtenidos en un trabajo previo en HSCs, donde se
demostré que la sefializacion Notch es usada por las HSCs y es regulada de manera negativa
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a medida que las células se diferencian [286]. En las NSCs, blancos de la sefalizacion Notch
trabajan juntos para prevenir la diferenciacion terminal y preservar el pool de células madre, a
través de la regulacion negativa de genes proneurales como Mashl [184,285,331]. Basados
en estos datos, podriamos sugerir que Notch y sus genes blanco, guardianes de poblaciones
de progenitores y reguladores de los destinos de las NSCs, probablemente regulan la
proliferacion y la expresién inducida por diferenciacion de marcadores neurales en las hASCs,
avalando la idea de que la diferenciacion de las hASCs en células tipo neuronal representa un
proceso regulado analogo al que ocurre durante la diferenciacion de las NSCs.

4, La diferenciacion neuronal de las hASCs induce la expresion de genes

proneurales, neuronales y neurotransmisores involucrados en la neurogénesis adulta.

En este trabajo, se demostr6 que las células tipo neuronal obtenidas a partir de la
induccion neuronal de las hASCs tienen un patrén de expresion génica similar al del proceso
de la neurogénesis adulta.

Nuestros datos de estudios in vitro demostraron que los factores bHLH de determinacion y
diferenciacion, Mashl, Ngn2, Tbrl, Thr2 y NeuroD1 son expresados en la hASCs y dicha
expresion se ve significativamente aumentada luego del protocolo de diferenciacion neuronal.
Por otra parte, también demostramos que la expresion de los factores inhibidores Id1 y Hesl
se vio disminuida significativamente después de la diferenciacion, los cuales son conocidos
por inhibir la neurogénesis a través de la regulacién negativa de los genes proneurales. De
esta manera vemos como el comportamiento de estos factores en la diferenciacién neuronal
de las hASCs es similar a lo que ocurre en la neurogénesis adulta, mucha expresion de
inhibidores esta asociada a poca expresion de genes proneurales y viceversa.

Estudios in vivo demostraron que los factores bHLH logran la diferenciacion neuronal en
colaboracién con Pax6, cuya funcién principal parece ser especificar la identidad posicional de
los progenitores, y este factor también fue detectado en las hASCs y se vio aumentado luego
del protocolo de diferenciacion. Estos factores de especificacion y bHLH participan en conjunto
en controlar la coordinacion de la diferenciacion y el destino celular de los progenitores
multipotentes [332].

Sox2 es expresado en células multipotentes, es esencial para la induccién neural del
ectodermo y retiene la identidad de progenitor neural interactuando con los factores
proneurales bHLH [117,333,334]. En este trabajo se pudo corroborar la expresion de este
factor en las hASCs y que, luego de la diferenciacion neuronal, la expresion de Sox2 se vio
significativamente aumentada, sustentando la idea de que se ha logrado determinar a las

células hacia el linaje neural.
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Los resultados obtenidos acerca del aumento de los niveles de expresion de Pax6, Sox2,
Mash1 y Ngn2 luego del protocolo de diferenciacion neuronal concuerdan con trabajos previos
en neurogénesis adulta, donde habia sido demostrado que los primeros pasos de este
proceso involucran la expresion de estos factores de especificacion y bHLH proneurales [227].
Pax6 regula la diferenciacién neuronal y su sobreexpresiéon promueve la neurogénesis en el
cerebro, mientras que la pérdida de Pax6 resulta en una neurogénesis reducida y la formacion
precoz de precursores de oligodendrocitos y astrocitos [219]. Los factores de determinacion
proneural Mashl y Ngn2 estan presentes transitoriamente en las células progenitoras neurales
y, Si son expresados ectdépicamente en células progenitoras neurales, las mismas salen del
ciclo celular y comienzan a expresar marcadores de diferenciacion neuronal [227,335-337].

