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RESUMEN DE LA TESIS

Las células madre se definen como las unidades de organizacién de sistemas bioldgicos
encargadas del desarrollo y la regeneracidn de los tejidos y los érganos. Estas células
forman poblaciones clonales con la capacidad de autorenovarse y diferenciarse a
multiples lineas celulares. Estas caracteristicas hacen que las células madre sean

estudiadas y empleadas cada vez con mas frecuencia en el campo de la ingenieria tisular.

Las células madre derivadas del tejido adiposo (ADSC) constituyen una poblacién de
células madre mesenquimales (MSC) multipotentes aisladas del tejido adiposo adulto
de facil obtencidén que resultan de gran interés para la terapia celular, y por lo tanto es
necesario el estudio de condiciones adversas, como el estrés oxidativo y el
envejecimiento, ya que podrian verse afectadas las caracteristicas terapéuticas de estas
células. Las ADSC tienen la capacidad de diferenciarse a células del linaje mesodermal
segln los criterios establecidos por la Sociedad Internacional para la Terapia Celular
(ISCT), pero también se ha demostrado la habilidad para generar células madre neurales
(NSC), que pertenecen al linaje ectodérmico, en un proceso conocido como
transdiferenciacién. Otro aspecto de interés terapéutico de las ADSC es su capacidad
inmunomoduladora ante un dafio, adoptando un fenotipo proinflamatorio o
antiinflamatorio dependiendo del ambiente inflamatorio en el que se encuentren. El
objetivo general de esta tesis es estudiar la funcién inmunomoduladora y la capacidad
de transdiferenciaciéon a neuronas de las células madre mesenquimales del tejido
adiposo. Ademas, se pretende analizar como condiciones adversas como altos niveles

de estrés oxidativo y el envejecimiento pueden alterar la funcionalidad de las ADSC.

En esta tesis, después de caracterizar a las ADSC segun los criterios de la ISCT, se muestra
como el LPS modula de la expresién de receptores Toll-like-4 (TLR4, receptor asociado
con la capacidad inmunomoduladora de las ADSC que participa en la respuesta
proinflamatoria). Ademas, se muestra como las NSC son capaces de generar células
similares a neuronas que presentan caracteristicas propias de neuronas como su
fenotipo, marcadores de neuronas inmaduras y maduras, y propiedades
electrofisiolégicas. Otro aspecto importante abordado en esta tesis es el posible efecto
del estrés oxidativo y la edad en las ADSC y en el proceso de transdiferenciacion a NSC,

en base a la expresion de SOX2, como factor de transcripcién involucrado en la
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autorrenovacion y mantenimiento del estado multipotente de las células, al factor de
elongacion 2 (eEF2), que es un factor que interviene en la sintesis proteica, que es el
proceso metabdlico que mayor energia consume en las células, Sirtl, que es una
proteina implicada en la regulacidn de la expresion de proteinas antioxidantes y en la

supervivencia de las células y en TLR4.

Por ultimo, en un modelo de Parkinson inducido por estrés oxidativo a corto y largo
plazo tratadas con ADSC mediante trasplantes homélogos, como no se ha reportado
anteriormente, y se muestra el interesante potencial neuroprotector de las ADSC y las
mejoras motoras a largo plazo y el efecto inmunosupresor de la microglia a corto plazo,

arrojando un papel relevante de las ADSC en la terapia celular.
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6-OHDA->6-hydroxydopamine. 6-
Hidroxidopamina

ADSCs > Adipose derived stem cells.
Células madre derivadas del tejido

adiposo

BDNF -> Brain Derived Neurotrophic
Factor. Factor neurotroéfico derivado de

cerebro

BMMSC—>Bone Marrow Mesenchymal

Stem cells. Células madre

mesenquimales de la médula dsea

CAT—>Catalase. Catalasa

ChAT-> Choline Acetyl-Transferase.

Acetil-colina tranferasa

CTCF~> Corrected Total Cell
Fluorescence. Fluorescencia de la célula

total corregida

CXCL—> Chemokine (C-X-C motif) ligand.

Ligando quimoquina (motivo C-X-C)

DAB->Diaminobenzidine.

Diaminobencidina

DAMP- Damage-associated molecular
pattern. Patrén molecular asociado a

dano

DC-> Dendritic cells. Células dendriticas
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DMEM->Dulbecco's Modified Eagle

Medium. Medio de cultivo basal

Dkk-1->Dickkopf 1 WNT signaling

pathway inhibitor. Inhibidor Dickkopfl
de la via de WNT

DMSO > Dimetilsulfoxido
DPX-> Distyrene-plasticiser-xylene

EDTA-> Ethylenediaminetetraacetic

acid. Acido etilenodiaminotetraacético

eEF2 > eucariotic Elongation Factor 2.

Factor de elongacién eucariota 2

EGTA-> Ethyleneglycoltetraacetic acid.

Acido etilenglicoltetraacético

EGF - Epidermal Growth Factor.Factor

de crecimiento epidermal

ERK1/2 - Extracellular signal-regulated
kinases. Kinasas reguladas por sefiales

extracelulares

ESCs = Embrionic Stem Cells. Células

madre embrionarias

EV-> Extracellular vesicles. Vesiculas

extracelulares

FBS = Fetal Bovine Serum. Suero bovino

fetal
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FGF = Fibroblast Growth Factor. Factor

de crecimiento de fibroblasto

FITC > Fluorescein IsoTyoCyanate.

Fluoresceina Isotiocianato

FVE - Fraccidn vascular estromal

GFAP->Glial fibrillary acidic protein.

Proteina acidica fibrilar glial

GSH-Px—> Glutathione Peroxidase.

Glutation peroxidasa

GSK3B—> Glycogen synthase kinase 3 6.

Kinasa 3 B de la glicégeno sintasa

GVDH-> Graft versus host disease.

Enfermedad de injerto contra el

huésped

HC - Hidroperdxido de cumeno

HSP —>Heat Shock protein. Proteina de

choque térmico

IFNy - Interferon gamma

iPSCs = induced Pluripotent Stem Cells.

Células madre pluripotentes inducidas

ISCT-> International Society for Cell
Therapy. Sociedad Internacional para la

Terapia Celular
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Kifa>Kruppel-like factor 4. Factor
Kruppel-like 4.

LPS - Lipopolisacaridos

MACS~> Magnetic-activated cell
sorting.  Clasificacion de  células

activadas magnéticamente

MAP2-> Microtubule-associated protein

2. Proteina asociada a microtubulos

MCP1->Monocytes  chemoattractant
protein 1. Proteina quimioatrayente de

monocitos 1

MMP->Matrix metalloproteinase.

Metaloproteinasa de la  matriz

extracelular

MPTP-> 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine. 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridina

MSCs > Mesenchymal stem cells.

Células madre mesenquimales

mTOR->mammalian Target of
Rapamycin. Diana de la Rapamicina en

células de mamiferos

NADPH-> Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate. Nicotinamida-

adenina dinucledtido fosfato
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NeuN-> Neuronal Nuclei. Marcador
neuronal
NFkB—>Nuclear factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B cells.

Factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B

activadas

NLC—> Neuron-like cell. Célula similar a

neurona

Nox =2 NADPH oxidase. Enzima NADPH

oxidasa

Nrf2->Nuclear  factor-erythroid 2
related factor 2. Factor 2 relacionado

con el factor nuclear eritroide 2.

NSC—> Neural stem cells. Células madre

neurales

OCT3/4-> Octamer-Binding

Transcription  Factor.  Factor de

Transcripcién de unién a Octamero

PAF = Paraformaldehido

PAGE->Polyacrylamide gel
electrophoresis. Gel de poliacrilamida

para electroforesis

PAMP-> Pathogen-associated
molecular pattern. Patron molecular

asociado a patdgeno
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PBS —> Phosphate buffered saline.

Tampdn fosfato salino

PD~-> Parkinson Disease. Enfermedad de

Parkinson

RIPA-> Radioimmunoprecipitation assay

buffer. Tampén de ensayo de
radioinmunoprecipitacion
ROS —> Reactive oxygen species.

Especies reactivas de oxigeno

RNS —>Reactive nitrogen species.

Especies reactivas de nitrégeno

RPM~->Rotaciones por minuto

SDS—> Sodium dodecil sulfate

Sirtl > Sirtuin (silent mating type
information regulation 2 homolog) 1
.Sirtuina ( Homélogo del silenciamiento
por emparejamiento de la regulacidn de

la informacion 2) 1
SN->Substantia nigra
SOD~>

Superoxide dismutase.

Superoéxido dismutasa

SOX2 —>Sex determining region Y-Box 2.

Factor de transcripcién 2 de caja SRY

TEMED - Tetramethylethylenediamine
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TGFB—>Tumor growth factor 6. Factor

de crecimiento tumoral

TH->Tyrosine  hydroxylase.  Tirosina
hidroxilasa

TIMP1-> Tissue inhibitor of
metalloproteinases. Inhibidor de

metaloproteinasas del tejido

TLR4 > Toll-like receptor. Receptores
toll-like 4
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TNF-a = Tumor necrosis factor a.

Factor de necrosis tumoral

TTX—=> Tetrodotoxin. Tetrodotoxina

VSEL—> Very Small embryonic-like stem
cells. Células madre muy pequefias

similares a células embrionarias

Wnt—> Wingless-related integration site.
Sitio de integracidon relacionado con

Wingless
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1.1. TIPOS DE CELULAS MADRE Y SU IMPORTANCIA BIOLOGICA.

Las células madre se definen como las unidades de organizacién de sistemas bioldgicos
encargadas del desarrollo y la regeneracion de los tejidos y los drganos. Estas células
forman poblaciones clonales con la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse a
multiples lineas celulares (Bacakova et al., 2018; Dulak et al., 2015). Estas caracteristicas
hacen que las células madre sean estudiadas y empleadas cada vez con mas frecuencia
en el campo de la ingenieria tisular y en terapia celular asociadas a enfermedades

degenerativas, tumores o traumas(Squillaro et al., 2016; Trounson & McDonald, 2015).

1.1.1. Definicion y clasificacion de las células madre.

En los mamiferos, las células madre se clasifican generalmente segun el potencial que
presentan para diferenciarse en los diferentes tipos celulares, clasificdndose en
totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes (Fig.1). El mayor grado de
potencialidad conocido como “totipotencia” lo presenta el cigoto y los blastdmeros
conformados tras las primeras divisiones del cigoto, con la capacidad para desarrollar
un organismo completo, y el tejido extraembrionario (Mitalipov & Wolf, 2009). La
siguiente categoria la componen las células madre pluripotenciales, que pueden formar
cualquier célula del cuerpo, es decir, son capaces de generar células progenitoras de las
tres lineas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) durante el desarrollo
embrionario, pero no forman tejidos extraembrionarios como la placenta o el cordén
umbilical. Estas células se localizan en la masa interna celular del blastocisto y se
denominan células madre embrionarias (Embrionic Stem Cells, ESC). A esta categoria se
suma las células madres pluripotenciales inducidas (Induced Pluripotent Stem Cell,
iPSC), generadas en 2006 mediante la reprogramacion nuclear de fibroblastos adultos
de raton a través de la sobreexpresidon de cuatro factores de transcripcién: OCT3/4,
SOX2, c-Myc y KIf4 (Takahashi & Yamanaka, 2006), obteniendo células con un potencial
similar a las ESC. Posteriormente, se consiguié generar las iPSC a partir de células
somaticas humanas (Yu et al., 2007). Sin embargo, en los siguientes anos con el avance
de la epigenética y otros campos relacionados con la reprogramacién nuclear, se

identificaron ciertas diferencias sustanciales entre las iPSCy las ESC, como la limitacién
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en la capacidad de diferenciacién, debido a las diferentes técnicas de reprogramacion
genética para obtener las iPSC, que podrian repercutir en su uso en la investigacion y

terapias celulares (Bilic & Belmonte, 2012; Robinton & Daley, 2012).

Las células madres multipotentes se originan practicamente en todos los tejidos del
cuerpo humano, hallandose en érganos como la piel, el tejido adiposo, el musculo
esquelético, la médula dsea o el cerebro y en fluidos corporales como la sangre y la orina
(Bacakova et al., 2018b; Dulak et al., 2015; Mundra et al., 2013) . Estas células madre, al
igual que otras células madre tienen capacidad para auto-renovarse, manteniéndose en
un estado indiferenciado, o para diferenciarse a diversos tipos celulares relativos a una
linea germinal in vivo y renovar células del érgano donde residen. En los ultimos afios se
considera que las células madre adultas multipotentes no siguen una jerarquia definida,
y dependen de los requerimientos del érgano donde se encuentran, pudiéndose
establecer en algunas condiciones como células unipotentes con capacidad de generar
un solo tipo de célula o mantener el estado multipotente tras la divisién celular (Clevers,
2015; Visvader & Clevers, 2016). Ademads, estas células madre mesenquimales
presentan plasticidad y pueden diferenciarse en ciertas condiciones a células de otra
linea germinal como puede ser a las de origen ectodérmico, por ejemplo, a células
madre neurales o neurosferas (Neural Stem Cells, NSC), neuronas y astrocitos y células
de origen endodérmico como las células B pancreaticas. Esta plasticidad representa un
potencial terapéutico para enfermedades neurodegenerativas o el tratamiento de la
diabetes tipo I(Xiaodong Chen et al., 2018; Lou et al., 2021). De igual forma resulta
interesante que algunos grupos de investigacién han conseguido aislar en tejidos
adultos de ratones y humanos una poblacion cuyo fenotipo es parecido a las células
madre embrionarias y que se han denominado como células muy pequefias similares a
células embrionarias (Very Small Embryonic-like stem cells, VSEL) con capacidad para
diferenciarse a células de las tres capas germinales tanto in vitro como in vivo ), y que
han dado resultados positivos en tratamientos de defectos éseos en modelos murinos
(Havens et al., 2014;Leppik et al., 2020). Esta poblacién de “células pluripotentes
adultas” ha originado controversia entre grupos de investigacidn que cuestionan la
propia nomenclatura, la caracterizacién de dichas células, los métodos de aislamiento,

y su localizacién en los érganos, ya que las VSEL se han estudiado principalmente en la
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poblacién de células mononucleares derivadas de la médula ésea en ratones y ratas,
postulandose como una poblacion heterogénea de células multipotentes y unipotentes
gue podrian originar varios tipos celulares y se desconoce cémo se regularian en otros
organos, requiriéndose por ello, un criterio mas unificado que identifique a esta

poblacion de células (Dulak et al., 2015; Suszynska et al., 2014).

Diferenciacion de las Células madres embrionarias humanas

Células totipotentes

Y s

Cigoto
0—®—{

pluripotenciales

Células /
multipotentes Células germinales

adultas
Ectodermo Mesodermo Endodermo
! .- 1
Células multipotentes ~ Células muiltipotentes Células multipotentes Células multipotentes

mesenquimales

A v v U WIPE I S ey |
oo N o e ® &

>

> 3 i
Neurona Astrocito  Osteoblasto Condroblasto Adipocito célula Célula o4y Espermatida Ovocito
pancredtica Beta 5 jmonar

Figura 1. Esquema representativo de las diferentes tipologias de células madre. Las células
totipotentes comprenden aquellas células del cigoto y estadios tempranos del desarrollo embrionario
con capacidad de generar tejido embrionario y extraembrionario. Las células pluripotenciales se
hallan en el interior del blastocito y son capaces de dar origen a las células pertenecientes a cualquier
linea germinal (ectodermo, mesodermo, endodermo y células germinales). Dentro de cada linea
germinal se encuentran las células madre multipotentes, que pueden diferenciarse a células de esa
linea germinal. En esta figura se representan algunos ejemplos de cada linea germinal, siendo la linea
germinal mesodérmica la encargada de establecer células como osteoblastos, condroblastos y
adipocitos. Figura realizada en Biorender.com
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1.1.2. Células madre adultas mesenquimales. Caracterizacion y propiedades

bioldgicas.

Las células madres de mayor interés en clinica son las denominadas células madre
adultas multipotentes, situadas en diferentes érganos adultos maduros como el tejido
adiposo, el liquido sinovial, el periostio, la dermis, y tejidos embrionarios, como el
corddn umbilical, la placenta y el tejido amnidtico ( Bacakova et al., 2018; Sobhani et al.,
2017). Se piensa que podrian hallarse en todos los érganos del cuerpo humano asociadas
a pericitos en la zona subendotelial estromal actuando como células reparadoras del
tejido, sustituyendo a las células dafiadas (Crisan et al., 2008; da Silva Meirelles et al.,
2006). Debido a su localizacién en el estroma adulto derivado del mesénquima, las
células se conocen también como células madres multipotentes mesenquimales o
simplemente células madres mesenquimales (Mesenchymal stem cell, MSC) y en el
humano adulto las poblaciones mas consistentes se localizan en el tejido adiposo, la
médula ésea, la pulpa dental y los foliculos pilosos (Bacakova et al., 2018b; Morris et al.,
2004; Zuk et al., 2002). Entre ellas destacan las células derivadas del tejido adiposo y de
la médula ésea debido a los numerosos estudios y ensayos clinicos que se llevan a cabo

en el campo de la medicina regenerativa en humanos.

Las MSCs se han aislado y expandido in vitro siguiendo una gran diversidad de métodos,
por lo que en 2006 fue necesario que la Sociedad Internacional para Terapia Celular
(ISCT) (Dominici et al., 2006) estableciera unos criterios minimos para definir a esta

poblacién celular:

- Adherencia al plastico en condiciones estandar de cultivo

- Expresiéon de marcadores de superficie: CD105*, CD73* y CD90*y ausencia de los
marcadores de superficie CD457, CD34°, CD14 o CD11b", CD79alpha o CD19 vy
HLA-DR".

- Capacidad para diferenciarse in vitro a adipocitos, condroblastos y osteoblastos.

Las propiedades biolégicas de estas células se han estudiado como base fundamental
para el desarrollo de terapias celulares y de ingenieria tisular, destacando
principalmente cuatro caracteristicas: la diferenciacién a varias lineas celulares, la

secrecion de factores solubles importantes para la supervivencia y proliferacion celular,
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la capacidad de modular la respuesta inmune y la migracion al lugar del dafio (Squillaro

et al., 2016).

1.2. CAPACIDAD INMUNOMODULADORA DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES
(MSC)

Las MSCs presentan capacidad para modular la respuesta inmune, la cual es
dependiente del ambiente inflamatorio donde se localicen y de las moléculas relativas
a este proceso fisioldgico. Esta propiedad se basa en la capacidad de las MSCs de
interactuar a través del contacto célula-célula o por interaccion paracrina con las células
del sistema inmune presentes en el sitio del dafio modulando la respuesta inmunoldgica

(Galderisi & Giordano, 2014).

En relacién a los factores secretados que regulan la respuesta inmune, las MSCs
presentan capacidad inmunomoduladora mediante la interaccién con las células de la
respuesta inmune, como las células dendriticas (DC), las natural killer (NK) y los linfocitos
B y T(Xiaodong Chen et al., 2018; Galderisi & Giordano, 2014; Lou et al., 2021). En

I “"

general la actividad inmunomoduladora de las MSCs se basa en el “ambiente
inflamatorio” donde se localicen, presentando un papel proinflamatorio cuando se
encuentra en ambientes con baja concentracion de citoquinas, como, por ejemplo, en
fases tempranas de la inflamacion donde las citoquinas TNFa e IFNy se encuentran en
bajos niveles. En esta situacidon se ha comprobado el reclutamiento de neutrdfilos al
lugar del dafio mediante moléculas liberadas por las MSC como IL-6 o IL-8, y de linfocitos
mediante la atraccion con quimoquinas (CXCL-9, CXCL-10 y CXCL-11) estimulando la
respuesta inmune. Cuando la concentracién de TNFa e IFNy son muy elevadas, como
ocurre en fases mas tardias de la inflamacidon, las MSCs adoptan un papel
inmunosupresor, a través de su interaccidon con los monocitos ligados a su polarizacién
a un fenotipo de macréfago inmunosupresor, que libera 1I-10 y favorece, a su vez, la

actividad de los linfocitos T reguladores promoviendo la respuesta antiinflamatoria

(Bernardo & Fibbe, 2013; Galderisi & Giordano, 2014) (Fig. 2).

En 2010, Waterman basandose en esta capacidad inmunomoduladora de las MSC,

determind dos fenotipos: el proinflamatorio (MSC1) y el anti-inflamatorio (MSC2). Los
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receptores Toll-like (TLR) 3 (TLR3) y 4 (TLR4) fueron propuestos en la hipdtesis como los
receptores responsables de determinar el fenotipo inmunomodulador de las MSC,
estableciendo la activacién de TLR3 por poly I:C en las MSCs como promotor del fenotipo
anti-inflamatorio (MSC2) y la activacién de TLR4 por lipopolisacaridos (LPS) como

promotor del pro-inflamatorio (MSC1)(Waterman et al., 2010).