En base a trabajos previos, se examino el patron de expresion de los factores bHLH de
diferenciacion NeuroD1, NeuroD2, Math2, Thrl y Tbr2, los cuales son expresados en estadios
intermedios y tardios de la neurogénesis [229,260]. Se encontr6 que antes de la diferenciacion
neuronal habia expresion basal de NeuroD1 y Tbr2, la cual se vio incrementada luego de la
diferenciacion. Las hASCs sin diferenciar no expresaron Tbrl pero si se lo pudo detectar luego
de la induccion. Sin embargo, no se detect6 la expresion de los factores Math2 y NeuroD2 en
ninguna de las etapas del protocolo, ambos expresados en neuronas maduras, en los ultimos
estadios de la neurogénesis. Los progenitores neurales se caracterizan por la expresion de
Tbr2, mientras que las neuronas inmaduras expresan Tbrl y NeuroDl. Mientras que la
expresion de Tbrl desaparece en la maduracién neuronal, NeuroD1 es mantenido débilmente
cuando comienza la expresion de NeuN. Finalmente, NeuroD2 es altamente expresado en
neuronas maduras [229,338].

Estos factores de transcripcion son expresados tanto en la neurogénesis embrionaria y
adulta. Entre ellos, Ngn2 es expresada en células progenitoras neurales e induce fuertemente
la produccion de neuronas. La expresién de Pax6 se solapa con la de Ngn2 en un pequefio
namero células progenitoras neuronales, y Pax6 puede regular la transcripcion de Ngn2.
Existe un cierto solapamiento de la expresion de Pax6 con Tbr2, pero Tbr2 es expresado
principalmente en progenitores intermedios [260]. NeuroD es otro factor de transcripcion
expresado en la neocorteza y el giro dentado del hipocampo donde es necesario para la
proliferacion y diferenciacion neuronal. Tbrl se expresa en todas las neuronas piramidales y
se encarga de regular la diferenciacién y migracion celular, como también la formacion axonal.
Aunque la expresion secuencial de factores de transcripcion es dificii de demostrar
directamente, podria existir una transicion de expresion de factores de transcripcion desde
Pax6-Ngn2-Thr2-NeuroD-Thrl [229,339,340].

A partir de que los genes proneurales son necesarios y suficientes para iniciar el desarrollo

de los linajes neurales y promover la generacion de progenitores que estan comprometidos a
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la diferenciacién neuronal [226,227], y en base a que hemos observado que en hASCs los
niveles de genes proneurales estan ausentes o en niveles muy bajos y que la diferenciacion
neuronal lleva al aumento significativo de la expresién de casi todos los genes proneurales
investigados, pudimos confirmar que las células tipo neuronal obtenidas a partir de hASCs
estan comprometidas al linaje neural.

Diversas moléculas extracelulares, como son los neurotransmisores, han sido implicadas
en la regulaciéon de la proliferacion celular y la diferenciacion neuronal en el SNC. La
acetilcolina produce su efecto sobre el SNC a través de receptores muscarinicos y
nicotinicos, y se han sugerido roles importantes en la comunicacion celular para estos
receptores durante la migracion y diferenciacion de células precursoras neurales in vivo e in
vitro. En el presente trabajo se analiz6 y detectd la expresion del receptor muscarinico M1 en
las hASCs y un aumento de su expresion luego de la diferenciacién neuronal, lo cual es tipico
de células progenitoras y neuronas inmaduras. Se ha evidenciado que el receptor M1 se
expresa en células progenitoras positivas para nestina y en neuronas recientemente
diferenciadas positivas para Blll-tubulina. Estos datos avalan la idea de que la expresién
temprana de M1 participa en la diferenciacién neuronal previa a la sinaptogénesis [252].

Glutamato es el neurotransmisor mas prominente del SNC y su accion es llevada a cabo a
través de los receptores ionotropicos (NMDA, AMPA y kainato) y metabotrépicos. En este
estudio, se observé baja expresion de los recetores ionotropicos NR1 y GIuK5 y del receptor
metabotropico mGIuR5 en las hASCs y un incremento de la expresién luego del protocolo de
induccion neuronal. La expresion de los receptores de glutamato ionotrépicos se detectd en
neuronas inmaduras, y se sabe que las subunidades NR1 y NR2 son expresadas en estadios
tempranos de la neurogénesis adulta [248,249,341]. Por otro lado, el receptor ionotrépico tipo
kainate GluK5 se expresa en neuroblastos migratorios en la ZSV [245]. El receptor de
glutamato metabotropico mGIuR5 se expresa principalmente en células progenitoras neurales,
incluyendo neuroblastos, y su activacion endégena controla la proliferacion y/o supervivencia
de estas células in vivo e in vitro [246]. De esta manera, nuestros resultados y los datos
previamente mencionados confirman que las hASCs diferenciadas predisponen su destino
hacia la especificacién neuronal.

Por otra parte, GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el cerebro adulto y
actla principalmente uniéndose a sus receptores GABA, 0 GABAg. Sin embargo, en el
desarrollo temprano, las acciones de GABA pueden ser excitatorias y pueden funcionar como
una sefal tréfica [237,342]. Cambios en la funcién gabaérgica durante el desarrollo surgen,
en parte, debido a alteraciones en el potencial de reversion de los iones cloruro, mediados por
cambios en la expresion de las proteinas transportadoras de cloruro [343,344]. El receptor
GABA, dispara un canal de CI', y en el cerebro maduro, la activacion de GABA provoca la
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entrada de CI y la hiperpolarizacion de la membrana debido a la baja concentracion
intracelular de CI" establecida por el co-transportador KCC2 [344]. Sin embargo, durante el
desarrollo, GABA produce un efecto diferente despolarizando los progenitores y neuronas
inmaduras. Esto se debe al gradiente de CI establecido por el co-transportador de Na* K" 2CI"
NKCCL1, expresado desde los estadios intermedios de desarrollo hasta las primeras semanas
de vida. NKCCL1 importa CI" dentro de las células inmaduras, causando de esta manera la
salida de Cl' y la despolarizacién de la membrana luego de la activacion del receptor GABAA
[289]. Durante el desarrollo neuronal temprano, existe una expresion retrasada del co-
transportador KCC2 y su expresion es aumentada durante la maduracién neuronal, lo cual se
correlaciona con el cambio de la excitacién a inhibicion GABAérgica [345]. En nuestro trabajo,
se detectd la expresion basal de ambos transportadores en las hASCs y ambos fueron
regulados de manera positiva luego de la diferenciacién neuronal. Sin embargo, la mera
expresion de estos co-transportadores en las células de tipo neuronal no implica
necesariamente que estas células sean funcionalmente activas. Por otra parte, los receptores
GABAg son funcionalmente expresados por las células progenitoras neurales para promover
preferentemente el compromiso hacia el linaje neuronal, luego de la activacion de la
proliferacion celular en el cerebro [291]. Nuestros resultados son concordantes con estos
trabajos previos, ya que se detectd la expresiéon de GABAbR1en las hASCs sin diferenciar y
un aumento de la misma luego de la diferenciacién neuronal; y lo contrario se observd para
GABADbRZ2, con una disminucién de su expresion luego de la induccién. La expresion de estos
receptores es importante, ya que influencian en la actividad neuronal modulando numerosas
vias de sefializacién intracelular.

Por otra parte, dada la importancia de la expresion aumentada o disminuida de diferentes
vias de neurotransmision en diversas enfermedades neuropsiquiatricas, el conocimiento de su
regulacion molecular, abre una linea de investigacion interesante para la elucidacion de

potenciales mecanismos fisiopatolégicos e incluso terapéuticos para las mismas.
5. Modelo de cédigo molecular para la diferenciacion neuronal de hASCs

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, luego del protocolo de diferenciacion
neuronal, las hASCs diferenciadas adquieren un patréon de expresién especifico de genes