Los TLRs son glicoproteinas transmembrana de tipo | localizados en la superficie celular
0 en endosomas y reconocen patrones repetitivos, como patrones asociados al dafio
(Damage-associated molecular pattern, DAMPs) o patrones asociados a patégenos
(phatogen-associated molecular pattern, PAMPs), y se encargan de llevar a cabo una

respuesta sistémica que moviliza a las células inmunes innatas y adaptativas.

En las MSC, los TLRs intervienen en la respuesta a estrés inducida por el dafio. Entre los
agonistas de los TLRs se incluyen moléculas exdgenas microbiales, como LPS,
lipoproteinas o peptidoglicanos y moléculas endégenas como las proteinas de choque
térmico (HSP) y moléculas de la matriz extracelular. La activacion de los TLRs induce
cambios en mecanismos de inmunomodulacidn, diferenciacion, supervivencia y
migracion de las MSCs. En las células madre mesenquimales de tejido adiposo humano
(Human adipose derived stem cell, hADSC), los TLRs que se encuentran en la membrana
plasmdtica son el TLR1, TLR4, TLR5 y TLR6, mientras que los TLRs localizados en
endosomas y lisosomas son TLR2, TLR3, TLR7 y TLR9 (Shirjang et al., 2017), en roedores
se hallan desde TLR1 a TLR8, pero no TLR9 (Najar et al., 2017).
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CAPACIDAD INMUNOMODULADORA DE LAS
CELULAS MADRE MESENQUIMALES ADULTAS

FASES TEMPRANAS > FASES TARDIAS DE
DE LA INFLAMACION P ’ 4 LA INFLAMACION

NIVELES DE
CITOQUINAS:TNFq, IFNy

NIVELES DE
CITOQUINAS:TNFa, IFNy

LPS MSC
-
* -
TLR4-ACTIVO TLR3-ACTIVO
MSC1(PROINFLAMATORIO) MSC2(ANTIINFLAMATORIO)
_ MIGRACION DE T POLARIZACION DE MONOCITOS A
T IL6EIL-8 —» NEUTROFILOS Y MACROFAGOS INMUNOSUPRESORES

FAGOCITOSIS

T IL-10 Y PRODUCCION DE

T CXCL-9, CXCL-10 Y CXCL-11 —>  ATRACCION DE LINFOCITOS REGULADORES
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Figura 2. Esquema de la capacidad inmunomoduladora de las MSC. En fases tempranas de la
inflamacion, las MSC adquieren un estado proinflamatorio tras la activacion de TLR4, favoreciendo la
migracion y la respuesta inmune llevada a cabo por los neutroéfilos y linfocitos. En fases tardias de la
inflamacion, la elevada concentracién de TNFa e IFNy provoca la produccidn de IL10 por macroéfagos
y monocitos, inhibiendo la produccién de citoquinas proinflamatorias, y aumenta la actividad de los
linfocitos reguladores. Figura realizada en Biorender.com

Resulta de gran interés como se ven afectados los diversos procesos celulares en los que
interviene el TLR4 de las ADSC en condiciones de inflamacion y estrés oxidativo. El origen
de las ADSC también supone diferencias en el papel de TLR4, ya que en ADSC humanas
un fenotipo proinflamatorio, incrementa la capacidad de diferenciacién a osteocitos,
promueve la migracion al sitio de la lesién y aumenta la supervivencia frente al estrés
oxidativo en el tejido dafiado. En las ADSC de ratones, el TLR4 en cambio induce la
diferenciacién adipogénica tras su activacion e inhibe la osteogénesis, tiene un efecto
menor en la migracidn hacia el sitio del dafio y protege a las MSC de la apoptosis
inducida por el estrés oxidativo. En un estudio, se propone un mecanismo de proteccién
frente al estrés oxidativo causado tras la activacién de TLR4, y demuestran que la
inyeccién de ADSC junto a un trasplante de grasa mejora su supervivencia a través de la

inmunomodulacidn. Las especies reactivas de oxigeno (del inglés Reactive oxygen
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species, ROS) y la respuesta inflamatoria estimulan la cascada liderada por TLR4 en ADSC
y la posterior activacién de NFkP que se transloca al nucleo e induce la produccion de
citoquinas proinflamatorias y la generacién de ROS por las enzimas NADPH oxidasa
(NADPH oxidase, NOX). En este modelo, el factor relacionado con el factor eritroide
nuclear 2 (Nrf2) actia como regulador de la via iniciada por TLR4, y promueve la
produccién de enzimas antioxidantes e inhibe la sefializacion por NFkB y la consecuente

respuesta inflamatoria (Chen et al., 2016).

El efecto protector de las ADSCs también se ha estudiado en procesos de
neuroinflamacién, de gran relevancia en enfermedades neurodegenerativas. Las ADSC
y las vesiculas extracelulares (EV) producidas por éstas, son capaces de modular a la
microglia. Se ha demostrado que en cocultivos de microglia activa humana con ADSC y
sus EVs, las ADSCs inhiben la liberacion de factores proinflamatorios por parte de la
microglia activa como 1I-6, 1I-8 y MCP-1, a la vez que las EV estimulan la produccién de
factores antiinflamatorios como la IL-10 o TIMP-1 (Garcia-Contreras & Thakor, 2021). En
un estudio in vivo con un modelo neuroinflamatorio de Parkinson, donde se inyectd LPS
en la susbtantia nigra se obtuvieron resultados muy interesantes acerca del efecto
inmunomodulador de las ADSCs, ya que mostré una menor presencia de microglia

activada en los animales que fueron trasplantados con rADSCs (Munoz et al., 2019).

En base a sus caracteristicas, las ADSCs presentan una mayor capacidad
inmunomoduladora en comparacién con otras MSCs (Ceccarelli et al., 2020), pero
todavia es necesaria mas investigacidon para determinar su potencial aplicacion clinica

en enfermedades asociadas a procesos inflamatorios.

1.3. CAPACIDAD DE DIFERENCIACION DE LAS MSC A CELULAS DE OTRA LINEA
GERMINAL: LA TRANSDIFERENCIACION.

La capacidad de diferenciacion de las MSCs derivadas de médula ésea o tejido adiposo
no solo estd restringida al linaje mesodermal sino que es posible generar células
relativas a otras lineas del desarrollo embrionario a través de un proceso conocido como
transdiferenciacién, como por ejemplo, hacia células madre neurales (NSC) del linaje

ectodérmico originadas a partir de hADSC (Anghileri et al., 2008) o células similares a
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hepatocitos a partir de MSC derivadas de la médula dsea (Kuo et al., 2008; Mufioz et al.,
2018), demostrando cierta capacidad pluripotencial en estas células. También queda
demostrada su capacidad de diferenciacién a diferentes linajes celulares inyectandolas
directamente en el organismo para la reparacion de tejidos dafiados como, por ejemplo,
el higado, el rifidn o el pancreas en modelos animales o para la mejora articular de la
rodilla en casos de osteoartritis en humanos (Galderisi & Giordano, 2014; Jo et al., 2017;

Orozco et al., 2014).

1.3.1. Mecanismos moleculares implicados en la transdiferenciacion de MSC a

neuronas.

La transdiferenciacion de MSC a NSC se ha realizado principalmente in vitro mediante el
empleo de distintos factores de induccién como los factores de crecimiento y citoquinas,
hormonas, factores de transcripcién o pequefias moléculas asociadas con la epigenética,
donde se ha estudiado factores que se activan en este proceso como las vias de

Wnt/FGF, Notch y TGF-B (Luo et al., 2018).

La generacion de neuronas a partir de las MSC requiere el proceso de
transdiferenciacién, ya que implica que las MSC, con potencial multipotente en el linaje
mesodérmico, se diferencien hacia células madre neurales (NSC) multipotentes que
pertenecen al linaje ectodérmico, y a partir de ella a células neurales como neuronas,
oligodendrocitos, células de Schawn o astrocitos (Luo et al., 2018). Las células similares
a neuronas se han conseguido tanto de la poblacidn de MSC del tejido adiposo humano
como de las células obtenidas de la fraccién vascular estromal (FVE) (Anghileri et al., 2008;

Faustini et al., 2010;Petersen, Zenchak, Lossia & Hochgeschwender, 2018).

El grupo de factores transcripcionales implicados en la autorrenovacion de las ESC y de
las MSCs, también se han visto implicados en la proliferacion, mantenimiento y
diferenciacién de las NSC. Durante el desarrollo embrionario, SOX2, Oct4 y Nanog
mantienen la pluripotencialidad de las ESC, pero también se ha observado que
intervienen en definir el linaje germinal. SOX2 actia como promotor del linaje

neuroectodérmico, mientras que Oct4 y Nanog participan en la especificacion del linaje
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mesodérmico, estableciéndose SOX2 como un factor clave en la regulacién de la

iniciacion y diferenciacion neural de las células madres neurales (S. Zhang & Cui, 2014).

Por otro lado, SOX2 también juega un papel importante en la conservaciéon de las
propiedades de las células madre neurales tanto in vitro como in vivo. SOX2 tiene una
expresion elevada en las NSC para mantener su capacidad de proliferacion, que
disminuye tras la diferenciacidon post-mitética a neuronas o células gliales (Cavallaro et
al., 2008; S. Zhang & Cui, 2014). Sin embargo, SOX2 parece tener especial relevancia en
la diferenciacion, ya que in vitro se ha demostrado que las células con deficiencias de
SOX2 presentan una arborizacion reducida y no muestran marcadores de neuronas
maduras como MAP2, NeuN o Calretinin. Estos defectos pueden ser recuperados tras la
transfeccidn de lentivirus portadores de SOX2 en estados iniciales (proliferativos) pero
no en estados tardios (post-mitéticos) de la diferenciacion. Las células deficientes de
SOX2 coexpresan tanto marcadores de diferenciacién neurales (B-tubulina) como
marcadores de diferenciacién gliales (GFAP). La administracion ectdpica de SOX2 en las
células deficientes, reprime la expresién de GFAP, por lo que actiia como represor de la
diferenciacién hacia las células gliales en las NSC. Por otra parte, en los experimentos in
vivo la deficiencia de SOX2 se traduce en la reduccidon del nimero de neuronas
GABAérgicas en la corteza de ratones neonatos y en el bulbo olfatorio de ratones
adultos, mostrando anormalidades en la morfologia y la migraciéon (Cavallaro et al.,

2008).

En terapia celular hay ejemplos de tratamiento con NSC transdiferenciadas in vitro a
partir de MSC humanas con resultados significativamente positivos en modelos murinos
de isquemia cerebral, en los cuales se recupera la funcionalidad cerebral tras el dafio
isqguémico (Heo et al., 2013). En modelos de enfermedad neurodegenerativa como el
Parkinson, se han observado diferencias en los efectos producidos segin el método
empleado para cultivar las MSCs humanas. Asi, la inyeccion de neuroesferas formadas a
partir de las MSC, no mejora ni los sintomas funcionales ni motores, en cambio si se
observa una mejora en los sintomas motores cuando se inyectan MSC inducidas

cultivadas en monocapa (Berg et al., 2015).

La transdiferenciacidn in vitro presenta ciertas desventajas para su uso en terapias de

enfermedades neurodegenerativas como la escasa supervivencia y la incapacidad de
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proliferaciéon de las neuronas maduras, por lo que supone un inconveniente para el
posterior trasplante in vivo. Por ello, la estrategia alternativa para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas es la transdiferenciacién in vivo, que persigue la
conversion directa a neuronas en el paciente. En este sentido, se ha conseguido generar
neuronas empleando técnicas como la inyeccidn de fibroblastos o astrocitos inducibles
reprogramados genéticamente una vez trasplantadas en el cerebro (Mollinari et al.,
2018), o inyectando ADSC directamente en zonas cerebrales como la substancia nigra,
donde se diferenciaron a neuronas dopaminérgicas (Mufioz et al., 2018; Mufioz et al.,
2019). Sin embargo, en estos trabajos no se determina la funcionalidad de las neuronas
diferenciadas a partir de las ADSC, siendo preciso una mayor investigacion sobre la

capacidad de diferenciacién de las ADSC a neuronas funcionales.
1.3.2. Funcionalidad de las neuronas formadas a partir de ADSCs

La electrofisiologia es esencial en la determinacion de las propiedades bioldgicas de las
neuronas. Este campo comprende el estudio de las propiedades eléctricas como los
cambios de voltaje y las corrientes idnicas que tienen lugar en las células o en érganos

completos.

En una publicacién se reunieron los trabajos cientificos enfocados en la diferenciacion
de las MSC a neuronas y los cambios en caracteristicas particulares (principalmente
morfologia, expresién de ARNm y proteinas), propiedades electrofisioldgicas y las
funciones sinapticas (J. Liu et al.,, 2012). En relacién con las propiedades
electrofisiolégicas de las MSCs previas a la diferenciacion neurogénica, los estudios con
MSCs en ratas y humanos aisladas de la médula ésea y corddn umbilical registraron
diferentes corrientes de salida y de entrada K*, canales de K* activado por Ca?* o
corrientes rectificadoras de K*, pero en ninguno de los estudios se observd los
caracteristicos canales dependientes de voltaje de Na* necesarios para producir

potenciales de accion.

En las MSC sometidas a la diferenciacién neuronal, la revisién de Liu et al. recoge los
cambios morfolégicos en las células, que presentan aspectos morfoldgicos
caracteristicos de neuronas como cuerpos celulares refractivos y la presencia de

multiples prolongaciones, asi como la expresion de marcadores especificos neuronales
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como Nestina o MAP2. En el ambito de la electrofisiologia, las neuronas obtenidas por
métodos de induccidn con reactivos quimicos, factores de crecimiento, transfeccion o
co-cultivos con neuronas granulares del cerebelo reportaron cambios respectos a las
MSC no diferenciadas en el potencial de membrana en reposo, el incremento de la
concentracién intracelular de Ca%*, y la aparicién de corrientes dependientes de voltaje,
pero no se llegaron a registrar potenciales de accién (J. Liu et al., 2012). Resulta de gran
interés el estudio realizado con co-cultivos con neuronas granulares del cerebelo, en el
que las neuronas derivadas de las MSC son sensibles a neurotransmisores como GABA,
glicina, serotonina o glutamato, asi como también el disparo de potencial de accién de
un solo pico (Wislet-Gendebien et al., 2005). Sin embargo, esta publicacién solo agrupa
los estudios realizados con MSC derivadas de médula dsea y cordén umbilical, pero no

de aquellas derivadas del tejido adiposo.

En un estudio se realizé una comparativa entre las MSCs derivadas de la médula ésea 'y
del tejido adiposo de ratas, en la que destaco las ventajas de la poblacién derivada del
tejido adiposo. Estas células presentaban mayor capacidad proliferativa, y las
neurosferas derivadas tenian una mayor capacidad de expansién y diferenciacion que
aquellas derivadas de la médula dsea. Las neuronas derivadas de las ADSC presentaron
mayor cantidad de marcadores neurales como el factor de crecimiento de nervio (NGF)
o el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) que las neuronas derivadas de
células madre mesenquimales de médula dsea (bone marrow mesenchymal stem cells,
BMMSC). Las neuronas derivadas de ambas poblaciones de MSC presentaban
marcadores de astrocitos (GFAP), neuronas inmaduras (B-tubulina Ill), neuronas
maduras (MAP2) y de células precursoras de oligodendrocitos (GalC) (H. T. Zhang et al.,
2012). En otro estudio mas reciente, donde se comparan distintos medios de induccién
neural en MSC derivadas de tejido adiposo humano, se reportd la expresién de
marcadores neurales colinérgicos (ChAT) y dopaminérgicos (TH) en las neuronas
obtenidas tras la diferenciacion(Marei et al., 2018). No obstante, en ambos estudios no
se registraron las propiedades electrofisioldgicas de las células neurales obtenidas de

dichas MSC.

De los articulos publicados donde se indagd en la electrofisiologia de las ADSC destaca

el trabajo realizado por Anghileri et al. en 2008, en el cual a partir de ADSC humanas
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obtuvieron células similares a neuronas empleando un medio de diferenciaciéon con
BDNF y acido retinoico, donde la morfologia y la inmunocitoquimica revelaron
caracteristicas neurales como la forma elongada con protusiones con dos o tres
procesos celulares, o la presencia de marcadores neurales de neuronas inmaduras como
nestina o de neuronas maduras como el receptor GABA de neuronas GABAérgicas o la
tirosin-hidroxilasa de neuronas dopaminérgicas, asi como la ausencia de marcadores
gliales. La electrofisiologia de dichas neuronas resulté en la presencia de corrientes
rectificadoras de K* y corrientes de Na* sensibles a TTX, lo que indica cierta actividad
similar a la de las neuronas, aunque no se pudieron detectar potenciales de accién

(Anghileri et al., 2008).

1.4. EL ESTRES OXIDATIVO Y LA EDAD EN LAS CELULAS MADRE

Las capacidades de proliferacion y diferenciacién de las células madre mesenquimales
(MSC) se comprometen con la edad y con el estrés oxidativo, lo cual podria afectar la
eficacia de la terapia celular. Por ello, es de especial importancia investigar acerca del

contexto bioldgico en el que estas se encuentren para estimar su posible uso clinico.

El estrés oxidativo se define como el efecto producido por el desbalance entre la
produccién y acumulacién de especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species,
ROS) y de nitrégeno (Reactive Nitrogen species, RNS) en células y tejidos, y la capacidad
de los sistemas bioldgicos para detoxificar estos productos reactivos (Finkel & Holbrook,

2000; Liguori et al., 2018; Pizzino et al., 2017).

Las ROS se producen mediante procesos enddgenos y exogenos. Los procesos
enddgenos se podrian clasificar segun la procedencia, distinguiéndose entre reacciones
enzimaticas o no enzimaticas. Las reacciones no enzimaticas incluyen aquellas donde el
oxigeno reacciona con moléculas organicas o cuando las células se exponen a
radiaciones ionizantes. Sin embargo, la fuente principal de ROS son las reacciones
enzimaticas, y mas concretamente el intercambio de electrones producidos durante la
respiracion celular de las mitocondrias, donde del complejo | (NADH-deshidrogenasa) y
el complejo Il (ubiquinona- citocromo c¢ reductasa) serian los generadores

fundamentales. En la respiracién celular, la coenzima Q recibe electrones del complejo
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| 'y los cede al citocromo ¢ mediante la accién del complejo Ill. La coenzima Q presenta
un estado intermedio con un electrén desapareado (-Q-) que puede ser cedido a las
moléculas de oxigeno, formando radicales superéxidos ("02) (Finkel & Holbrook, 2000).
En el citosol, el radical superdxido se forma a través de enzimas como las NADPH
oxidasas, las xantinas oxidasas o las peroxidasas. Este radical libre puede ser dismutado
a peroéxido de hidrégeno (H20;) por la enzima superdxido dismutasa (SOD). El H20; no
se considera un radical libre al no tener electrén desapareado, pero su interaccién con
el "0z en reacciones como la de Fenton, produce iones hidroxilo ({OH) que es el radical
libre mas reactivo que interactua con los fosfolipidos de las membranas celulares y con

proteinas (Liguori et al., 2018).

En cuanto a las especies reactivas de nitrégeno, éstas derivan de las moléculas de 6xido
nitrico (NO) sintetizadas in vivo por la enzima éxido nitrico sintasa (NOS), formandose
moléculas como el peroxinitrito (ONOO") en la reaccién con perodxido de hidrégeno, el
didxido nitrico (NOz) o el nitrosil (NO*). El dxido nitrico se considera un radical libre por
sus caracteristicas, pero la reactividad con las moléculas bioldgicas es baja debido a su
capacidad de difusién como gas y la consecuente inactivacién por la hemoglobina
(Pourova et al., 2010). Los radicales libres son contrarrestados por mecanismos celulares
antioxidantes enzimaticos o no enzimaticos. La defensa primordial la componen la
enzima superodxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), que descompone el H,O; en
moléculas de agua y oxigeno, y la Glutatién peroxidasa (GSH-Px) que transforman
radicales hidroxilos y perdxidos a formas no téxicas mediante la oxidacién del glutatién.
Entre las moléculas antioxidantes no enzimaticas se encuentra el a-tocoferol, las

vitaminas Ay C, o el B-caroteno entre otras.

En condiciones fisiolégicas, un nivel bajo de ROS es esencial para procesos bioldgicos
como la fosforilacidon de proteinas, la activacidn de varios factores de transcripcion, la
apoptosis, la inmunidad o la diferenciacién. Sin embargo, niveles altos resultan
perjudiciales y provoca dafos en biomoléculas como lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, que puede ser cuantificados a través de diversos biomarcadores y que
resultan de gran interés para la clinica (Frijhoff et al., 2015). Estos altos niveles de ROS
se traduce en la aparicidn y desarrollo de diversas enfermedades, como diabetes y

enfermedades cardiovasculares o metabdlicas entre otras (Pizzino et al., 2017).
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Ligado al dafio producido por las especies oxidativas surgié en los anos 50s una teoria
del estrés oxidativo propuesta por Harman, y que ha sido revisada continuamente, que
plantea la hipdtesis de la pérdida de funcionalidad con el envejecimiento debida a la
acumulacién de dafio estructural oxidativo debido al efecto de las ROS y las NOS en las

macromoléculas (ADN, lipidos, proteinas, ...)(Viia et al., 2013).

Hay varios trabajos que detallan los efectos de las ROS, las NOS y el envejecimiento
sobre las MSC, como son la disminucién de la capacidad de autorrenovacién, el aumento
de la senescencia celular, la potenciacion de la diferenciacién hacia adipocitos, la
reduccion de la diferenciacion hacia osteoblastos y la inhibicién de la capacidad
inmunomoduladora de las MSC (Denu & Hematti, 2016; Liguori et al., 2018). Sin
embargo, los mecanismos moleculares subyacentes a estos procesos no estan definidos

completamente en las MSC, por lo que se necesita mas investigacion.
1.4.1. Moléculas de importancia bioquimica en las MSC y las NSC.

El conocimiento de los mecanismos moleculares que rigen el destino de las células
madre nos aporta informacién clave sobre la capacidad dual de las MSC en la
autorrenovacion y proliferacion o la diferenciacién hacia algun tipo celular concreto,
determinando la capacidad regenerativa de las MSC. Estos estados celulares son
importantes ya que implica que se mantenga una poblacién de células madre en los
tejidos adultos con la capacidad de regenerar o proteger a los tejidos dafiados.
Alteraciones en estos mecanismos podrian provocar envejecimiento prematuro o

tumores. De entre las distintas moléculas implicadas en estos mecanismos destacamos:
Sirtuina (Sirt1):

Sirtl es una deacetilasa tipo Il de histonas/proteinas que regula diversos mecanismos,
participando en la condensacién de histonas o en la represion transcripcional de algunos
genes. Entre los factores de transcripcidn que reprime se encuentra el factor nuclear kf3
(NF- kB), que regula la secrecion de factores proinflamatorios como IL-6, IL-8 y MMP o
deacetila factores asociados con la proteccion ante el estrés oxidativo y la senescencia,
como por ejemplo, la regulacidon positiva de FOXO-3 (Forkhead box class O 3), que
participa en la transcripcion de genes antioxidantes como el de catalasa o SOD (Yao &

Rahman, 2012).
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En relacién con las células madre, no se conoce bien la implicacion de Sirtl en su
supervivencia frente a situaciones adversas. Sin embargo, cada vez hay mas evidencias
de que SIRT1 desempefia un papel importante en la determinacién del destino celular
de las MSC (Chen at al., 2014). Por otro lado, se ha descrito que Sirtl también participa
en las NSC como un represor epigenético que promueve la diferenciacién en las NSC
maduras a células progenitoras neurales adultas, inhibiendo a su vez la proliferacién y
autorrenovacion de estas células. Esto se ha demostrado en experimentos in vivo con
NSC adultas en el hipocampo de ratones donde modelos knockout (KO) de Sirtl
presentaron mas NSCy células progenitoras neuronales adultas, mostrando un aumento
de la autorrenovacion respecto al modelo control (Ma et al., 2014). Esta implicacién de
Sirtl en los procesos de diferenciacidn junto con su funcién en la supervivencia celular
sugiere esta molécula se puede sufrir cambios durante el envejecimiento o en

ambientes de estrés oxidativo en las MSC.
SOX2:

La proteina SOX2, también conocida como SRY-box 2 (de sus siglas en inglés Sex
determining Region Y-box 2), es un factor de transcripcién cuya funcidn es esencial en el
mantenimiento de la autorrenovacion de las células madre embrionarias no
diferenciadas. Ademds, SOX2 es uno de los factores de transcripcidén clave en la

induccion de la pluripontencialidad de las células madre.

La capacidad de autorrenovacion en las células madre embrionarias pluripotentes es
ilimitada, a diferencia de las células madre adultas multipotentes, pero debido el
rechazoinmune en transplantes de las ESCy a los inconvenientes éticos, los mecanismos
de autorrenovacién han sido estudiados principalmente en lineas de iPSC. Numerosos
experimentos han demostrado que los factores de transcripcidon SOX2, Oct4 y Nanog son
esenciales para mantener la pluripotencialidad de las ESC (Jaenisch & Young, 2008;
Omole & Fakoya, 2018) y para la induccion de células somaticas adultas en la formacién
de iPSC humanas en el 2007 (Yu et al., 2007). Estos factores regulan cientos de genes en
las ESC estableciendo una red de transcripcién de genes que son activados y otros que
son inactivados durante el desarrollo embrionario. Los genes activados estan
relacionados con el mantenimiento de la capacidad pluripotencial de las ESC, mientras

gue los genes inactivados son principalmente factores de transcripcion encargados de
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la diferenciacion y la definicion del linaje germinal (Fig. 3) (Omole & Fakoya, 2018). A su
vez, SOX2, Oct4 y Nanog se autorregulan uniéndose a sus propios promotores formando

un bucle de retroalimentacién positiva (Jaenisch & Young, 2008).

En las MSCs, SOX2 regula directamente la expresién de DKK1, proteina que regula la
sefializacion de Wnt, y como consecuencia determina el linaje de diferenciacién de estas
(Fig. 3). En cuanto a la sefializaciéon por Wnt, existen dos vias; la via candnica y la via no
candnica. En la via candnica, GSK3B junto con otros factores inhiben a B-catenina,
impidiendo que ésta se transloque al nicleo y regule la transcripcidon. Cuando proteinas
como Wnt3a se une a los receptores de forma autocrina o paracrina, se inhibe GSK38, y
se libera la B-catenina que se desplaza al interior del nucleo y regula la transcripciéon
génica de factores como SOX2, favoreciendo la proliferacién celular y el mantenimiento
de la potencialidad de la célula madre e inhibiendo otros mecanismos como por ejemplo

la diferenciacion osteogénica en BMMSC (Baksh & Tuan, 2007; Kolf et al., 2007) (Fig.3).

Los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), también se han descrito como
factores que intervienen en la autorrenovacién y mantenimiento de la potencialidad de
las células madres, siendo FGF-2 uno de los mds empleado para la proliferacion en los
cultivos in vitro de las MSC (Zaragosi et al., 2006; Cheng et al., 2020;) y de las NSC
transdiferenciadas a partir de las MSC (Anghileri et al., 2008; Darvishi et al., 2017; Peng
et al., 2019). En cultivos de ADSC humanas, se ha comprobado que FGF2 estimula la
proliferaciéon de las células en pases iniciales, mediante la activacién de la via mitogénica
de ERK1/2 o como factor multipotencial induciendo a SOX2 (Fig.3). En pases mas tardios
del cultivo celular, se demostré que hubo senescencia celular debido al dafio en el ADN
acumulado tras las multiples divisiones celulares y al aumento de la expresién de p21

(que es un marcador de senescencia) como respuesta al dafio (Cheng et al., 2020).

Por otro lado, SOX2 interacciona también con c-Myc y CiclinaD (proteinas que
intervienen en el ciclo celular) y afecta también a la proliferacién y progresion del ciclo
celular de las MSC (S. Park et al., 2012). Esto nos indica la funcion dual de SOX2 en la
regulaciéon de la progresidn celular y la determinacidn del destino celular en las células

madre mesenquimales que no tiene las células madre embrionarias.
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En las NSC, SOX2 no tendria un papel dual como ocurre en las MSC, y participaria en la
autorrenovacion y mantenimiento del estado multipotencial, disminuyendo
considerablemente tras iniciar la diferenciaciéon a células neurales (Cavallaro et al., 2008;

S. Zhang & Cui, 2014)
Factor de elongacion eucariético 2 (eEF2):

Otro de los mecanismos de importancia bioldgica en las MSC es la sintesis de proteinas.
Este es un proceso que requiere una gran cantidad de energia y que con la edad se
pueden producir defectos en las células y contribuir al mal plegamiento de proteinas y
su acumulacién. Una de las proteinas mas relevantes en la sintesis proteica es el factor
de elongacién eucaridtico 2 (eEF2), el cual participa en la elongacion de las proteinas
durante el desplazamiento del ribosoma sobre el ARNm (Fig. 3), y que se ha visto que
disminuye tanto en el envejecimiento como en procesos de estrés oxidativo (Arguelles
et al., 2011; Ayala et al., 1996). En las NSC adultas, el eEF2 se ve afectado segun la
demanda celular, siendo de baja expresion si las células son quiescentes o en altos
niveles si las células estan activas y mas propensas para la division y la diferenciacion
celular (Baser et al., 2017), de ahi la importancia de los niveles de eEF2 en las NSC para

la neurogénesis adulta y su posible uso en la terapia celular.

En resumen, las moléculas descritas Sirt1, SOX2 y eEF2, entre otros, estan implicados en
procesos de autorrenovacion, diferenciacion y supervivencia de importancia en las MSC
y las NSC, como la sintesis de proteinas, la capacidad regenerativa, la diferenciaciony la
defensa ante el estrés oxidativo. Esto hace que sea prioritario la investigacion acerca de
cémo afecta el estrés oxidativo y la edad a dichas moléculas en MSC y NSC para evaluar

la potencialidad terapéutica de estas células.
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Figura 3. Vias de sefalizacién implicadas en mecanismos de interés terapéutico de las células madre
mesenquimales mediante la regulacion de la transcripcion génica. La via candnica de Wnt y la via
iniciada por FGF2, activa a los factores de transcripcién SOX2, NANOG y Oct4, que se encargan de la
transcripcion de genes asociados a la proliferacion y autorrenovacion de las células madre, mientras
reprimen genes asociados con la diferenciacién a algun tipo celular. Entre los genes transcritos se
encuentra el propio SOX2, que es capaz de inducir la diferenciacién a través de la interaccion de DKK1
y la inhibicion de la via de Wnt, adquiriendo un papel dual. El eEF2 es un factor implicado en la
elongacién de las proteinas, y es esencial para la sintesis proteica y la homeostasis celular. Sirtl es
una deacetilasa que actia como factor de defensa frente al estrés oxidativo y el incremento de la
longevidad. Figura realizada en Biorender.com.

1.5. UTILIDAD TERAPEUTICA DE LAS CELULAS MADRE DERIVADAS DEL TEJIDO
ADIPOSO (ADSC).

Entre los distintos tipos de células madre descritas, las células adecuadas para la terapia
celular serian las células madre totipotentes o pluripotenciales (derivadas del embrién
o inducidas) debido a su capacidad para generar cualquier tipo de célula humana. Pero
estas células presenta importantes desventajas como la formacién de teratomas o las
limitaciones éticas para su uso (Mundra et al., 2013). Los ensayos clinicos realizados en
humanos con estos tipos de células han sido para tratar enfermedades oculares,

pancreaticas y neurodegenerativas mediante células progenitoras derivadas de las ESCs
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o células madre neurales partenogenéticas, por lo que no se han tratado directamente
con células pluripotenciales propiamente dichas (Trounson & McDonald, 2015). Por ello,
las células candidatas a los ensayos clinicos son las células madre adultas multipotentes,

aungue presenten mayor limitacidén para generar diferentes tipos de células.

Las células madre adultas mas empleadas en medicina regenerativa son las células
madre multipotentes mesenquimales cuya funcién esta ligada a los requerimientos del
organo hospedador y se encuentra vinculada a los vasos sanguineos en la regién
subendotelial estromal. Los ensayos clinicos registrados en clinicaltrials.gov demuestran
la importancia de las células madre mesenquimales donde a fecha de 28 de septiembre
de 2022 hay 789 estudios en fase clinica 2,3 y 4 con la busqueda de “mesenchymal stem
cells”. De los cudles, 274 estudios estan relacionados con la busqueda de “bone marrow
mesenchymal stem cells” (BMMSC) y 138 con la busqueda de “adipose derived
mesenchymal stem cells” (ADSC). Correlacionando la busqueda de “Mesenchymal stem
cells” y las condiciones de los ensayos clinicos clasificados por categorias se obtiene la

siguiente grafica (Fig. 4):

Ensayos clinicos en fase ll, llly IV con MSC

12.29% Enfermedades del Sistema nervioso central
3.04% Enfermedades hematolégicas
5.07% Enfermedades éseas y de cartilago
15.08% Enfermedades cardiovasculares
8.49% Enfermedades autoinmunes
11.91% Enfermedades pulmonares

5.58% Enfermedades de higado

5.96% Diabetes

5.07% GVHD

2.66% Enfermedad de Crohn

5.58% Enfermedades de piel

19.26% Otros

CENRNENCNDEN

Figura 4. Grafica que representa los ensayos clinicos en Fase 2, 3 y 4 registrados en clinicaltrial.gov
empleando MSC. Registrado el 28 de septiembre de 2022. GVDH (del inglés, graft versus host disease,
enfermedad del injerto contra el huésped)

Entre las categorias destaca la numerosa cantidad de estudios clinicos sobre las
enfermedades cardiovasculares y las enfermedades del sistema nervioso central, donde
se engloban algunas enfermedades neurodegenerativas (Enfermedad de Parkinson,

Enfermedad de Alzheimer y Esclerosis Lateral Amiotrdfica) (Fig. 5):
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Ensayos clinicos con MSC en enfermedades del sistema nervioso central

6.19% Enfermedad de Parkinson
19.59% Dafio de la mélula espinal
14.43% Esclerosis lateral amiotréfica
11.34% Enfermedad de Alzheimer
6.19% Paralisis cerebral

24.74% Accidente cerebrovascular
17.53% Otros

pEoEEEn

Figura 5. Grafica que representa los ensayos clinicos realizados con MSC en enfermedades que
afectan el Sistema nervioso Central. Registrado el 28 de septiembre de 2022.

En estos estudios se observan ciertas diferencias entre las BMMSC y las ADSC,
predominando ensayos clinicos que reflejan un mayor uso de las BMMSC. Sin embargo,
el aislamiento de esta poblacidn celular se realiza a través de técnicas invasivas y
dolorosas y se obtienen muy pocas células madre, por lo que es necesario la busqueda
de alternativas. Las ADSC presentan un perfil fenotipico y genotipico similar a las
BMMSC, pero se obtienen a través de procedimientos menos invasivos como la
liposuccidn de la grasa subcutanea, aislandose una mayor cantidad de células cuando se

cultivan in vitro (Fernandes et al., 2018).

Por otro lado, la poblacion de MSC de la médula ésea, presenta ciertas diferencias con
la poblacién aislada del tejido adiposo, como la capacidad de diferenciacidn a adipocitos,
condrocitos y osteocitos, presentando las ADSC un mayor potencial de diferenciacion a
adipocitos que a condrocitos y osteocitos en comparacién con las BMSC (Yoshimura et
al., 2007). Para definir a las poblaciones de células madre mesenquimales derivadas del
tejido adiposo, la Federacidn Internacional de terapéutica y ciencia del tejido adiposo
(iFATS) y la Sociedad internacional para la terapia celular (ISCT) definié en el 2013 los
criterios minimos para establecer la poblacién de la fraccion vascular estromal (FVE) y la
poblacion adherente de células estromales/madres. Se definieron varias poblaciones
celulares extraidas del tejido adiposo con sus respectivos marcadores de superficie: las

células derivadas directamente de la fraccidon estromal (FVE), la poblacidon de células
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adherentes estromales derivadas de tejido adiposo (ASC) y las células madre
mesenquimales (MSC). A diferencia de las MSCs derivadas de la médula ésea, las MSCs
derivadas del tejido adiposo son positivas para el marcador CD36 y negativas para CD106

(Bourin et al., 2013).

Actualmente, en el dmbito de la investigacion, se emplean las ADSC en una gran variedad
de enfermedades como posible terapia celular, obteniendo resultados positivos en
diversas enfermedades. En relacion a las enfermedades neurodegenerativas, las ADSC
se han utilizado en modelos de Alzheimer, Huntington y Parkinson (Bacakova et al.,
2018). Como se muestra en la figura 5, los ensayos clinicos con la enfermedad de
Parkinson tienen un menor porcentaje de desarrollo que otras enfermedades
neurolégicas, poniendo de manifiesto la necesidad de llevar a cabo mas investigacién

con las MSC como posible terapia celular para esta enfermedad.

La enfermedad de Parkinson estd asociada al envejecimiento celular, donde aparecen
disfunciones mitocondriales del complejo | responsables por ejemplo del aumento de
especies reactivas de oxigeno que promueven la muerte de las neuronas
dopaminérgicas (M. T. Lin & Beal, 2006). Se han desarrollado modelos murinos que
mimetizan las distintas condiciones de la enfermedad de Parkinson (la disfuncidn
mitocondrial y el estrés oxidativo), como por ejemplo la inyeccién intraperitoneal de
MPTP en ratones, la inyeccidn intracraneal de 6-OHDA en la substantia nigra en ratas
(Deumens et al.,, 2002; Meredith & Rademacher, 2011) o la neuroinflamacién en
modelos que emplean LPS (Herrera et al., 2000; Muioz et al., 2019). En algunos trabajos
se han utilizado las hADSC en xenotrasplantes con el modelo de 6-OHDA de ratas como
posible terapia celular, obteniéndose resultados prometedores, como el efecto
neuroprotector en la substantia nigra o la mejora de las funciones motoras y cognitivas

(Berg et al., 2015; Schwerk et al., 2015).
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En resumen, existen poblaciones de MSC residentes en la médula dsea y en el tejido
adiposo que presentan ciertas diferencias en cuanto a su potencial de diferenciacidon y
en la expresion de marcadores de superficie, siendo, por lo general, las técnicas de
aislamiento de las células madre derivadas de tejido adiposo menos invasivas que las de
médula 6sea. Esto hace a la poblacién de ADSC mas idénea para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, como se ha demostrado en modelos animales,
siendo la enfermedad de Parkinson una de las posibles dianas futuras de la investigacidon

clinica para el desarrollo de terapias celulares en humanos
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2. OBIJETIVOS

El tejido adiposo es una fuente abundante de células madre y es de gran importancia
para la terapia celular, con un papel relevante en la ingenieria tisular y en medicina
regenerativa. Sin embargo, todavia se desconocen muchos aspectos de la biologia basica
para determinar su potencial real en terapia celular como puede ser la posibilidad de
generar células neurales a partir de las ADSC y su uso en enfermedades

neurodegenerativas.

Por ello, el objetivo general de esta tesis fue estudiar, por un lado, la implicacién de las
rADSC en la inmunomodulacion y, por otro, la capacidad de transdiferenciacién a
neuronas de las rADSC in vitro, y ver como se afectan estas funciones por el estrés
oxidativo y por la edad, y examinar su posible efecto neuroprotector en un modelo de

Parkinson.

Para alcanzar estos objetivos generales se desarrollaron los siguientes objetivos

especificos fueron:

2.1. Caracterizar células madre derivadas del tejido adiposo adulto de rata
determinando si cumplen las caracteristicas de cultivo y diferenciacion establecidas por

la ISCT para las MSC.

2.2. Estudiar la interaccion entre LPS y las rADSCs, y determinar los cambios en la

expresion del TLR4 y su posible implicacién en la funcién inmunomoduladora.

2.3. Establecer la diferenciacién de las rADSCs a células madre neurales y a neuronas in

vitro y estudiar sus propiedades electrofisioldgicas y funcionalidad.

2.4. Determinar el efecto del estrés oxidativo y la edad en moléculas implicadas en
diversas rutas bioquimicas de importancia en la capacidad de inmunomodulacién,

supervivencia y transdiferenciacién de las rADSCs a células madre neurales.

2.5. Examinar los efectos terapéuticos y reparadores de las rADSCs sobre un modelo de

enfermedad de Parkinson inducido por estrés oxidativo en ratas.
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3.1. APARATOS Y ANIMALES

3.1.1. Aparatos

- Campana de flujo laminar horizontal Telstar AH-100 (Telstar, Bristol, USA).

- Autoclave JP. - Selecta (JP Selecta, Barcelona, Spain).

- Centrifugas Eppendorf Mod. 5804R y 5810R (Eppendorf, Hamburg, Germany).
- Filtros celulares Cell Strainer de 40 um (Becton Dickinson, NJ, USA).