neurales tempranos e intermedios, tales como factores de especificacién, proneurales,
neuronales y de neurotransmisores (Tabla 2).
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Expresidn signﬁcativamente diferente Expresion significativamente cﬁe rente Expresién no estadisticamente dﬁerente
Gen EGR Valor p Gen EGR Valor p Gen EGR Valor p
OCT4 0,08 3,29E-03 CICUNADL 0,40800131 4,93E-02 OCT4B 0,58 3,17E-01
OCT4A -0,29 3,24E-02 DKK1 0,46578806 4,37E-02 BlI-TUBULINA 392 7.53E-02
S0%2 5,02 1,16E-04 WISP1 -1,10452478  4,90E-02 PTC 0,71 2A4TE-01
GFAP -0,20 1,58E-02 NOTCH1 -0,03 1,10E-02 D2 197 4,34E-01
NESTINA -0,40 1,11E-02 CBF1 049 4,61E-02 D3 -1,13 6,44E-02
NSE 2,03 4,66E-02 HERP1 0,13 7,89E-03 HES1 051 1,20E-01
TAU 3,40 1,09E-02 HEY1 -0,25 9,09E-03 MASH1 326 1,70E-01
MAPZ 5,29 1,68BE-02 PAXE 1,98 4,95E-02 NGN2 312 2,15E-01
SYNAP 2,13 4,31E-02 NEUROD1 2,92 4,66E-02 TBR2 1,80 291E-01
SMO 0,08 3,77E-02 TBR1 5,27 mGLUR 3,01 4,01E-01
GLI1 0,14 3,17E-03 M1 1,87 2,05E-02

GLIZ 0,29 6,44E-03 NR1 6,68 4,8BE-02

GLI3 0,14 4,28E-02 GLUKS 748 2,61E-02

D1 4,03 1,98E-04 NECC1 2,57 3,57E-02

104 1,50 7.37E-03 KCC2 2,59 2,51E-02

NOGGIN 0,49 GABRbRL 2,12 4,94E-02

WNTSA -0,35 4,94E-02 GABRbRZ 0,15 2,23E-02

EGR: Expresidn Génica Relativa

Tabla 2. Expresion génica relativa en hASCs diferenciadas en relacion a las hASCs sin

diferenciar.

En presencia de los factores de crecimiento/citoquinas conocidas por inducir diferenciacion
neuronal, como son el RA y el bFGF, las hASCs se diferencian in vitro en células tipo neuronal
que expresan marcadores como MAP2, TAU, NSE, NF200, Blll-tubulina y sinaptofisina. El
tratamiento con estos inductores esta regulando de manera positiva la expresion de una gran
variedad de genes neurales. Es improbable que estos inductores estén actuando directamente
sobre cada uno de estos genes; sin embargo, probablemente sirvan como un disparador de
una via de expresion génica neural coordinada y preexistente.

Una posible explicacién de nuestros hallazgos es que la diferenciacion neuronal de las
hASCs resulta en un estadio intermedio de diferenciacion neuronal, una transicién entre
progenitores neurales y neuronas inmaduras, con el establecimiento de la determinacién del
destino neural y la expresion de marcadores caracteristicos de estas etapas.

En este trabajo, se demostr6 que la expresion de Hesl e Id1l, genes blanco de la
sefializacion Notch y BMP, respectivamente, fueron regulados de manera negativa luego de la
diferenciacion neuronal [346,347], y que los genes bHLH proneurales, Mashl y Ngn2, se
regularon de manera positiva luego del protocolo de induccién. Por trabajos previos, se sabe
gue Hesl y Id1 regulan negativamente la diferenciacion neuronal, antagonizando los genes
bHLH proneurales [348]. Por lo tanto, con los resultados de este trabajo se demostrd que
existiria un balance entre reguladores positivos y negativos, tales como Mashl/Ngn2 y
Hes1/Id1, que serian criticos para la diferenciacién neuronal de las hASCs.

Basados en las similitudes moleculares encontradas entre el patrén de expresién génica
detectado en la diferenciacion neuronal de las hASCs y la neurogénesis adulta, se propone un
modelo de cédigo molecular para la diferenciacion neuronal de las hASCs. Este modelo
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sugiere que células co-expresando factores de especificacion y factores bHLH inhibitorios son
mantenidos como progenitores indiferenciados (hASCs) y que estas células generan de
manera secuencial progenitores neurales intermedios inmaduras con la concomitante
expresion de factores proneurales y genes neuronales tempranos. Finalmente, estos
progenitores intermedios se diferencian para dar lugar a neuronas inmaduras con expresion
de genes neuronales mas tardios (Figura 45).