- Frascos de cultivo Corning Flask T25 y T75 (Corning, NY, USA).

- Incubador RS Biotech Galaxy R (New Brunswick Scientific, Enfield, USA).

- Viales criogénicos Corning criotube (Corning, NY, USA).

- Congelador Nalgene Cryo Freezing Container (Mr. Frosty) (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA).

- Contador celular Countess® Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific, Logan,

UT, USA).

- Equipo de electrofisiologia: bomba peristaltica (Harvard Apparatus) , calentador con
termostato (TC 324B; Warner), Nikon Eclipse FN1 equipado con una dptica de contraste
interferencial diferencial para visualizar infrarrojo (IR-DIC), y una cdmara WAT-902H2
Ultimate, micromanipulador monitorizado (Sutter MP-225), amplificador MultiClamp
700B (Multiclamp 700B, Axon Instruments, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA),

convertidor andlogo — digital Digidata 1550), programa pCLAMP 10 (Molecular Devices)

- Separacion magnética MACS® Separators (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,

Germany).
- Lector de placas Microplate Reader ASYS UVM340 (Biochrom, Cambridge, UK).

- Microscopio Nikon Eclipse TS500 equipado con un sistema de analisis de imagen Nikon

digital Sight DS-U3 (Nikon, Tokio, Japan).

- Microscopio confocal Zeis LSM7 DUO para imagenes de fluorescencia confocal (Zeiss,

Jena, Germany).
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-Microscopio Olympus BX61 para la obtencion de imagenes en campo claro y

estereologia (Olympus, Allentown, USA).
- Estereotaxico para trepanacién craneal (Kopf Instruments, Tujunga, CA, EEUU).

- Bomba de reperfusién Mod. Thermo Scientific FH100 (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA).

3.1.2. Animales

Se emplearon para los estudios ratas macho de la raza Wistar, de un peso comprendido
entre 300 y 500 g, mantenidas en un medio de temperatura constante de 22+19C,
humedad relativa del 60%, con un ciclo de luz-oscuridad de 12h, y acceso libre a comida
y agua.

Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las «Guidelines
of the European Union Council» (86/609/EU), siguiendo las regulaciones europeas
(Directiva 63/2010/UE) y espafiolas (RD 53/2013) para el uso de animales de laboratorio,

y fueron aprobadas por el Comité Etico de la Universidad de Sevilla.

3.2. METODOLOGIA.

3.2.1. Obtencidn de la fraccion vascular estromal (FVE) de tejido adiposo de rata.

La extraccion del tejido adiposo de rata Wistar se realizé en campana de flujo laminar
dentro de una cabina aislada en condiciones de esterilidad. El tejido adiposo se extrae
de regiones localizadas en las zonas inguinales, ventrolaterales y dorsomediales. El
animal es previamente anestesiado con Hidrato de Cloral al 6% (Sigma-Aldrich, Sant-
Louis, MO, USA), a una dosis 6 ml/Kg. El tejido aislado, se traspasd a un disco de cultivo
con PBS (tampdn fosfato salino, pH 7.2), donde se microseccionaron los I6bulos de grasa
mecanicamente en trozos mas pequefos y se lavd tres veces en PBS para limpiar sangre
o pelos residuales. Luego se recogid en un Falcon de 50 ml (aprox. 10 ml de grasa) en 10
ml de PBS. Posteriormente se afiadié Colagenasa | (Colagenasa NB4G, Serva, Islandia,
NY, USA) a una concentracidon con actividad enzimatica de 0.3 U/ml (U= Unidades
Winsch). Se incubd a 379C en agitaciéon durante unos 60 -90 min. Cada 30 min se

pipeteaba con de una pipeta de 10 ml para facilitar la digestiéon del tejido. Una vez
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completada la digestion del tejido se afiadié medio de cultivo DMEM (Advanced
Dubelcco’s Modified Eagle Medium; A-DMEM, Gibco, Grand Island, NY), con FBS al 10%
(Fetal Bovine Serum, Biowest) para detener la actividad de la colagenasa y se centrifugd
a 600g durante 10 minutos. Se descarté el sobrenadante, y el pellet se resuspendié en
5 ml de DMEM +10% FBS + 1% penicilina/estreptomicina, que se filtré a través de una
membrana de nylon de 40 um de tamafio de poro a un tubo de 50 ml. El volumen filtrado
se centrifugd a 300g durante 10min para obtener finalmente la Fraccion vascular

estromal (FVE) como pellet.

3.2.2. Cultivo, mantenimiento y extension del cultivo de las células de la FVE de tejido

adiposo de rata.

La FVE conseguida tras seguir el protocolo de obtencion (Apartado 2.2.1), fue
resuspendida en medio de cultivo y se cultivd en un volumen de 10 ml de medio de
cultivo en frascos de 75 cm? de superficie. Estos frascos se incubaron a 372C, 5% CO, y
humedad relativa del 95 % para promover la expansion y crecimiento de las células. A
las 24 horas se cambié el medio de cultivo completamente, y a las 48 -72 horas los
cultivos alcanzaron el 80 % de confluencia. En este punto, las células se despegaron del
plastico mediante Tripsina-EDTA 1X en PBS (Biowest), afiadiendo el volumen suficiente
para recubrir el fondo del frasco (3 ml), incubandose a 372C durante 3 min- 5 min y tras
la observacién en el microscopio, se golpeaba con suavidad los frascos para asegurar
gue todas las células estaban completamente despegadas. Se recogieron las células en
suspension, se anadid medio de cultivo para neutralizar la actividad de la tripsina y se
centrifugd a 300g durante 10 minutos para obtener el pellet con las células madre. Este
pellet se volvid a resuspender en medio de cultivo y a centrifugar a 300g para lavar e
inactivar completamente la tripsina. Las células se dividieron en varios frascos o placas

de cultivo dependiendo del ensayo que se realizara.

3.2.3. Separacion magnética de las rADSC mediante técnica MACS.

Para aislar las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo de rata
(Adipose Derived Stem Cell, rADSC) de las células obtenidas a partir de la FVE, se empled
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la técnica MACS © (Magnetic Cell Sorting) que se basa en la separacién de las células
adheridas a microparticulas magnéticas (MACS-microbeads) cubiertas de una matriz
biodegradable, de aproximadamente 50 nm de tamafio (Miltenyi et al., 1990, Gritzkau
and Radbruch, 2010). Se utilizaron microbeads que llevaban incorporadas el anticuerpo
que reconoce el marcador de superficie celular CD90.1 (Thy-1 Cell surface antigen) de
las rADSC. Este “etiquetado” magnético permite la adhesién de las células a una
columna sometida a un potente campo magnético, mientras que las células que no
presentan este marcador pasan a través de ella. Tras retirar la columna del campo

magnético, las rADSC eluyen empleando presién sobre la columna. (Fig. 6)

il

L )
¢ f -~
Inmunomarcaje de las Separacion Elucion de Elucién de
ASC con anticuerpo magnética células CD90 - células CD90 +
CD90 conjugado con (ADSC)

bolitas magneticas

Figura 6. Esquema del marcaje y separacion magnética de las rADSCs. Las rADSCs son
inmunomarcadas con el anticuerpo anti CD90.1 conjugado a particulas magnéticas, que se adhieren
a una columna colocada en un campo magnético. Las células CD90.1 negativas eluyen tras utilizar un
tampdn especifico, y las células madre CD90.1 positivas se obtienen tras aplicar presion positiva en la
columna apartada del campo magnético. Figura realizada en Biorender.com

Cuando las alcanzaron el 100 % de confluencia en el frasco, fueron levantadas segun el
protocolo del apartado 2.2.2, y el pellet obtenido se resuspendid en 90 ul de tampdn de
lavado (autoMACS Rinsing Solution, Miltenyi-Biotec) cada 1*10° células. Se afiadié 10 pl

de Anti CD90.1 microbeads (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) (Dilucién
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1/10) y se incubd durante 15 min a 42C. Posteriormente, se lavo con 1 ml de tampdn de
lavado y se centrifugd a 300g durante 10 minutos. Se desechd el sobrenadante y el pellet

se resuspendid en 500 pl de tampdn de lavado, para su posterior separacién magnética.

Para la separaciéon magnética, la columna situada en el campo magnético se humedecié
con 3 ml de tampdn de lavado, y se hizo pasar la solucién celular. La columna se lavd
tres veces con 3 ml de tampdn para que eluyan aquellas células que no hayan quedado
adheridas (células no marcadas). Para recoger las células marcadas y retenidas en la
columna, se retird la columna del campo magnético, se afiadiéd 5 ml de tampdn de lavado
y con ayuda de la presidn positiva ejercida sobre la columna se recogieron las células en
un tubo de 15 ml, que se centrifugd a 300g durante 10 minutos y se recogid el pellet que
contiene las células marcadas, el cual se resuspendié en 5 ml de medio de cultivo y se
incubd hasta alcanzar una confluencia del 80%. Se realizaron sucesivos pases hasta
alcanzar la poblacién de células necesarias para los experimentos. Después del

aislamiento inmunomagnético, las células se contaron en un contador.

3.2.4. Recuento celular

El contaje de las células se realizé en cada uno de los pases de las células para evaluar la
morfologia y viabilidad de las células. Sélo se cuentan las células viables para determinar
el numero de células vivas en los ensayos llevados a cabo. Se utilizé tanto el contador
celular Countess© Automated Cell Counter (Countess Invitrogen, Thermo Fisher) como
la cdmara de Neubauer, y se utilizé el Trypan Blue para determinar el nimero de células
viables, ya que es un reactivo lipofilico que penetra las membranas de las células
muertas viéndose éstas oscuras bajo el microscopio invertido Nikon Eclipse TS500, y las
células vivas tienen una refringencia destacada. La prueba se lleva a cabo por triplicado
mezclando la suspension celular con el Trypan Blue al 0.4 % (Thermo Scientific, Logan,
UT, USA) en una proporcién 1:1, utilizando 10 ul de la mezcla para el contaje de las

células y determinando la concentracidon en células/ml.
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3.2.5. Congelacidon y descongelacion de células

Las células que no se utilizaron a corto plazo se congelaron en nitrégeno liquido. La
criopreservacioén evita dafios o la entrada en senescencia o envejecimiento en las células
madre provocado por la sucesion de las divisiones celulares. Para ello, las células se
diluyen en 1 ml de medio de criopreservacion constituido por DMEM con FBS al 20 % y
1% de antibidticos y Dimetilsulféxido (DMSO) al 10 % como agente crioprotector. Las
células se almacenaron en crioviales para su posterior congelacién a -802C paulatina
durante 24h en el recipiente Mr Frosty. Después de las 24 h, las células se conservaron

en el nitrégeno liquido a -200 2C.

Para la descongelacidn, los crioviales se descongelaron rapidamente sumergiéndolos en
el bafio a 372C durante 2 minutos. Posteriormente, en la campana de flujo, se afiadié
gota a gota 5 ml de medio completo con suero y se centrifugd a 300 g durante 5 min. El
sobrenadante se descartd, y las células se volvieron a diluir en medio completo para su

posterior cultivo en frascos de 75 cm?.

3.2.6. Pruebas de multipotencialidad de las rADSC

De acuerdo al Comité de la Sociedad Internacional de Terapia Celular, otra de las
caracteristicas que presentan las células madre mesenquimales es su capacidad para
diferenciarse a adipocitos, osteoblastos y/o condrocitos. Para esta prueba, las células se

sometieron a pruebas de multipotencialidad:
3.2.6.A. Diferenciacidn y deteccion de adipocitos

En placas de 6 pocillos se incubaron a 372C las células a una densidad de 5*10%células/ml
en un volumen final de 2 ml del medio StemXVivo (R&D System, Minneapolis, MI, USA).
Tres dias después, tras alcanzar el 100 % de confluencia, se cambié el medio por medio
StemXVivo con suplementos de diferenciacion adipogénica que contiene el kit (1% de
suplementos en el medio StemXVivo). El medio suplementado se cambid cada 2-3 dias
en un periodo total de 14 dias. Los adipocitos diferenciados no proliferan, ya que
dedican su energia a la formacidn de las vacuolas lipidicas. Una vez finalizado el periodo

de diferenciacidn, se retird el medio de induccién a adipocitos y se lavé dos veces con 1
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ml de PBS. Luego las células se deshidrataron y fijaron con metanol frio, afiadiendo 1

ml/pocillo a temperatura ambiente durante 5 min, y se procedio a la deteccion.

Los adipocitos formados presentaban morfologia redondeada y vacuolas lipidicas. Se
prepard una solucién lipofilica compuesta de 0.5 % Reactivo Oil Red O (Sigma-Aldrich,
Sant Louis, MO, USA) en isopropanol. Posteriormente, se diluyd la solucion lipofilica 3:2
en agua desionizada, obteniéndose una disolucién final del Reactivo Oil Red O del 0.3 %.
Se filtré utilizando filtros de jeringa de 0.22 um y se afiadieron 2 ml por pocillo en la
placa de 6 pocillos, agitando la placa en un agitador orbital suavemente durante 20 min.
Se retir6 el medio de tincién, y se lavaron dos veces con agua bidestilada. La
diferenciaciéon se observo en el microscopio de fase invertida, detectando las vacuolas

tefiidas de rojo.

3.2.6.B. Diferenciacion y deteccién de osteoblastos.

Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos a una densidad de 5*10% células/ml en
un volumen final de 2 ml del medio StemXVivo (R&D System, Minneapolis, Ml, USA).
Tras alcanzar el 50-70 % de confluencia en 1-2 dias, se retird el medio y se ahadid el
medio de induccidn a osteoblastos (5% de suplementos osteogénicos en StemXVivo). La
induccion se mantuvo durante 14-21 dias, renovando el medio cada 3-4 dias. Tras la
induccion, se lavaron dos veces los pocillos con 1 ml de PBS y se fijaron con metanol frio
durante 5 min. Se retird el metanol y se lavd dos veces con agua bidestilada y se procedié

a la deteccién de osteoblastos.

Los osteoblastos presentan una morfologia cuboidal y se tifieron con una solucién de
tincion compuesta por el reactivo SIGMA FAST BCIP/NBT (Sigma-Aldrich, Sant Louis, MO,
USA) disuelto en agua bidestilada. BCIP sufre una hidrdlisis enzimatica, en presencia de
la fosfatasa alcalina de los osteoblastos, originando un precipitado azul-purpura, que
junto a la reduccidon de NBT (sal de tetrazolio), origina un precipitado azul purpura,
insoluble en agua. La cantidad de precipitado coloreado formado aumenta linealmente

con el numero de osteoblastos.

Se anadié 1 ml del reactivo de tincion de osteoblastos por pocillo, y se agitaron
suavemente en un agitador orbital durante 10 min. Se aspird el sobrenadante y se lavé
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dos veces con agua bidestilada. Las células tefidas se observaron en el microscopio de

fase invertida.

3.2.7. Ensayos de fluorescencia para determinar la union de LPS a rADSCs

Las células se tripsinizaron, se contaron con Trypan Blue y transfirieron a placas de 96
pocillos en distintas cantidades (5.000, 10.000 o 15.000 células/pocillo) y se dejaron
cultivando segun el tiempo del ensayo durante 24 h en medio de cultivo y condiciones
estdndar. Pasado este tiempo, se retir6 el medio y se afiadieron distintas
concentraciones de LPS-FITC derivado de la estirpe de E.coli 0111:B4 diluido en medio
de cultivo sin FBS (0, 10, 100, 250, 500 o 1.000 ng LPS FITC/ml medio). Las placas se
dejaron incubando durante distintos tiempos, segun el tratamiento (1, 6 o 24 h). El
medio se retird, se afiadid nuevo medio de cultivo sin FBS y se midié la fluorescencia a
528 nm en un lector de microplacas Synergy HTX (BioTek, Vermont) utilizando el

programa Gen5 (BioTek).

3.2.8. Cultivo y formacion de esferas a partir rADSC.

Las células madre derivadas de la fraccion estromal fueron cultivas un medio de
induccién para la formacion de esferas, compuesto de DMEM/F12 sin suero que fue
suplementado con 20 ng/ml de Epidermal growth factor (EGF, Miltenyi), 20 ng/ml de
Fibroblast growth factor (FGF, Miltenyi) y 2% B27 (Gibco™). Las células fueron cultivadas
a una densidad de 2 *10 ° células/ml en placas de 6 pocillos que contenian agarosa
gelificada al 0.5 % para evitar la adherencia al plastico. Las esferas se forman
rapidamente, y se pueden observar a las 12 h de cultivo. Las esferas se mantienen en

cultivo cambiando parcialmente el medio cada 3-4 dias.

Para los ensayos de induccidn de estrés oxidativo con el hidroperéxido de cumeno, las
esferas se obtuvieron cultivando las células a una densidad de 1*10° células/ml en el

MFE en placas de 24 pocillos.
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3.2.9. Induccion de las esferas a células similares a neuronas.

Las esferas fueron disgregadas mecdnicamente pipeteando arriba y abajo con puntas
amarillas hasta observar que no se formaba precipitado (aproximadamente 150 veces).
Tras comprobar la viabilidad de las células mediante el contaje en cdmara de Neubauer,
se cultivaron en placas de pocillos con poly-L-Lysine 0.1% (Sigma, St. Louis, MO, USA) a
una densidad de 1*10° células/ml. El medio para la induccién a neuronas estaba
compuesto de Neurobasal Medium, 2% B27 (Gibco™) y 10 ng/ml del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF, Miltenyi). La adhesién de las células se podia observar
después de 1 h de cultivo. Para el mantenimiento de las células se cambiaba

parcialmente el medio de cultivo cada 3-4 dias.

3.2.10. Inmunofluorescencia de células in vitro.
3.2.10.A. Células madre derivadas del tejido adiposo

Las rADSC se cultivaron sobre coverslips en placas de 12 pocillos con una densidad de
100.000 células/ml. Tras los tratamientos con LPS, las células se lavaron con PBS 2 veces
y se fijaron con PAF 4 % durante 20 min a temperatura ambiente. Se realizaron tres
lavados con PBS y se bloqued con suero fetal bovino al 1 % en PBS-Tritén al 0.2 %.
Después del bloqueo, las células se incubaron con el anticuerpo primario en solucién de
bloqueo durante toda la noche a 4 2 C. La dilucidn utilizada para el anticuerpo de TLR4
fue de 1/100 (Santa Cruz Biotechnology, Texas). Al dia siguiente, se lavaron los coverslips
3 veces con PBS, y se incubd con el anticuerpo secundario antiratén (Alexa fluor 488,
1/500), Hoechst (1/1000) y Tritén 0.25 % en PBS durante 1 h a temperatura ambiente.
Se lavé 3 veces con PBS y se realizé el montaje colocando los coverslips en portas con

medio de montaje Dako, sellandose los coverslips con laca de unas.

3.2.10.B. Neuroesferas.

La inmunofluorescencia de las esferas flotantes se realizd siguiendo el protocolo
propuesto por Sasaki (2010) con algunas modificaciones. En este protocolo no se aplica

en ningun caso centrifugacion, ya que puede dafiar la estructura de las esferas, y es
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aconsejable colocar una gran cantidad de esferas y dejar que precipiten durante 5
minutos al fondo del pocillo en los pasos de lavado, bloqueo y fijacidn. Las esferas se
pueden perder cuando se aspira con la pipeta y por ello se colocaba el PBS o el medio
aspirado en otro pocillo por si se perdian una gran cantidad de esferas por error. Las
esferas se transfirieron a placas de 12 pocillos con los coverslips y se observaron en el
microscopio para verificar que se localizan en el fondo del pocillo, y se aspird con
cuidado el medio, apoyando la punta de la pipeta sobre la pared. De esta misma forma,
se lavd 3 veces con PBS y se fijaron posteriormente con paraformaldehido 4 % durante
30 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron otros tres lavados con PBS, y se
bloqued con suero fetal bovino a 1 % durante 1h. El anticuerpo primario anti-Nestina
producido en ratén se prepard en una solucién con suero al 10 % y tritén al 0.25 % a una
dilucion de 1/500 y se incubd toda la noche a 4 2 C. Al dia siguiente, se lavaron 3 veces
con PBS, y se incubd con el anticuerpo secundario (Alexa fluor 555, 1/500), Hoechst
(1/1000) y Tritdén 0.25 % en PBS durante 1 h a temperatura ambiente. Se lavé 3 veces
con PBSy se realizé el montaje colocando los coverslips en portas con medio de montaje

Dako y se sellé con laca de ufias.

3.2.10.C. Células similares a neuronas.

Los coverslips se lavaron dos veces con PBS, afadiéndolo al pocillo suavemente.
Posteriormente, se fijaron las células en metanol/acetona 1:1 durante 10 min a —20°C.
Se lavaron dos veces con PBS, y se bloqued con suero fetal bovino al 1 % en PBS durante
1 h a temperatura ambiente. Se lavaron dos veces, y se incubé con el anticuerpo
primario de ratén anti- Nestina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; 1/200)
o de conejo Anti- MAP2 (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia; 1/200), en una solucién de
bloqueo con suero fetal bovino al 10 % y Tritédn X-100 a 0.25 % durante toda la noche en

una cdmara humeda a 4 °C.

Al dia siguiente, los coverslips se lavaron tres veces con PBS, y se incubaron con el
anticuerpo secundario Alexa 488 anti-conejo (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia; 1/500) y
Alexa 555 anti-ratén (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; 1/200), en PBS con
0.25 % Triton X-100 y Hoescht (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia; 1/2000) durante 1 h en

la cdmara humeda a temperatura ambiente. Después se lavaron dos veces en PBS y en
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agua, y se montd con medio de montaje para fluorescencia (Dako Colorado Inc., Fort
Collins, USA). Las muestras se visualizaron en el microscopio confocal (Zeiss LSM7 DUO).

Como control negativo, los anticuerpos primarios se sustituyeron por suero no inmune.

3.2.11. Andlisis de la fluorescencia en imagenes obtenidas en microscopio confocal.

El andlisis de fluorescencia de TLR4 en las rADSC se realizé con el software Fiji siguiendo
el método de fluorescencia celular total corregida (CTCF), en el que las células de las
fotos tomadas de las inmunofluorescencias fueron seleccionadas mediante una
herramienta de seleccién libre. Una vez establecidos los pardmetros de medida, se
obtenia de cada célula la intensidad del area integrada y la media del valor de grises.
Luego aplicando la férmula: CTCF= Intensidad del area integrada- (area de la célula
seleccionada x Media de la fluorescencia del background). El background fue sustraido
seleccionando una region donde no se hallaba ninguna célula. La cuantificacidn se llevé

a cabo tomando imagenes al azar.

3.2.12. Experimentos de electrofisiologia

3.2.12.A. Preparacion de micropipetas/microelectrodos de patch-clamp.

Las micropipetas de patch se obtuvieron utilizando un estirador de pipetas vertical (PC-
10, Narishige; Fig. 4.1.G) a partir de tubos de vidrio de borosilicato de 1 mm de grosor
con capilar interno (didmetro interno 0,6, didametro externo 1 mm; Narishige GD-1). Para
los experimentos de fijacién de corriente, las micropipetas se rellenaron con una
solucion de gluconato de potasio (datos en mM): 120 K-gluconato, 10 KCI, 10
fosfocreatina, 2 MgATP, 0,3 NaGTP, 0,1 EGTA, 10 acido 2-[4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-
ilJetanosulfénico (HEPES). Esta solucién se ajusté a pH 7,3 con KOH. Sélo se utilizaron
aquellas micropipetas que cumplieron los siguientes requisitos: 1) punta firme; 2)
bordes romos no cortantes; 3) diminucién progresiva del diametro desde el cono hasta
la punta; y 4) que dieran lugar a microelectrodos de resistencia entre 5-7 MQ para
fijacidon de corriente y de entre 3-5 para fijacidon de voltaje. La figura 4.1.H ilustra en la

parte inferior un electrodo de patch que cumple visualmente todas las caracteristicas
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para un buen registro, y en la parte superior otro que seria directamente descartado por

su aspecto.

3.2.12.B. Registros electrofisioldgicos de patch-clamp en la configuracion de célula

entera.

Los coverslips con las células similares a neuronas se transfirieron a la cdmara de registro
(Fig. 4.2.A-B) donde se perfundieron con LCR artificial oxigenado (pH 7,4; 332C) con una
bomba peristaltica (Harvard Apparatus) a una tasa de 1 mL/min (Fig. 7.1.F). El LCR
artificial se mantuvo durante todo el proceso de perfusién a 33°+1°C mediante un
calentador con termostato (TC 324B; Warner). Las células similares a neuronas se
visualizaron usando un microscopio Nikon Eclipse FN1 equipado con una dptica de
contraste interferencial diferencial para visualizar infrarrojo (IR-DIC), y una camara WAT-
902H2 Ultimate (Fig. 4.2.A). Para el estudio se utilizaron dos objetivos: un objetivo de
4X de aire para localizar la zona de registro y un objetivo de inmersién en liquido de 40x
para localizar las neuronas a registrar (Fig. 4.2.B). Las células neurales se seleccionaron
segln su morfologia, con el cuerpo y las prolongaciones caracteristicas de estas células

(Fig. 7.2.D).

Los registros se realizaron en la configuracion de whole-cell o célula entera. En esta
configuracion el interior de la pipeta queda en contacto directo con el citoplasma,
permitiendo estudiar la corriente o la diferencia de voltaje que existe a través de toda
la membrana celular. El primer paso para la obtencién de la citada configuracién
consiste en aproximar, con un micromanipulador monitorizado (Sutter MP-225; Fig.
4.2.C), la punta de la pipeta a la superficie de la membrana (Fig. 4.2.D). Es conveniente
gue a la pipeta se le aplique una ligera presidn positiva para evitar que le entre solucion
extracelular y que se ensucie o bloquee, lo que imposibilitaria la formacién posterior del
sello. A continuacion, la pipeta se va acercando al soma de la célula a registrar (Fig. 4.2.E)
y cuando aparece un halo blanco en la superficie del soma (Fig. 4.2.F) se suprime la
presidn positiva y se aspira levemente hasta que exista una adhesion perfecta entre el
exterior de la pipeta y la membrana de la célula. Se dice entonces que se ha formado un

sello de alta resistencia o giga-sello (denominado asi porque la resistencia obtenida y
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monitorizada en el ordenador es de entre 1 y 100 gigaOhms, Fig. 4.2.G-H). En este
momento nos encontramos en la configuracion de cell-attached o célula adherida,
siendo necesario aplicar una ligera succién adicional para conseguir que el sello se
rompa y que el interior de la pipeta entre en contacto con el citoplasma. Los registros
electrofisiolégicos se llevaron a cabo utilizando el amplificador MultiClamp 700B
(Multiclamp 700B, Axon Instruments, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) (Fig.
4.2.G). Solo los registros obtenidos con pipetas con una resistencia de acceso entre 5y
20 MQ se aceptaron para su posterior analisis. Las corrientes capacitivas rapidas debidas
al circuito RC constituido por la membrana celular se compensaron mediante el software
del Multiclamp 700B en un 50-70%, al igual que los producidos por la micropipeta que
se compensaron de forma automatica tras la formacién del Gigasello. Los registros se
pasaron por un filtro de baja frecuencia a 2-10 kHz y los datos obtenidos se digitalizaron
a 20 kHz con un convertidor analogo — digital Digidata 1550 (Fig. 4.2.G) y se adquirieron
usando el programa pCLAMP 10 (Molecular Devices). Los datos se almacenaron en un
ordenador (TTL computer con Intel inside Core i3; Fig. 4.2.H) y posteriormente se

analizaron utilizando el software Clampfit 10.4 (Molecular Devices)
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3.2.12.C. Registros en fijacion de corriente y analisis.

Microscopio

Micromanipuladol
monitorizado

Objetivo
40X de inmersi

Micromanipulador
monitorizado _ =

Regulador
de Temperatura

Camara de
__registro
) \

£® Axon* Digidats® 1550 Low-Noise

Figura 7. Sistemas de visualizacidn, registro y almacenamiento de la seial electrofisioldgica. A.
Fotografia ilustrando los equipos necesarios para la visualizacién de las células y los accesorios de
registro para patch-clamp. B. Objetivos utilizados para el estudio y cdmara de registro. C.
Micromanipulador monitorizado. D-F. Imagenes mostrando la aproximacion del electrodo a la
superficie del soma de las neuronas seleccionadas. En la foto D = dorsal, y M = medial. G-H. Fotografias
ilustrando los equipos utilizados para el registro y almacenamiento de la sefial electrofisioldgica.
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Los parametros que se registraron y cuantificaron fueron los siguientes: capacitancia
celular, potencial de membrana de reposo, resistencia de membrana (resistencia de

entrada), y la posible reobase, y potencial de accién.

El potencial de membrana en reposo se midié como la diferencia entre los potenciales
intracelulares y extracelulares tras la extraccion del electrodo de registro de la célula. La
resistencia de entrada, a la que referimos como resistencia de membrana o
simplemente resistencia, se determind mediante la inyeccién de pulsos cuadrados de
corriente positivos y negativos (500 ms, 1 Hz; con incrementos de 5 pA; Fig. 8) y se
calculé como la pendiente de la relacidn existente entre corriente y voltaje (relacién /-
V). Cuando hubo evidencias de una rectificacién de voltaje, o sag, el valor de voltaje
usado para el calculo de la resistencia fue el valor alcanzado en el pico de voltaje. La
reobase, que se define como la minima corriente inyectada (pulso cuadrado de 100 ms,
1 Hz; incrementos de 5 pA) que genera un potencial de accién en el 50% de los casos, se

determina aplicando pulsos de corriente despolarizantes (100 ms, 1Hz, en pasos de 10

pA).

En los experimentos de fijacion de corriente, todas las células similares a neuronas
incluidas en los analisis mostraron un potencial de membrana de reposo estable de al
menos -60 mV. El electrodo se balanceé de forma periddica durante el registro para
eliminar la posible modificacién en la resistencia del electrodo. Los registros que
mostraron deterioro en alguna propiedad electrofisioldgica durante los estudios control

fueron descartados.
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Figura 8. Andlisis de los parametros electrofisiolégicos usando el software Clampfit 10.4. En esta
figura podemos observar el analisis de la resistencia de entrada de una célula similar a neurona. En
ella se observa la respuesta en voltaje a pulsos cuadrados de corriente positiva y negativa de 500 ms
de duracién. En rojo aparece representado el cero o linea base del potencial de membrana de la
neurona

3.2.13. Modelo de estrés oxidativo in vitro en las rADSC empleando hidroperdxido de

cumeno

El ensayo de estrés oxidativo inducido por hidroperéxido de cumeno (HC) in vitro se
realizé cuando las rADSC alcanzaron el 90 % de confluencia en los frascos T75 en pases
P2-P4. Se cambié el medio de los frascos (DMEM + 10% FBS) por medio sin suero con HC
a una concentracién de 10 uM, previamente utilizada en nuestro laboratorio con efectos
oxidantes con escasa reduccién de la viabilidad celular en las rADSC (Mufioz et al., 2020).
La incubacion con HC duré 1 h en el incubador a 372C y 5% CO;. Tras el tiempo de
incubacidn, se retird el medio, se lavd con PBS y se levantaron las células con Tripsina,
para su posterior recuento y cultivo para formacién de esferas a una densidad de 1*10°
células/ml en el MFE. Para el grupo control el medio de cultivo se cambid por medio sin
suero. Las muestras de las rADSCs no tratadas y tratadas con HC, se obtuvieron de las

células que se levantaron previamente al cultivo de formacién de esferas.
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3.2.14. Aislamiento y cuantificacion de proteinas

La extraccion de proteinas se realiz tras levantar con tripsina y centrifugar las células a
300g 5 min, se retiré el sobrenadante y se lavé el pellet con PBS dos veces, centrifugando
en cada lavado. Posteriormente, se retiré el PBS y se afadié el tampdn de lisis RIPA
(150mM NacCl, 20mM TRIS Base, 1ImM EGTA, 1% NP40, 2,5mM NasP,07, ImM NazVOs,
1mM EDTA y 1% Deoxycolato sédico). Luego, se sonicaron utilizando pulsos cortos del
sonicador UP-50H a amplitud del 80 % y ciclos de 0.5 y se mantuvieron en hielo 15 min,
agitando intermitentemente con el vértex. Finalmente, se centrifugaron a 12000 g
durante 10 minutos y se recogié el sobrenadante que contiene las proteinas. Las

muestras de proteinas se congelaron a —202C hasta su uso.

La cuantificacion de las proteinas se realizé mediante el ensayo BCA (Thermo Scientific,
Logan, UT, USA). Este ensayo se basa en la reduccién de Cu?* a Cu'* por proteinas en un
medio alcalino con la deteccidon colorimétrica altamente sensible y selectiva del ién
cuproso (Cu'*) por acido Bicinconinico (BCA). La absorbancia del ensayo se determiné a
562 nm utilizando el lector de placas Microplate Reader ASYS UVM340 y se interpolé a
una recta patrén realizada con albumina sérica bovina (BSA) con una concentracién

proteica conocida.

3.2.15. Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato sédico (SDS- PAGE)-

Western Blot.

La separacion de proteinas por electroforesis se hizo empleando geles de 10 % de
acrilamida para proteinas > 40 KDa y geles del 12 % de acrilamida para proteinas < 40
KDa, en un sistema de electroforesis Mini-Protean Il (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Los

reactivos y volUmenes utilizados para los geles se muestran en la tabla 1.

El buffer de electroforesis que se utilizé estaba compuesto de 25 mM Tris/HCI, 190 mM
Glicina y 0,1% SDS. Las muestras se disolvieron en el tampdn de carga Laemmli Buffer
4x (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y B-mercaptoetanol al 5 %, y se calentaron a 95 eC
durante 5 min para desnaturalizarlas. La electroforesis se llevé a cabo con una
intensidad constante fijada de 30 mA/gel en geles de 1.5 mm.
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Tabla 1. Reactivos utilizados para la preparacién de geles para electroforesis
Gel de resolucion
Gel de empaquetamiento
Reactivos Volumen 10 ml
Volumen 10 ml
(1 gel de grosor 1,5mm)
Concentracion de
10% 12% 4%
acrilamida % (w/v)
Solucién
3,3ml 4,0 ml 1,3 ml
Acrilamida/Bis (30%)
1,5 M Tris/HCl, 0.4%
SDS, pH 8.8 Buffer 2,5 ml 2,5 ml
0,25 M Tris/HCl,
0.25% SDS, pH 6.8 2,5 ml
Buffer
SDS 10% 0,1 ml 0,2 ml 0,2 ml
APS 20 % 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 5ul 5ul 5ul
Agua 4,1 ml 3,4 ml 6,1 ml

Una vez finalizada la electroforesis se transfirieron las proteinas desde el gel a una
membrana de nitrocelulosa utilizando el sistema TransBlot Cell (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). El buffer de transferencia se preparé con 25 mM Tris/HCI, 190 mM Glicina y 20%
Metanol, y se fij6 a un voltaje constante de 60 V durante 2 h. Después de la
transferencia, se detectaron las proteinas de interés con los anticuerpos especificos,
siguiendo el siguiente protocolo:

- Tincién de las membranas con una soluciéon de Rojo Ponceau (0.2 % de Rojo
Ponceau en acido tricloroacético (TCA) al 3 %) reversible que nos indica si la
transferencia se realizé adecuadamente.

- Se lavé la membrana con agua miliQ para retirar el rojo Ponceau de la
membrana.

- Para evitar uniones inespecificas, se bloquea la membrana con leche o BSA al 5
%(dependiendo del anticuerpo utilizado) en TBS-T (20mM Tris/HCl, 500 mM NacCl

y 0,05 % de Tween 20) a temperatura ambiente 1 h en agitacion suave.
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- Incubacidn con el anticuerpo primario disuelto en la soluciéon de bloqueo toda
la noche a 42°C.

- Al dia siguiente, se hacen tres lavados en TBS-T en agitacion moderada de 10
minutos cada uno.

- Incubacion con el anticuerpo secundario conjugados con HRP correspondiente
(Dilucién 1/1000-1/5000) durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion
moderada.

- Tres lavados en TBS-T de 10 min en agitacion moderada.

- Revelar la membrana, incubdndola con la solucién con el kit Clarity Western ECL
substrate (Bio Rad, Hercules, CA, USA) y se detecta la seiial con el dispositivo de

generacion de imagenes (Amersham Imager 600).

- La densidad optica de las bandas se analizé con el software ImagelJ (NIH).

Proteinas/ Especies Peso

Dilucidn Marca
antigenos huéspedes molecular
1:1000 120 kDa Cell Signaling
1:5000 35 kDa Abnova
Abyntec
1:1000 95 kDa
Biopharma
1:5000 43 kDa Sigma-Aldrich

Ratén 1:3000 52 kDa Sigma-Aldrich

Santa Cruz
TLR4 Ratén 1:500 98 kDa Biotechnology,
Texas
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3.2.16. Induccion del modelo de hemiparkinsonismo con 6- Hidroxidopamina

Para la induccion del modelo de hemiparkinsonismo, se utilizaron los siguientes grupos:
Grupo control (N= 4), ratas lesionadas con 6-OHDA (N=3) (Grupo 6-OHDA) y ratas
lesionadas con 6-OHDA tratadas con células madres (N=3) (Grupo 6-OHDA + rADSC). Los
animales se anestesiaron con Isofluorano (IsoFlo, Abbot House, Berkshire, UK) en una
camara. Tras anestesiarlo se colocaron en un aparato estereotaxico y se trepand el
craneo para posteriormente inyectar la 6-OHDA en la substantia nigra de uno de los
hemisferios en los grupos 6-OHDA y 6-OHDA + ADSC. Para las coordenadas de la
substiantia nigra se tomé como referencia el Atlas de cerebro de Paxinos y Watson
(1986) en la posicion - 5,4 mm antero-posterior (AP), £ 1,8 mm medio-lateral (ML) y +
8,3 mm dorso-ventral (DV) respecto a bregma. Las células madres del grupo 6-OHDA
+ADSC se inyectaron en el cuerpo estriado del grupo de ratas tratadas en las
coordenadas + 6.4 mm AP, + 3 mm MLy + 0.5 mm DV. La inyeccidn se hizo con la jeringa
Hamilton Neurosyringe 700/1700 (Sigma-Aldrich, Sant Louis, MO, USA) y para reducir
los dafos causado por el procedimiento se introdujo la aguja lentamente, se mantuvo 4
min y se inyecté 1 ml de 6-OHDA con un flujo de 0.5 ml/min y 1.5 ml de la solucién de
células madres (10° células/ml) a un flujo de 0.4 ml/min. La aguja se sacé 5 min después

de la inyeccién.

3.2.17. Test de rotacion

A los grupos de ratas lesionadas con 6-OHDA y lesionadas con 6-OHDA y tratadas con
células madres se les administré D-amphetamine hemisulphate salt (Sigma-Aldrich,
Sant-Louis, MO, USA) disuelta en una solucién salina. Inicialmente se administré una
dosis de 3 mg/kg para evaluar si las ratas giraban. En el caso de que no girasen mas de
4 vueltas por minuto, las ratas se apartaron del experimento. Para el test de rotacion,
se administré 4 mg/kg a los animales, los cudles fueron previamente habituados al
entorno, y se colocaron sobre un recipiente libre de distracciones a temperatura
ambiente. Tras 5 minutos, se contaron el niUmero de giros que realizaban en un sentido
durante 5 minutos. El test de rotacién inicial se llevé a cabo una semana después de la

lesion. Los test de rotacién posteriores con las ratas que presentaron un
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comportamiento giratorio se iniciaron 45 dias después de la lesidon y se realizaron cada

15 dias durante cuatro meses.

3.2.18. Perfusion, congelacidn y cortes histolégicos.

Las ratas se anestesiaron con hidrato de cloral 6% inyectado intraperitonealmente, y se
perfundieron a través del Ventriculo izquierdo con una solucién salina (NaCl 0.9%) para
lavar el sistema circulatorio. Posteriormente se fijaron los tejidos con una solucién de
Paraformaldehido al 4 % en tampdn fosfato NaHPO4y sacarosa al 5 %. Una vez fijados
los tejidos, se secciond la cabeza de la rata, y se extrajo el cerebro con ayuda de tijeras
y pinzas. Los cerebros se dejaron durante un dia en paraformaldehido al 4 %, y se
pasaron a un gradiente de sacarosa al 10 %, 20 % y 30 %, hasta que los cerebros

precipitaban progresivamente al fondo del frasco.

Para la congelacién, se sumergieron los cerebros en Isopentano brevemente y se
congelaron a -80 2C. Para los cortes histolégicos de interés se tomé como referencia las

imagenes del Atlas de Paxinos y Watson, realizando cortes de 25 um de grosor.

3.2.19. Inmunohistoquimica de los cortes de tejido cerebral de substantia nigra

La inmunohistoquimica se realizd siguiendo los pasos del KIT IHC Detection de Abcam,

con algunos pasos adicionales.