De acuerdo a nuestro modelo molecular de la diferenciacién neuronal de las hASCs, las
hASCs expresando GFAP, Sox2, Pax6, Id1, Hesl y Nestina se diferencian en células que
estan en una transicion activa ente células progenitoras neurales expresando Mash1, Ngn2,
Noggin y Tbr2, y neuronas diferenciadas inmaduras expresando plll-tubulina, NeuroD1,
MAP2, Sinaptofisina, Tbrl, NSE y TAU. Ademas, expresan diferentes receptores para
neurotransmisores. Este modelo es concordante con el modelo actual de neurogénesis adulta,
avalando nuestra hipétesis de que existe cierto paralelismo entre estos dos procesos
diferentes [338,349].

ESTADIOSDELA  EYHIZ= N (o)) ESPECIFICACION MIGRACION INTECRRCION
NEUROGENESIS SINAPTICA
ADULTA Células Madre Neurales Progenitores Neurales Neuronas inmaduras Neuronas Maduras

LGFAP ‘J
| Nestina, Sox2, Pax6 I - ,\

Tbr1

| Ngn2, Tbr2, M1 I NSE

TAU
Shh, BMP Noggm BIII tubulina MAP2
Notch NeuroD1 NeuroD2
Mash1 Sinaptofisina

__KCC2, mGIuR5, GluK5, GABABR1

’ NKCC1, GABABR2

@ Diferenciacion Neuronal

hASCs

Células tipo neuronal

Figura 45. Modelo de cddigo molecular de la diferenciacién neuronal de las hASCs, basado en las
similitudes en el patrén de expresién génica entre esta diferenciacion neuronal y la neurogénesis
adulta.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las células madre derivadas de tejido adiposo exhiben propiedades que las hacen una
poblacién interesante a la hora de pensar en la “célula ideal” a utilizar en medicina
regenerativa:

v Fécil obtencion.

v' Expansion in vitro.
v' Multipotencia.

v Hipoinmunogenicidad.

Sin embargo, creimos necesario y fue el objetivo de la presente tesis, que antes de pensar
en aplicaciones clinicas, era indispensable conocer en cierto detalle los mecanismos
moleculares que regulan su autorrenovacion y diferenciacion, en este caso hacia células de
fenotipo neural. Dirigir a estas células a un linaje especifico, logrando la diferenciacién terminal
completa y el mantenimiento del estado diferenciado son requisitos esenciales para la
ingenieria de tejidos. De manera que descifrar las cascadas moleculares que regulan el
mantenimiento de las hASCs, la autorrenovacion y la diferenciacion, facilitarian el desarrollo
de nuevas terapias celulares para enfermedades neurolégicas.

Hasta el momento, la diferenciacion de las hASCs en células de tipo neuronal ha sido
llevada a cabo a través del agregado de varios factores, citoquinas y/o antioxidantes. Sin
embargo, la eficiencia de estas estrategias no ha sido suficiente para aplicaciones
terapéuticas. Por lo tanto, si se pueden elucidar los mecanismos moleculares subyacentes a la
diferenciacion neuronal de las hASCs, seria posible determinar si estas células tienen la
capacidad de diferenciarse al linaje neuronal como también incrementar la eficiencia de la
misma.

Los resultados de este trabajo demuestran que las hASCs tienen la capacidad de
diferenciarse al linaje neural activando los mismos mecanismos moleculares que se activan en
la neurogénesis adulta, convirtiéndolas en una posible fuente de células aut6logas para
terapias de reemplazo celular en diferentes enfermedades neuroldgicas.

En sintesis, si bien es poco probable que las hASCs sean capaces de reemplazar
directamente a las neuronas pérdidas durante la enfermedad, y de restaurar la funcién de los
circuitos neuronales a través de mecanismos que involucren la diferenciacion y el
mantenimiento de fenotipos neuronales robustos, las hASCs serian capaces de contribuir a la
reparacion neural a través de otros mecanismos. Por lo tanto, estudios adicionales son

necesarios para determinar si las hASCs autdlogas, trasplantadas en el sitio lesionado,
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sobreviven, se implantan e interactan con poblaciones progenitoras endbgenas para

incrementar la reparacion neural.
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