Los portaobjetos con los cortes de tejido cerebral se calentaron en una placa calefactora
a 372 C durante 30 min y se delimitaron con una circunferencia marcada con un
rotulador hidréfobo (DAKO pen). Posteriormente, los portaobjetos colocados en un rack
se sumergieron en una cubeta con citrato sédico que a su vez se introdujo en una jarra
de plastico con agua, sin que ésta entrase en la cubeta. La jarra con la cubeta que
contenia los portas se calentd en el microondas a 500 W durante 4 min 2 veces,
cambiando el agua de la jarra y el citrato. Luego, se realizd tres lavados de 10 minutos
con PBS. Seguidamente, se bloquearon las peroxidasas enddgenas colocando los
portaobjetos en horizontal en una cdmara humeda utilizando una solucién “Hydrogen

Peroxide block” suministrada por el kit durante 10 min. Los portaobjetos se lavaron dos
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veces en PBS durante 10 min y se les anadié el “Protein Block” durante 10 min en la
camara humeda para bloquear proteinas inespecificas que puedan interactuar con el
anticuerpo primario. El anticuerpo primario utilizado fue el anti-tirosin-hidroxilasa (TH)
diluido 1/300 en PBS, con FBS al 10 % y Tritdn X-100 al 0.25 %. y OX-6. Tras afiadir la
solucién con el anticuerpo primario a los portaobjetos colocados en la cdmara humeda,

éstos se incubaron toda la noche a 42C.

Al dia siguiente, los portaobjetos se colocaron en el rack dentro de la cubeta y se lavaron
tres veces en PBS durante 10 min. A continuacién, los portaobjetos se incubaron en
camara humeda con el anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo y ratén
proporcionado por el Kit durante 30 min a Temperatura ambiente. Se lavaron tres veces
con PBS, y se afiadid la solucién “Streptavidin Peroxidase” del kit durante 10 min a
Temperatura ambiente. Seguidamente, se prepard una solucion de Diaminobencidina
(DAB), compuesta por el cromégeno (“DAB chromogen” proporcionado por el kit), y el
sustrato de la DAB (“DAB substrate” proporcionado por el kit), se mezclé con el Vortex
y se aiadid a los tejidos y se incubd entre 1-3 minutos. Se lavaron dos veces con PBS, y
se deshidrataron siguiendo la secuencia: Etanol 50%, 70 % y 90 % durante 5 min en cada
uno, Etanol 100 % 10 minutos, y Xileno 30 segundos. Para el montaje, se afiadié DPX, se
cubrieron los portaobjetos con cubreobjetos rectangulares y se dejaron secar 48 h, antes

de observarlos en el microscopio.

3.2.20. Anadlisis estereoldgico de células TH+ en substantia nigra

El recuento de células TH+ en la substantia nigra se llevd a cabo empleando el analisis
estereolégico de ambas substantias nigras por separado, al tratarse de un modelo con
diferencias unilaterales, considerandose ipsilateral el lado correspondiente a la zona de
inyeccidon de la 6-OHDA vy el contralateral como la substantia nigra opuesta. El analisis
se llevd a cabo tomando distintos cortes coronales del cerebro donde se localiza la
substantia nigra separados entre si una distancia de 6 cortes de 25 um de grosor, es
decir, 150 um, muestreando de esta forma el 20 % de la substantia nigra total. A partir
del recuento de puntos Cavalieri localizados dentro de las substantias nigras acotadas

mediante el uso de la herramienta de dibujo, el drea de dichos puntos (um?), el grosor
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de los cortes (25 um) vy la serie de cortes que separa uno de otro (6), se obtiene el
volumen total aproximado de la substantia nigra. Las células TH+ se contaron a través
de frames de 15000 pm? dispuestos al azar. La relacién entre las células TH+ respecto al
volumen en mm3 se calculd en base al volumen de substantia nigra y las células TH+

previamente calculados.

3.2.21. Recuento de microglia activa en la substantia nigra

La microglia activa presente en los cortes de cada grupo animal (Control, 6-OHDA y 6-
OHDA+rADSC) después de 10 dias fue inmunomarcada mediante la técnica
inmunohistoquimica ya descrita, con el anticuerpo anti-OX-6 que reconoce el complejo
de histocompatibilidad Il presente en la microglia activada (De Pablos et al., 2013). Para
el recuento de microglia se uso el software Analisis Imaging (Soft Imaging System GMBH,
MUNSTER, Alemania) acoplado a una cdmara Polaroid DMC (Polaroid, Cambridge, MA)
incorporada a un microscopio optico Leika (Leika Mikroscopie, Wetzlar, Alemania). A
cada hemisferio de cada corte, se le atribuyeron 5 regiones aleatorias con una dimension
de 1000 um? (40 x 25 um) y se procedio al recuento de las células OX-6 positivas bajo el

objetivo de 40X.

3.2.22. Analisis estadistico

Las graficas se muestran como la media + error estandar. Para los analisis estadisticos
se utilizd el programa GraphPadPrism Version 5.03 (Graph Pad Software). La evaluacion
estadistica se realizé6 mediante varios test estadisticos, empleando el test de ANOVA-de
dos vias, seguido por el test de Tukey para comparar diferentes grupos de datos, y el
test de Dunnet para comparar diferentes grupos de datos con un grupo control. El test
t de student se aplicd para comparar grupos no pareados. Se considerd significativo un

valor de p< 0.05.
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4.1. CARACTERIZACION DE LAS CELULAS MADRE DERIVADAS DEL TEJIDO ADIPOSO.
4.1.1. Obtencion de rADSC

El aislamiento y expansién de las células madre derivadas del tejido adiposo es crucial
para obtener una poblacion celular homogénea y acorde a los criterios establecidos por
la ISCT (Dominici et al., 2006). Existen diferentes métodos para el aislamiento de células
madre siendo comun la practica de cultivar las células derivadas de la fraccion vascular
estromal (FVE) (Freitas et al., 2014). En nuestro caso, tras 2-4 dias de cultivo de la FVE,
solo se mantuvieron las células adheridas a la superficie del frasco de cultivo de 75 cm?,

desechando aquellas que permanecian flotando.

Pruebas de citometria previas realizadas por nuestro grupo de investigacion,
demostraron que la separacién magnética utilizando el anticuerpo CD90.1 es eficaz para
el aislamiento de las células madre derivadas del tejido adiposo, mostrando en la
citometria marcadores positivos para CD90 y CD29, y marcadores negativos para CD11b,
CDA45 y CD34, (Muiioz et al., 2018). Por tanto, las células adheridas se pasaron a través
de la columna para hacer separacion magnética y aislar las células madre
mesenquimales (Fig. 9). Al observar al microscopio de fase invertida las células
cultivadas, éstas muestran poblaciones de células adheridas al plastico con diferentes
morfologias, abundando células fusiformes y otras células de mayor tamafio con una
morfologia mds aplanada (indicadas con flechas negras continuas y discontinuas,
respectivamente (Fig. 9 A y B). Las células flotantes no adheridas, presentan una
morfologia circular con cierta refringencia a la luz (indicadas con flechas blancas, Fig. 9

Ay B).
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Figura 9. Morfologia de las rADSCs en cultivos de la FVE de primer pase (P1). Las fotografias A) y B)
fueron tomadas en un microscopio de fase invertida con un objetivo 10x. Las flechas negras sefialan
células adheridas al plastico, las continuas las de morfologia fusiforme y las negras discontinuas
sefialan células aplanadas. Las flechas blancas continuas sefalan células adheridas pequefias y
redondeadas, y las flechas blancas discontinuas sefalan células flotantes. La barra de escala equivale
a 100 pm.

Las poblaciones de estas células adherentes son las que se utilizaron en los
experimentos in vitro e in vivo, y que se denominaron como células madre derivadas de

tejido adiposo de rata (rADSC).

4.1.2. Capacidad de diferenciacion multipotente de las rADSC

Otro de los criterios establecidos para la consideracion de células madre mesenquimales
es su capacidad para diferenciarse al menos a adipocitos, condrocitos y/o osteoblastos.
Tras llevar a cabo los protocolos de diferenciaciéon a adipocitos y osteoblastos de la
poblacion celular adherida al plastico, se observaron vesiculas lipidicas citoplasmaticas
caracteristicas de adipocitos (Fig. 10.A) que fueron tefiidas con Oil-Red-O (Fig. 10.B), y
la tincidn de color azul purpureo por acciéon de la fosfatasa alcalina de osteoblastos

derivados de las rADSC (Fig. 10.C)
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Figura 10. Pruebas de multipotencialidad de las células madre derivadas del tejido adiposo. A)
células con vesiculas lipidicas citoplasmaticas caracteristicas de adipocitos. B) Vesiculas lipidicas
tefiidas de rojo con el reactivo Oil-Red-0. C) Células tefiidas con el reactivo BCIP/NBT que dan color
azul-purpureo a osteoblastos. Imagenes tomadas en microscopio de fase invertida con el objetivo 10x.
Barra de escala: 100 um.

Teniendo en cuenta la eficacia de la citometria en estudios previos y las capacidades de
adhesion al plastico y de diferenciacion multipotencial a adipocitos y osteoblastos, se
consideran que las células obtenidas son células madre mesenquimales derivadas del

tejido adiposo o rADSC.

4.2. IMPLICACION DEL TLR4 EN EL PAPEL INMUNOMODULADOR DE LAS rADSC

En base a un modelo neuroinflamatorio in vivo en ratas realizados previamente en
nuestro grupo de investigacion, se observé un efecto neuroprotector de las rADSC en la
substantia nigra disminuyendo la activacién microglial y previniendo la degeneracion de

las neuronas dopaminérgicas (Mufioz et al.,, 2019). En base a estos resultados, se
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propuso la hipdtesis de que parte de este efecto se podria deber a la posible interaccién

directa entre el LPS y las rADSC a través de su receptor TLR4.

4.2.1. Capacidad de captacidon del lipopolisacarido por las rADSC.

Para estudiar la captacién del LPS por las rADSC, se llevaron a cabo distintos ensayos en
cultivos de rADSC empleando el LPS conjugado con moléculas fluorescentes FITC,
optimizando distintas variables de los ensayos como la concentracion del LPS, el tiempo
de incubacién y el nimero de células empleadas en el estudio, y descartar el posible

efecto de adhesidn de LPS al plastico.

En primer lugar, en el ensayo realizado con diferentes concentraciones de LPS-FITCy 1
h de incubacidn con 10.000 células demostré que hay diferencia significativa tras el
analisis de varianzas empleando el test de Dunnet y comparar las distintas
concentraciones de LPS-FITC con los valores control (LPS-FITC O ng/ml). El porcentaje
de fluorescencia unida a las rADSCs con 1000 ng/ml de LPS-FITC demostré una diferencia
significativa (p<0.01) tras la captacién del 12.33 % de fluorescencia (Fig. 11). A
concentraciones de 250 y 500 ng/ml no se obtuvieron diferencias significativas, pero se
aprecia un incremento en la fluorescencia captada por las rADSC. En este sentido, en los
siguientes experimentos se opté por utilizar las concentraciones mas altas de LPS-FITC y

aumentar el numero de células y el tiempo de exposicién.
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Figura 11. Porcentaje de LPS-FITC unido a rADSCs en funcion de la concentracidn del ligando. Para
el experimento se utilizaron 10.000 células. El tratamiento con LPS-FITC durd 1 h. Los grupos no
muestran diferencia estadistica entre ellos (p < 0,05). N=3 para 10, 250 y 500, 100 y 1.000 ng/ml. Test
de Dunnet, comparando los distintos grupos respecto a la condicion LPS 0 ng/ml (p<0.001).

En segundo lugar, se realizé un ensayo de unién de fluorescencia con 1.000 ng/ml de
LPS-FITC y 10.000 células/pocillo variando la duracién del tratamiento (Fig. 12). En estos
experimentos se observd diferencias significativas en el porcentaje de LPS-FITC que se
une a las células para los distintos tiempos ensayados tras el ANOVA vy las multiples
comparaciones entre los distintos grupos utilizando el test de Tukey. Las células tratadas
1 y 6h presentaron diferencias significativas con las células tratadas 24h, habiendo un
3.9 % mayor de fluorescencia (1.33 veces) a 1h y un 5.32 % de fluorescencia mayor a 6h
(1.44 veces) (p<0.05). Consecuentemente, para los siguientes experimentos se decidid
usar una hora de incubacion, que ademas es el tiempo que mas se encuentra en la

literatura cientifica para activar al TLR4 de las rADSC.
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Diferentes tiempos de incubacion
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Figura 12. Porcentaje de LPS-FITC unido a rADSCs en funcion del tiempo de incubacidn. Las células
se incubaron durante 1 (N=3), 6 (N=3) y 24 h (N=3). Para el ensayo se utilizaron 10.000 células y una
concentracion de LPS-FITC de 1.000 ng/ml. Los grupos de 1y 6 h muestran diferencia significativa con
el grupo de 24h. ANOVA (*p<0.05, **p<0.01).

En tercer lugar, el ensayo incubando 1 h con las concentraciones mas altas de LPS-FITC,
500y 1.000 ng/ml, y diferente nimero de células, demostrd diferencias significativas a
la mayor concentracion de LPS-FITC (1000 ng/ml) con la mayor densidad celular (15.000
células/pocillo). Se realizé6 un ANOVA de 2 vias, utilizando el test de Tukey para comparar
los distintos grupos, y se confirma la diferencia en el porcentaje de fluorescencia con el
incremento del nimero de células, como se puede observar en la Figura 13, donde a una
concentracién de 1000 ng/ml de LPS-FITC, el grupo de 15000 células por pocillo presenta
un aumento de 5.34 % (4 veces) respecto al grupo de 5000 células (p<0.05).

En la grafica se aprecia el incremento de la media en la fluorescencia en relacion al
incremento del nimero de células para las concentraciones 500 y 1000 ng/ml de LPS-

FITC.
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Figura 13. Porcentaje de unién de LPS-FITC a rADSCs respecto al control (LPS 0 ng/ml) frente al
numero de células. Los datos se han obtenido agrupando los porcentajes de fluorescencia de 500 y
1.000 ng/ml para las distintas cantidades de células. Los grupos muestran diferencias significativas
dependiendo del nimero de células. ANOVA de dos vias (*p < 0,05). N=3 para todos los grupos.

Con estos resultados, se deduce que concentraciones de 1000 ng/ml de LPS con un
tiempo de incubacidn de 1h, causa un incremento en la capacidad de unién de LPS a las

rADSC, correlacionado con el nimero de rADSC presentes.

4.2.2. Expresion de receptor TLR4 en las rADSC.

A raiz de los resultados obtenidos en la interaccidn entre LPS y las rADSCs, se estudio el
papel de TLR4 en dicha interaccidn, ya que este receptor es uno de los principales
receptores de LPS, e interviene en la activaciéon de NFkPB y la posterior transcripcion de
citoquinas proinflamatorias, y por lo tanto en la generacién del fenotipo pro-

inflamatorio de las MSC (Xiaosong Chen et al., 2016; Waterman et al., 2010).

Para determinar la expresién de TLR4 tras la estimulacién con LPS, se llevaron a cabo
cuantificaciones de la expresion proteica mediante analisis de Western blots y de
inmunofluorescencia de las rADSC tratadas con LPS a concentraciones comprendidas

entre 0y 100 ng/ml y tiempos de incubacion de 6y 24h.
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Los resultados obtenidos en el western blot muestran diferencias en la expresion de
TLR4 en funcién de la concentracion de LPS utilizada en el tratamiento a distintos
tiempos. Asi, en la cuantificaciéon de la densidad dptica de las bandas se observa un
incremento de TLR4 con el aumento de la concentracion de LPS, siendo
significativamente mayor, mds de dos veces respecto al control, a una concentracién de

100 ng/ml de LPS a las 24h (Fig. 14).
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Figura 14. Analisis de la densidad éptica relativa de TLR4 respecto a LPS 0 ng/ml. A) y B) Bandas de
TLR4 (98 KDa) y B-Actina (42 KDa). C) y D) Gréficas del porcentaje de densidad dptica relativa al grupo
LPS 0 ng/ml. Se observa diferencia significativa con LPS 100 ng/ml a 24 h. ANOVA (* p<0.05).

De la misma manera, el andlisis de la inmunofluorescencia mostré un aumento de la
sefial conforme se incrementd la concentracion de LPS. Tras el analisis de cuantificacidon
de la fluorescencia en imagenes tomadas al azar el aumento fue significativo a la

concentracion de 100 ng/ml, tanto a 6 como a 24 h de incubacién con LPS (Fig. 15).

A)
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Figura 15. Inmunofluorescencia de TLR4 en las rADSC. A). Las células tratadas durante 6 y 24 h a
diferentes concentraciones de LPS (0, 10, 50 y 100 ng/ml). B). Cuantificacién de la fluorescencia de
TLR4 en rADSC en las distintas condiciones a 6h y C) 24h. La fluorescencia de TLR4 a una concentracion
de 100 ng/ml presenta diferencias significativas respecto al control tanto a 6h como a 24h de
tratamiento (p< 0.001, indicado con ****), CTCF: Fluorescencia celular total corregida. Los datos se
obtuvieron de 4 imagenes al azar por condicion obtenidas con un objetivo de 20x.

Estos resultados nos indican que las rADSC responden a la exposicion con LPS
aumentando la expresién de TLR4. Este hecho podria explicar la implicacién de TLR4 en

la respuesta inmonomodualdora de las rADSC.
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4.3. CAPACIDAD DE DIFERENCIACION DE rADSC A CELULAS MADRE NEURONALES Y
CELULAS SIMILARES A NEURONAS

A pesar de que el mecanismo molecular que subyace en la diferenciacion de las rADSCs
a neuronas no esta bien establecido, se ha propuesto un modelo basado en similitudes
moleculares entre la diferenciacién neuronal de rADSCy la neurogénesis adulta. Por ello
se han utilizado marcadores caracteristicos de cada estadio de la diferenciacion
neuronal, tales como la Nestina, que es un reconocido marcador de proteinas de
filamento intermedio de células madre neurales (NSC) presentes en el desarrollo y en
sistema nervioso central adulto (Suzuki et al., 2010), y la proteina asociada al
microtubulo MAP2ab (H. T. Zhang et al., 2012) que interactua con la actina filamentosa

de neuronas adultas maduras.

Desde un punto de vista morfoldgico, tras la observacién al microscopio en campo claro,
en la Figura 16 se ven las diferencias en la forma celular durante el proceso de
diferenciacion de las rADSCs a neuronas. Asi, las rADSC muestran caracteristicas
morfoldgicas tipicas de la poblacidon de células madre. Las neuroesferas se observan
como células redondeadas aglutinadas en diferentes tamafios y, por ultimo, las

neuronas se muestran como células con prolongaciones propias del fenotipo neuronal.

ASCs Esferas Neuronas

Figura 16: Cambios morfolégicos durante el proceso de transdiferenciaciéon. Aspecto morfoldgico de
las rADSC, las esferas o NSC y de las neuronas formadas a partir de ellas. Barra de escala: 25 um

4.3.1. Formacion e identificacion de células madre neurales o neuroesferas.

Como puede observarse en las imagenes de campo claro de la Figura 17.A, se distinguen

agrupaciones celulares de morfologia redondeada con el centro un tono mas oscuro que
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la periferia, presentando diversos didmetros, comprendidos entre 25 um vy 75 um, que

se corresponde con la morfologia tipica de las neuroesferas.

Para determinar que las rADSCs se habian transformado en neuroesferas se realizaron
los marcajes con Nestina y MAP2 mediante inmunofluorescencia. Se detectd el
marcador de célula madre neural Nestina (rojo), el cual aparecié con mayor intensidad
en las esferas respecto al control. En el centro se observa una mayor intensidad en la
sefial de fluorescencia debido a la mayor densidad de células (Fig. 17.C). Estos resultados
nos confirmaron que estas agrupaciones de células eran neuroesferas. Para corroborar
el hecho de que las células estaban en fase de inmadurez y no en un estado de
diferenciacién mas avanzado se realizé un marcaje con MAP2 que confirmd que las

células no eran neuronas maduras, ya que eran negativas para este marcador (Fig. 17.B).

A)

Q) Nestina - DAPI

Nestina + DAPI Merged

Figura 17. Inmunofluorescencia de esferas formadas a partir de células derivadas de la fraccion

estromal del tejido adiposo. A) Esferas de 7 dias en cultivo con didmetros comprendidos entre 25y
75 um. En un objetivo de 20x (Barra de escala: 25 um). B) Imagenes de microscopia confocal de
inmunofluorescencia de las esferas usando el marcador de neuronas adultas MAP2. El control se
realizé con el Anticuerpo secundario Alexa Fluor 555 (rojo). C) Imagenes de microscopia confocal de
inmunofluorescencia de las esferas usando el marcador de célula madre neural Nestina. El control se
realizé con el Anticuerpo secundario AlexaFluor 488(verde). (Barra de escala: 50 um).
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4.3.2. Formacion y deteccion de células similares a neuronas

Durante el proceso de diferenciacién a neuronas, se tomaron imdagenes en el
microscopio éptico de las células similares a neuronas (NLC) en diferentes momentos
del proceso. A los tres dias de cultivo, estas células presentan una morfologia bipolar
caracteristica, con prolongaciones cortas, sin observarse contactos visibles entre ellas
(Fig. 18. A). A los 14 dias, las NLC presentan un cuerpo mas alargado, y prolongaciones
mas extensas, siendo mas visibles las conexiones entre las células (Fig. 18. B). A los 25
dias, las NLC presentan un cuerpo mas grande y redondeado, y las conexiones entre las
células estan mas ramificadas identificdndose incluso conexiones entre células (Fig.

18.C).

Figura 18. Imagenes en microscopio Optico de las células similares a neuronas (NLC) a distintos dias
en cultivos. A) Imagen de NLC en cultivo de 3 dias. Presentan un cuerpo alargado y prolongaciones
cortas. B) Imagen de NLC en cultivo 14 dias. Las flechas indican un cuerpo mayor y las conexiones con
células vecinas. C) Imagen de NLC en cultivo 25 dias. Las flechas indican las conexiones ramificadas
con células vecinas que presentan. (Barra de escala: 25 um)

Mediante la deteccion por inmunofluorescencia con los marcadores de Nestinay MAP2
en las células similares a neuronas (NLC) originadas a partir de las neuroesferas, se pudo

observar el proceso de diferenciacién.

El marcaje con Nestina sigue siendo positivo a los 3 dias de cultivo tras la exposicion de
las neuroesferas al medio de induccién neuronal lo que nos indicd que, a pesar de tener
las células cierta morfologia neuronal, aun seguian estando en un estado inmaduro de
diferenciacién a neuronas. Este marcaje fue disminuyendo la intensidad conforme
avanzaba el tiempo de cultivo, desapareciendo practicamente a los 9 y 18 dias, lo que

nos indicé que las células estaban perdiendo el estado indiferenciado (Fig. 20).
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Nestin DAPI Merged

Neurons like cells

A
Control

B
T1 (3 days)

(
T2 (9 days)

D
T3 (18 days)

Figura 20. Expresion del marcador Nestin en NLC a distintos dias en cultivo de diferenciacion neural.
A) Control con Hoechst sin anticuerpo primario anti-Nestin. B) Expresién de Nestin en células en 3
dias en cultivo de diferenciacion a neuronas. C) Expresién de Nestin en células en 9 dias en cultivo de
diferenciacion neural. D) Expresién del marcador Nestin en células en 18 dias en cultivo de

diferenciacion neural.

El inmunomarcaje con MAP2 mostré que a los 18 dias de cultivo en medio de
diferenciacién neuronal las células dieron una sefal positiva en comparacién con el
control y con las células en cultivo de 3 y 9 dias. Este incremento progresivo del marcaje
con MAP2 con el tiempo de cultivo indica que las células empiezan a presentan
caracteristicas neuronales que se corresponden a un fenotipo de neurona madura como

se observa en la figura 21D.
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A
Control

B
T1 (3 days)

C
T2 (9 days)

D
T3 (18 days)

Figura 21. Expresion del marcador MAP2 en NLC en diferentes dias de cultivo. A) Control de las
NLC, con Hoechst y sin anticuerpo primario anti-MAP2. B) Expresion del marcador MAP2 en células
en cultivo en medio de diferenciacién durante 3 dias. C) Expresion de MAP2 en células en cultivo en
medio de diferenciacién neuronal durante 9 dias. D) Expresién de MAP2 en células en cultivo en
medio de diferenciacién neuronal durante 18 dias.

4.3.3 Caracteristicas electrofisiologicas de las células similares a neuronas derivadas

de las ADSCs

En primer lugar, se midio el potencial de reposo tanto de las rADSC indiferenciadas como
de las NLC de las dos edades. Como se puede observar en la figura 22.A el potencial de
membrana en reposo se va hiperpolarizando de forma significativa en células de 10 dias
hasta potenciales similares a los de neuronas adultas en las células de 20 dias. Respecto
a laresistencia de membrana se observa que disminuye de forma significativa en las NLC

de 20 dias hasta un valor caracteristico de neuronas maduras (Fig. 22.B).
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Figura 22. Comparacion de las propiedades electrofisioldgicas pasivas de las ADSC con las de NLC
de 10 y 20 dias. A) Potencial de membrana en reposo en las NLC a los 10 (**) y 20 dias (***) respecto
a las ADSC (N=3, p<0.05). B) Resistencia de membrana de las NLC a los 10 y 20 dias respecto a las
ADSC, (N=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Como se ha visto en el apartado anterior, la diferenciacién a células similares a neuronas
fue evolucionando con el tiempo de cultivo, presentando caracteristicas morfoldgicas
de neuronas con cuerpo redondeado y estructuras similares a axones y dendritas, como
se muestra en la figura 23.A, en la que se muestra una célula a los 10 dias de cultivo con
morfologia bipolar caracteristica de neuroblastos y otra a los 22 dias con morfologia de

neurona (NLC)con soma redondeado y varias dendritas principales (Fig 23.B).

Para determinar la actividad fisioldgica de estas células se realizaron experimentos de
electrofisiologia con la técnica de patch-clamp. Los registros electrofisiologicos
mediante patch-clamp de la célula completa que se obtuvieron muestran diferencias
entre las células de distintas edades (10 y 22 dias) en la respuesta a los pulsos de
corriente despolarizantes e hiperpolarizantes. La NLC (22 dias) presenta un sag
caracteristico de neuronas en el voltaje a corrientes hiperpolarizantes, y un pico a
corrientes positivas sin llegar a disparar un potencial de accién (Fig. 23.B). La resistencia
de membrana, representada como la recta en la grafica de potencial de membrana
frente a intensidad de la corriente, también es diferente entre los dos tipos de células,

siendo menor en la NLC de mayor edad (Fig. 23.C).
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Figura 23. Propiedades anatémicas y electrofisiologicas de las NLC. A). Imagenes tomadas en el
microscopio con contraste por infrarrojos de una célula con 10 dias de diferenciacion, y de otra célula
con 22 dias de diferenciacidon. B) Cambios en el potencial de membrana de la célula a pulsos de
corriente. La célula de 22 dias de diferenciacidn (derecha) presenta Sag a corrientes hiperpolarizantes
(sefialado con una flecha como Sag), pero no dispara potencial de accién (sefialado con una flecha
como AP). C) Representacion de las respuestas del voltaje a los pulsos de corriente administrado. La
pendiente de la recta representa la resistencia de la célula.
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Estos resultados nos indican que las células de 22 dias se encuentran en una fase mas
avanzada en la diferenciacién neuronal, aunque parece que aun no han llegado a una
maduracion completa, ya que se pudo registrar el potencial de acciéon tras una

estimulacion eléctrica, pero éste no llega a ser el tipico de neuronas maduras.

Con estos resultados, se evidencia que las rADSC pueden dar lugar a una poblacién de
células madre neuronales (NSC) o neurosferas y estas a su vez tienen capacidad de

generar células similares a neuronas.

4.4, ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO Y LA EDAD SOBRE MOLECULAS
IMPLICADAS EN RUTAS BIOQUIMICAS ASOCIADAS A LA INMUNOMODULACION,
SUPERVIVENCIA Y TRANSDIFERENCIACION DE LAS rADSC.

El objetivo de la terapia celular es reparar, reemplazar y regenerar tejidos dafiados por
procesos inflamatorios, degeneracion u otros tipos de dafios asociados a patologias o el
envejecimiento. En estas situaciones las células madre pueden encontrar un entorno
con altos niveles de estrés oxidativo, y por ello es necesario el estudio de su efecto sobre
las ADSC y los procesos en las que estan implicadas. Por ello, se llevaron a cabo
experimentos in vitro en los que se sometieron a estrés oxidativo a las rADSC usando el
hidroperéxido de cumeno (HC) como agente oxidante, para evaluar cémo estas
condiciones afectan a moléculas implicadas en propiedades de relevancia en terapia
celular como la inmunomodulacién, la longevidad o la capacidad de autorrenovacion y
de diferenciacion de las ADSCs, asi como a las neuroesferas o células madre neurales

(NSC) obtenidas tras la transdiferenciacion.

4.4.1. Efecto del estrés oxidativo sobre el receptor TLR4 de las rADSC.

Uno de nuestros objetivos fue estudiar si la expresidon de TLR4, como receptor implicado
en la respuesta pro-inflamatoria en las rADSCS, se ve afectado en condiciones de estrés
oxidativo. Para ello se cuantificdé su expresion proteica en condiciones de estrés
oxidativo tanto en las rADSC como en las neuroesferas (NSC). Como podemos apreciar
en la figura 24.B, los resultados muestran un descenso en la expresidon de TLR4 del 90.8

% en las ADSCs tratadas con HC respecto a las ADSC no tratadas. En el mismo sentido,

100



4. RESULTADOS

las NSC derivadas de ADSC tratadas con HC respecto a NSC formadas a partir de células
no tratadas, presentan una disminucidn del 54 % (Fig. 24.E). Entre las ADSC y las NSC no
resultaron diferencias significativas (Fig. 24.C). En cambio, cuando las ADSC se
diferencian en condiciones de estrés oxidativo si hay una disminucidn significativa de la

expresion de TLR4 (Fig. 24.D)
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Figura 24. Efecto del estrés oxidativo sobre la expresion del receptor TLR4 en rADSCs y neuroesferas.
A) Imagen tomada de las bandas TLR4 (98 kDa) y actina (42 kDa) como control de carga. B) Grafico de
barras donde cada valor obtenido es el porcentaje de densidad dptica y el valor de la muestra ADSC se
establece en 100%. ADSC: células madre derivadas del tejido adiposo; NSC: neuroesferas generadas
de ADSC; ADSC+HC: ADSC células tratadas con HC; NSC+HC: neurosferas generadas de ADSC tratadas
con HC *Significativo p<0.05, *** p<0.001
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En conjunto, estos resultados nos indican que el estrés oxidativo inducido por el HC
reduce el TLR4 tanto en las ADSC, como en las esferas derivadas de las ADSC tratadas
con HC. Sin embargo, en condiciones normales, durante la transdiferenciacion de ADSC

a NSC no existe una diferencia significativa en la expresion de TLR4.

4.4.2. Efecto del estrés oxidativo y la edad sobre SOX2.

SOX2 estd altamente correlacionado con la autorrenovacion de las MSCs y su capacidad
para mantener un estado multipotencial, junto a otros factores como Nanog y Oct4, en
las MSC adultas (Jaenisch & Young, 2008). Por otro lado, SOX2 promueve durante el
desarrollo embrionario el linaje neuroectodérmico, a diferencia de Nanog y Oct4, y en
las NSC adultas se encarga de mantener un estado proliferativo de las mismas (S. Zhang
& Cui, 2014).

Mediante la cuantificacion de la densidad éptica de las bandas obtenidas en las
membranas de Western blot en experimentos independientes, se observé que el estrés
oxidativo inducido por el hidroperdxido de cumeno, afecté a los niveles de SOX2,
disminuyendo considerablemente tanto en las ADSC tratadas con HC en comparacién
con las ADSC no tratadas (67.8 %) (Fig. 25.B), como en las neuroesferas derivadas de
células madre tratadas con HC respecto a las esferas no tratadas (disminuye 66.5 %) (Fig.
25.E). Este resultado nos indicaria una posible disminucién en la capacidad proliferativa

de las neuroesferas a causa del estrés oxidativo.

Por otro lado, los niveles de SOX2 son mas altos en las muestras de rADSCs que en las
neuroesferas, observandose una reduccién de este factor en un 73.36 % (Fig. 25.C), lo
gue muestra que la expresién de SOX2 se reduce en la transdiferenciacion a células
madre neurales. En condiciones de estrés oxidativo esta diferencia no se aprecia
probablemente porque los niveles de SOX2 en las ADSC tratadas con HC es muy bajo de

partida (Fig. 25.D).
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Figura 25. Efecto del estrés oxidativo sobre la expresion de SOX2 en rADSCs y neuroesferas. A)
Imagen tomada de las bandas SOX2 (35 kDa) y actina (42 kDa) como control de carga. B) Grafico de
barras donde cada valor obtenido es el porcentaje de densidad dptica y el valor de la muestra ADSC
se establece en 100%. ADSC: células madre derivadas del tejido adiposo; NSC: neuroesferas
generadas de ADSC; ADSC+HC: ADSC células tratadas con HC; NSC+ HC: neurosferas generadas de
ADSC tratadas con HC. *Significativo p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.

Por otra parte, se analizo el efecto de la edad sobre SOX2 comparando ADSC y NSC
derivadas de animales de 3 y 10 meses.

Los resultados muestran que SOX2 tiende a disminuir con la edad tanto en rADSC como
en las neuroesferas. Asi, la expresion de SOX2 en ADSC de ratas de 10 meses es 80.96%
mas baja que en las de 3 meses (Fig. 26.B). En el proceso de transdiferenciacién, se

mostraron resultados significativos respecto a los niveles de SOX2, ya que disminuyen

103



4. RESULTADOS

tanto en NSC de 3 meses como de 10 meses respecto a las ADSC (Fig.26. C y D),
resultando mayor la disminucidn en las NSC de 10 meses (82.78 %) (Fig. 26. E). Esto
sugiere que con la edad disminuyen la potencialidad y la capacidad de autorrenovacién

de las rADSC y de las neurosferas.
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Figura 26. Efecto de la edad sobre la expresion de SOX2 en rADSCs y neuroesferas. A) Imagen
tomada de las bandas SOX2 (35 kDa) y tubulina (52 kDa) como control de carga. B) Grafico de barras
donde cada valor obtenido es el porcentaje de densidad dptica y el valor de la muestra ADSC se
establece en 100%. ADSC 3M: células madre derivadas del tejido adiposo de ratas de 3 meses; NSC
3M: neuroesferas generadas de ADSC de ratas de 3 meses; ADSC 10M: ADSC de ratas de 10 meses;
NSC 10M neurosferas generadas de ADSC de ratas de 10 meses. ** Significativo p<0.01, *** p<0.001
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4.4.3 Efecto del estrés oxidativo y la edad sobre eEF2 y Sirt1.

Si el objetivo final de las rADSC es su uso clinico, su "robustez" bioquimica en términos
de reparacion debe ser dptima para que contribuyan a la reparacion de los tejidos
dafiados. Por ello, las proteinas que también se han estudiado son eEF2 y Sirt1, debido
a su relevancia en procesos bdsicos del metabolismo celular como es la sintesis proteica
o la supervivencia celular, respectivamente. Se ha estudiado el efecto del estrés

oxidativo y de la edad sobre la expresidn de estas proteinas.

Inicialmente, se estudio el efecto del estrés oxidativo in vitro en células tratadas con HC
sobre la expresion de eEF2. Los resultados muestran que los niveles de eEF2 disminuyen
en células madre sometidas a estrés oxidativo hasta un 65 % con respecto a las células
no tratadas (Fig. 27.B). En relacién con las neuroesferas derivadas de las células madre,
éstas presentan una disminucién significativa del eEF2 en un 75 % respecto a las células
madre mostrando que el proceso de transdiferenciacidon afecta los niveles de esta
proteina (Fig. 27. C). En condiciones de estrés oxidativo, se aprecia que también hay una
disminucion en la transdiferenciacion de los niveles de eEF2 en las neurosferas derivadas
de ADSC tratadas con HC, suponiendo una disminucion de 62.5 % respecto a la media

(Fig. 27.D).

La comparacidn entre las neuroesferas sometidas a estrés oxidativo con las neurosferas
no tratadas, también demostrd una reduccion significativa de un 42 % del eEF2 debido

al estrés oxidativo (Fig. 27. E).
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Figura 27. Efecto del estrés oxidativo sobre la expresion de eEF2 en rADSCs y neuroesferas. A) Imagen
tomada de las bandas eEF2 2 (95 kDa) y actina (42 kDa) como control de carga. B) Grafico de barras
donde cada valor obtenido es el porcentaje de densidad dptica y el valor de la ADSCse establece en
100%. ADSC: células madre derivadas del tejido adiposo; NSC: neuroesferas generadas de ADSC;
ADSC+HC: ADSC células tratadas con HC; NSC+HC: neurosferas generadas a partir de ADSC tratadas con
HC. *Significativo p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001

Otra proteina relevante en los mecanismos implicados en la longevidad y supervivencia
celular, incluyendo vias relacionadas con el sistema antioxidante es Sirtl. Esta actda
como deacetilasa de histonas, y participa en la activacidon de genes protectores ante el
estrés oxidativo y la senescencia (Yao & Rahman, 2012). Ademas, también participa en
el proceso de diferenciacion de las NSCs, donde Sirt1 participa como sensor del estado
metabdlico celular y regula los procesos de autorrenovacion y diferenciacién de las NSC

(Ma et al., 2014).
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Cuando se determind su expresion en las distintas condiciones experimentales los
resultados muestran que, cuando se somete a las células al tratamiento con HC

observamos que se estimula la expresidn de Sirtl un 140 % en las rADSC (Fig. 28.B).

En condiciones normales la expresidn de Sirtl no presentan cambios significativos en las
NSC en relacién con las rADSC, es decir, que durante el proceso de transdiferenciacion
de rADSC a neuroesferas la expresion de Sirtl se mantiene en los mismos niveles (Fig.
28.C). En cambio, las neuroesferas formadas a partir de células de las rADSC sometidas
a estrés oxidativo con HC, presentaron una disminucion del 52 % en su media (Fig. 28.
D). Es decir, parece que la expresion de Sirtl en NSC derivadas de ADSC tratadas con HC,
baja hasta niveles similares de expresion de las neuroesferas no sometidas a estrés
oxidativo como se puede apreciar en la Figura 28.E, en la que no se observan diferencias

significativas entre ellas.
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Figura 28. Efecto del estrés oxidativo sobre la expresion de Sirtl en rADSCs y neuroesferas. A)
Imagen tomada de las bandas Sirtl (120 kDa) y actina (42 kDa) como control de carga. B) Grafico de
barras donde cada valor obtenido es el porcentaje de densidad dptica y el valor de la muestra ADSC
se establece en 100%. ADSC: células madre derivadas del tejido adiposo; NSC: neuroesferas
generadas de ADSC; ADSC+HC: ADSC células tratadas con HC; NSC+HC: neurosferas generadas a
partir de ADSC tratadas con HC. *Significativo p<0.05

Cuando se mide la expresion de eEF2 en ADSC obtenidas de ratas de distintas edades (3
y 10 meses), también se observa una disminucién de los niveles de eEF2, tanto en las
rADSC obtenidas de ratas de 10 meses que se reduce un 67 % (Fig. 29.B) como en las

neuroesferas diferenciadas a partir de ellas en las que practicamente la expresion de
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eEF2 se reduce un 80% con respecto a los niveles de EF2 de neuroesferas de 3 meses

(Fig. 29.E).

Por otro lado, en condiciones normales los niveles de eEF2 durante la diferenciacidon no
varian (Fig. 29.C). En cambio, en ratas de 10 meses si existe una disminucidn significativa

en los niveles de eEF2 en las neurosferas formadas a partir de rADSCs (Fig. 29.D).
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Figura 29. Efecto de la edad sobre la expresion de eEF2 en rADSCs y neuroesferas. A) Imagen tomada
de las bandas eEF2 (95 kDa) y actina (42 kDa) como control de carga. B) Gréfico de barras donde cada
valor obtenido es el porcentaje de densidad dpticay el valor de la muestra ADSC se establece en 100%.
ADSC 3M: células madre derivadas del tejido adiposo de ratas de 3 meses; NSC 3M: neuroesferas
generadas a partir de ADSC de ratas de 3 meses; ADSC 10M: ADSC de ratas de 10 meses; NSC 10M
neurosferas generadas de a partir de ADSC de ratas de 10 meses. Test de student*Significativo p<0.05,
** p<0.01.
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Con respecto al efecto de la edad sobre la expresion de Sirtl, los datos muestran que no
hay cambios significativos en su expresién en rADSC de 10 meses en comparacidn con
las de 3 meses (Fig. 30.Ay B). Después de la transdiferenciacién de rADSC de 3 meses y
10 meses a neurosferas (Fig. 30.C y D) tampoco se observan diferencias significativas,
aungue si parece que hay cierta tendencia a un aumento de la expresion de Sirtl en las

neuroesferas de 10 meses (Fig. 30.E), pero tampoco fue significativa.
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Figura 30. Efecto de la edad sobre la expresion de Sirtl en rADSCs y neuroesferas. A) Imagen tomada
de las bandas Sirtl (120 kDa) y tubulina (52 kDa) como control de carga. B) Grafico de barras donde
cada valor obtenido es el porcentaje de densidad dptica y el valor de la muestra ADSC se establece en
100%. %. ADSC 3M: células madre derivadas del tejido adiposo de ratas de 3 meses; NSC 3M:
neuroesferas generadas a partir de ADSC de ratas de 3 meses; ADSC 10M: ADSC de ratas de 10 meses;
NSC 10M neurosferas generadas a partir de ADSC de ratas de 10 meses.

4.5. ESTUDIOS IN VIVO CON rADSC EN MODELO DE ENFERMEDAD DE PARKINSON EN RATA.

Los resultados mostrados hasta ahora nos dan idea de la capacidad inmunomoduladora
y de diferenciacion a neuronas in vitro de las rADSC, y también como éstas pueden verse
afectadas por estrés oxidativo o la edad, que son aspectos importantes a tener en
cuenta para llevar a cabo terapias celulares. Del mismo modo, para estudiar la capacidad

terapéutica de las rADSC es necesario el planteamiento in vivo de modelos que nos dé
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informacidén acerca de la capacidad terapéutica tras su trasplante en tejidos envejecidos
o dafados por estrés oxidativo. Para ello, se hizo un estudio de terapia celular usando
las rADSCs en un modelo de enfermedad de Parkinson basado en un dafio oxidativo
neuronal provocado con 6-OHDA en la substancia nigra. Se realizé una lesion unilateral
en la SN de las ratas con 6-OHDA a las que se les realizé seguidamente un trasplante
homodlogo de rADSC CD90+, obtenidas por marcaje y aislamiento magnético (Mufioz-
Pinto et al., 2019), en el nucleo estriado como se describe en materiales y métodos. En
estos grupos de animales se realizaron test funcionales de rotacién desde la
intervencion hasta 4 meses después de la operacidn, asi como analisis estereolégicos

para cuantificar neuronas dopaminérgicas.

4.5.1. Estudio de las funciones motoras mediante el uso del test de rotacidn.

Se realizé un estudio comportamental llamado “test de rotacidn”, para detectar desde
un punto de vista funcional el dafio y/o recuperacion que tenian los animales. En el test
se cuantificaron los giros ipsilaterales, es decir, hacia el lado donde se produjo la lesidn,
de 3 grupos de animales: Control, lesidn unilateral con 6-OHDA en SN, y lesién unilateral
con 6-OHDA en SN con rADSC en el estriado del hemisferio opuesto.

Los tests de rotacion se realizaron en los animales 10 dias después de ser operados y en
diferentes momentos hasta los 4 meses. La finalidad de este estudio es analizar el
comportamiento del animal tratado con rADSC respecto a los no tratados y ver la posible
recuperacién motora tras el implante de rADSC.

En la Figura 31 se observa que 10 dias después de la operacién las ratas lesionadas con
6-OHDA en uno de los hemisferios mostraron un incremento en el nimero de vueltas
en comparacidon con las ratas controles y apenas se ve mejoria en los animales
lesionados y tratados con las rADSC. Sin embargo, se observa una clara disminucidn del
numero de giros ipsilaterales en los animales trasplantados con rADSCs conforme pasa
el tiempo después de la operacién, llegando a ser semejante al grupo control después

de 90 dias.
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Asi, a los 10 dias tras la operacion, se observa una media de 16.6 rotaciones por minuto
(RPM) en el grupo 6-OHDA (n=3) y de 18.2 RPM en el grupo de 6-OHDA + ADSC (n=3),
suponiendo una disminucién del 49 %, mientras que, tras cuatro meses, en el Ultimo test
se registré una media de 17.2 RPM en el grupo 6-OHDA y 0.46 RPM en el grupo 6-
OHDA+ADSC, que supone una disminucion significativa en el nimero de rotaciones por

minuto de un 97.4 %.
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Figura 31. Test de rotacion realizado a distintos dias después de la operacion intracraneal en los
grupos control, 6-OHDA y 6 OHDA tratados con ADSC. Obsérvese la diferencia significativa en el
grupo 6-OHDA respecto al grupo de 6-OHDA+ADSC en el nimero de giros respecto al tiempo. (Test
de two-ways ANOVA, *Significativo p<0.05, ** p<0.01, n=3 en todos los grupos).

4.5.2. Analisis estereoldgico para cuantificacion de neuronas dopaminérgicas tras la

implantacion de rADSC.

Para realizar el andlisis estereoldgico se llevaron a cabo tinciones inmunohistoquimicas
a los 10 dias y a los 4 meses después de la operacion, y se cuantificaron el nimero de
neuronas positivas al anticuerpo TH de los grupos de roedores controles, de las ratas
modelos de PD (inyectadas con 6-OHDA) y de los roedores lesionados y sometidos a
terapia celular con ADSC (6-OHDA+rADSC).

La tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la sintesis de catecolaminas, es un
marcador de neuronas dopaminérgicas del sistema nerviosos central. Como se puede

observar en la Figura 32, en los ensayos inmunohistoquimicos realizados en los cortes
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histolégicos obtenidos 10 dias después de la operacién podemos apreciar una
disminucion en el niumero de células TH positivas totales en relacién con su lado
contralateral en las ratas lesionadas con la 6-OHDA (Fig. 32.C y D) y comparado con la
situacién control (Fig. 32 Ay B). Sin embargo, en el grupo de ratas que tras el daifo con
6-OHDA fueron tratadas con rADSC (Fig. 32.E y F), podemos observar que la pérdida
neuronal es menor.

La cuantificacion del nimero de neuronas positivas para TH nos mostré que a los 10 dias
después de la operacion un 95,52% de neuronas se vieron disminuidas en las ratas
danadas con 6-OHDA en comparacién con el control, mientras que en las ratas dafiadas
y tratadas con rADSCs la pérdida de neuronas fue menor, un 74% (Fig. 32.G). Esto indica
que en las ratas tratadas se evité la pérdida de un 21,52% de las neuronas

dopaminérgicas.
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Figura 32 Analisis estereologico del porcentaje de neuronas dopaminérgicas TH-positivas totales en
el modelo de 6-OHDA después de 10 dias. A-G. Imagenes obtenidas en microscopio éptico, tras la
realizacién de una inmunohistoquimica para TH revelada con DAB. Las imagenes A) y B) corresponden
al grupo control, C) y D) corresponden al grupo de 6-OHDA, E) y F) corresponden al grupo 6-OHDA +
rADSC. La barra de escala es de 500 um, y en la imagen aumentada es de 200 um. G: Diagrama de
barras que representa el porcentaje de células TH + frente al lado contralateral a la lesion + desviacidon
estandar de cada grupo de animales. (**p<0.01, ****p<0.0001 Test de two-ways ANOVA, n=3 de cada
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Cuando los ensayos inmunohistoquimicos se realizaron a los 4 meses se observé que los
animales lesionados seguian presentando muy pocas neuronas TH en SN (Fig. 33 Cy D),
con respecto al lado contralateral y a la situacidn control (Fig 33 Ay B). Mientras que los
animales lesionados y tratados con células madre parecian haber recuperado gran parte
de la poblacién neuronal en la SN que habia sido lesionada con la 6-OHDA (Fig. 33 Ey F),
como muestra el marcaje azul que se aplica junto con la 6-OHDA (Fig. 33 E)

La cuantificacion de neuronas TH positivas después de cuatro meses mostrd que el
grupo lesionado con 6-OHDA seguia presentando una disminucién de neuronas
dopaminérgicas de un 80 % respecto al lado contralateral. Sin embargo, en el grupo de
las ratas tratadas con 6-OHDA y rADSCs, la disminucién de neuronas, no fue significativa,
respecto al lado contralateral fue del 35%, indicdndonos que hay recuperacion del 45%

de neuronas TH+ tras tratar con rADSC (Fig. 33 G).

Estos resultados muestran un importante efecto neuroprotector de las rADSC en la
neurodegeneracion de la substantia nigra a corto y largo plazo basado en el nimero de
neuronas dopaminérgicas, siendo mas evidente esta protecciéon a los 4 meses. Ademas,
esta recuperacion del nUmero de neuronas va acompafiado de una mejora en la funcién

motora de los animales que empieza a detectarse a los 3 meses tras el tratamiento.
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Figura 33. Andlisis estereoldgico del porcentaje de neuronas dopaminérgicas TH-positivas totales
en el modelo de 6-OHDA después de 4 meses. A-G. Imagenes obtenidas en microscopio dptico, tras
la realizacién de una inmunohistoquimica para TH revelada con DAB. Las imagenes A) y B)
corresponden al grupo control, C) y D) corresponden al grupo de 6-OHDA, E) y F) corresponden al
grupo 6-OHDA + rADSC. La barra de escala es de 500 um, y en la imagen aumentada es de 200 um.
G): Diagrama de barras que representa el porcentaje de células TH + frente al lado contralateral a la
lesién + desviacidn estandar de cada grupo de animales (***p<0.001, test de two-ways ANOVA) (n=3
en cada grupo).

4.5.3. Analisis del nUmero de microglia activa tras la terapia con rADSC.

La microglia en respuesta a ciertos dafios cerebrales, ya sean estimulos inmunolégicos
o inflamatorios, sufre importantes cambios morfolégicos y metabdlicos, formando la
denominada microglia activada (Nimmenrjahn et al., 2005). Con el objetivo de estudiar
el grado de activacién de la microglia en la SN en respuesta al dafio oxidativo se
utilizaron técnicas de inmunohistoquimica contra el MHC Il, usando el anticuerpo OX- 6,
que marca exclusivamente la microglia activada.

Se realizaron pruebas inmunohistoquimicas, en las que se cuantificaron la cantidad de
microglia activada de los grupos de roedores controles, modelos de PD (6-OHDA) y de
los roedores modelo de PD tratados con rADSC (6-OHDA+rADSC) a los 10 dias después

de la operacion. La determinacién inmunohistoquimica de microglia activada con 6-OX
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nos mostrdé que en animales dafiados en SN con 6-OHDA, hay activacién microglial a los
10 dias (Fig. 34 C y D) comparada con la situaciéon control (Fig. 34 A y B), y que esa
activacion fue algo menor en animales dafiados y tratados con rADSC (Fig. 19, Ey F).

Cuando se cuantificé el numero de microglias activadas observamos que en las ratas
danadas con 6-OHDA el nimero de microglia activada fue de aproximadamente 3x veces
mayor que en los controles, y que cuando los animales se tratan con rADSC hay una
disminucion significativa del 13,58% respecto a las que solo tienen dafio con 6-OHDA

(Fig. 34 G).
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Figura 34. Determinacion del nimero de microglias activas. A-H Imagenes obtenidas en microscopio
Optico, tras la realizacién de una inmunhistoquimica para 6-OX revelada con DAB. Las imagenes A) y
B) corresponden al grupo control, C) y D) corresponden al grupo de 6-OHDA, E) y F) corresponden al
grupo 6-OHDA + rADSC. La barra de escala de color blanca es de 500 um, y la de color negro es de 200

pm. G): Diagramas de barras que representan el n2 de microglia activada /mm2 + desviacidn estandar,
frente a cada grupo de animales. ***p<0.001, ****p<0.00001 (n=3 en cada grupo)
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El estudio de las caracteristicas bioldgicas basicas de las células madre mesenquimales
derivadas de tejidos adultos es de gran importancia para conocer los beneficios
terapéuticos potenciales, especialmente prometedores para enfermedades asociadas al
envejecimiento, de gran impacto en la actualidad, como las neurodegenerativas. De
hecho, el conocimiento de su funcionamiento es fundamental para mejorar futuros
tratamientos clinicos ya que los esfuerzos hechos hasta ahora no permiten que sea

posible su aplicacidn clinica.

Las células madre mesenquimales (MSC) obtenidas de tejido adiposo (ADSC) presentan
ciertas ventajas frente a otros tipos de MSC, como son la facilidad de obtencién y su
capacidad de replicacion. Estas propiedades hacen del tejido adiposo una fuente

preferencial de células madre mesenquimales.

En el presente trabajo se han abordado dos aspectos fundamentales de las ADSC, por
un lado, la implicacion de estas células en lainmunomodulacidny, por otro, la capacidad
de transdiferenciarse a neuronas, poniendo de manifiesto que las ADSC tienen el
potencial de producir un beneficio histolégico en enfermedades neurodegenerativas,
gue mas alla del propio reemplazo neuronal también produciria cambios tisulares que

podrian limitar la progresion de la enfermedad.

5.1. CARACTERIZACION DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES DEL TEJIDO
ADIPOSO DE RATA.

El primer objetivo especifico establecido en esta tesis fue el aislamiento vy
caracterizacion de las células madre mesenquimales multipotentes derivadas del tejido
adiposo de rata adulta (rADSC), siguiendo los criterios establecidos por la ISCT. Con estas

células se llevaron a cabo los experimentos posteriores.

Las ADSC provienen de la fraccion vascular estromal (FVE), que es obtenida con facilidad
siguiendo técnicas poco invasivas y que genera una poblacién celular con una alta tasa
de multiplicacién. Estas caracteristicas principales otorgan a la poblacién de células

madre derivadas del tejido adiposo ciertas preferencias frente a otras células madre

120



5. DISCUSION Y FUTURAS PERSPECTIVAS

mesenquimales como las obtenidas de la médula ésea (BMMSC) que, aunque han sido
ampliamente estudiadas, presentan mads dificultades a la hora de ser obtenidas (Schaffer

and Biichler, 2007; Fernandes et al., 2018).

Cuando se aisla la FVE procedente del tejido adiposo obtenemos una mezcla
heterogénea de distintos tipos celulares presentes en el estroma, las cuales presentan
tres poblaciones con capacidad para generar las ADSC; una poblacién de células
progenitoras sub-endoteliales, una poblacidon de células estromales adiposas supra-
adventiciales y una poblaciéon transicional entre ambas poblaciones progenitoras
(Tallone et al., 2011). En base a la multitud de células estromales mesenquimales
multipotentes que se pueden encontrar en el tejido adiposo, es necesario seguir los
criterios establecidos por la ISCT para obtener una poblacién mas homogénea de células
madre mesenquimales (Bourin et al., 2013; Dominici et al., 2006). Por ello, en este
trabajo las células que se emplearon son aquellas con capacidad de adhesién al plastico,
multipotentes y con expresion de ciertos marcadores moleculares de superficie, que son

los criterios establecidos por la ISCT.

Para la expresién de los marcadores de superficie se tuvo en cuenta los resultados
obtenidos previamente en nuestro grupo (Mufioz et al., 2018) utilizando la técnica de
separacion inmunomagnética con anticuerpos que reconocen CD90.1, y que presentan,
tras la citometria de flujo, marcaje positivo para CD90 y CD29 (>98%) y negativo para los
marcadores hematopoyéticos CD45/CD34/CD11b (<3%). Estos marcadores se
seleccionaron teniendo en cuenta los criterios de la ISCT y los usados en otros trabajos
(Davies et al., 2015; Luo et al., 2018) consiguiendo una poblacién de ADSC mas
homogénea que con otros métodos empleados por otros investigadores como el cell
sorting con los marcadores CD90.1y CD29 (Davies et al., 2015) u otro tipo de marcadores

como CD271 (Yamamoto et al., 2007).

En relacion a la capacidad multipotente de las rADSC, en este trabajo se muestra la
capacidad de diferenciacion a adipocitos y a osteoblastos de estas células, que prueba
la eficacia multipotencial de las rADSC, sin necesidad de realizar la diferenciacion a
condroblastos como ha sido mostrado por otros grupos (Berg et al., 2015; Davies et al.,

2015; Skubis et al., 2017).
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Ademads, en experimentos previos de nuestro laboratorio (Mufioz et al., 2018) se
demostrd que un alto porcentaje de las células de la FVE se pegaban al pldstico y que

tenian capacidad multipotente, por lo que se usaron estas células procedentes de la FVE.

5.2. IMPLICACION DE TLR4 EN LA FUNCION INMUNOMODULADORA DE LAS rADSC.

En la segunda parte de la tesis, se abordé el estudio de la interaccion entre el LPS y las
rADSC, determinando los cambios en la expresion del TLR4 y su posible implicacién en

la funcidon inmunomoduladora.

En relacion a trabajos previos en nuestro grupo, se obtuvieron resultados interesantes
en un modelo inflamatorio de Parkinson tras la inyecciéon de LPS intracerebral en
substantia nigra de ratas en el que, tras el tratamiento con rADSC, no solo preservéd a la
substantia nigra de la pérdida de neuronas dopaminérgicas, sino que también redujo la
activacion de la microglia en la zona de la lesiéon (Mufioz et al., 2019). Esta respuesta
inmunomoduladora sobre la microglia observada en este modelo podria estar ligada a
la presencia del receptor TLR4 en las ADSC que reconoce especificamente al LPS. Esta
interaccion directa del LPS inyectado y los TLR4 de las rADSC podria reducir por lo tanto
el LPS disponible en la zona de inyeccidon disminuyendo su efecto sobre la activacién
glial. Aunque la expresidon de TLR4 ya se habia descrito en células madre mesenquimales
(Pevsner-Fischer et al., 2007), no se conocia la proporcién de LPS que podria ser ligado
por los receptores TLR4 en las ADSC lo que podria determinar la capacidad

inmunomoduladora de las estas células.

En el modelo inflamatorio de Parkinson, este factor es relevante ya que, en el sistema
nervioso central de la rata el TLR4, a diferencia de los humanos, solo se expresa en las
células de la microglia y no en los precursores de astrocitos ni oligodendrocitos. Por lo
tanto, la microglia seria la célula del SNC de rata con capacidad para transducir las

sefiales iniciadas por el LPS (Vaure & Liu, 2014).

En el presente trabajo, en primer lugar, se analizé |la presencia de TLR4 en las rADSC
mediante las técnicas de inmunoblot e inmunofluorescencia, mostrandose la presencia
de TLR4 en las rADSC. En este contexto hay que tener en cuenta la posible presencia de
células hematopoyéticas u otro tipo de células inmunes que pueden expresar TLR4 en
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la poblacion de rADSC (Mckernan et al., 2020). Por ello, las rADSC empleadas en los
experimentos fueron seleccionadas mediante la técnica de separacién magnética, con
el fin de disminuir al maximo el porcentaje de células de la linea hematopoyética y su
posible efecto inmune, y seguir la linea de otros estudios que respaldan los efectos
inmunes debidos a la sintesis y expresiéon de TLR4 en las propias ADSC tanto humanas

como murinas (Lombardo et al., 2008; Shirjang et al., 2017).

La gran relevancia de estos receptores reside en la modulacién del fenotipo y las
propiedades de las MSC hacia un estado pro o anti-inflamatorio (Shirjang et al., 2017).
En relacion al papel inmunosupresor, no se han reportado resultados significativos, o los
efectos son mitigados. No obstante, existen controversias en los resultados de los
distintos experimentos realizados con las MSC y su papel inmunomodulador,
obteniéndose a veces resultados contradictorios segun la preparacion y desarrollo de
los experimentos, por lo que se requiere mayor investigacion sobre el tema (Najar et al.,

2017; Shirjang et al., 2017).

Una vez determinada la presencia de TLR4 en las ADSC, se realizaron distintos ensayos
de fluorescencia para determinar la interaccion entre LPS y las rADSC. Los resultados
obtenidos demostraron que el LPS se une a las rADSC, lo que estd en concordancia con
otros resultados encontrados en la literatura cientifica (Kurte et al., 2020; Najar et al.,
2017). Asimismo, debido a la evidente ausencia de investigaciones que ensayen la
cinética de unién entre el LPS y el TLR4 en las rADSC, en este trabajo se ha valorado, en
base a las medidas de fluorescencia total, distintos factores que pueden influir en dicha

interaccidn, optimizandose distintas condiciones de experimentacion.

Hay diversos estudios que evaluan la activacion de TLR4 en las MSC y sus efectos al ser
tratadas con LPS, observdndose, por ejemplo, diferencias en base al tiempo de
exposicion. Tras 1 h de incubacién con LPS a 500 ng/ml, se induce un fenotipo MSC1 con
propiedades inmunosupresoras limitadas, mientras que 48 h de exposicidon promueve
un fenotipo MSC2 antiinflamatorio, con mayor efecto terapéutico (Kurte et al., 2020).
Otro articulo relaciona también a TLR4 en la inmunosupresion, ya que su knock out,

comprometio las capacidades inmunomoduladoras de las MSC (Lombardo et al., 2008).
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En nuestro caso, los resultados obtenidos en los experimentos nos indican que hay una
mayor concentracion de TLR4 en las rADSC a las 24h de exposicién a LPS a 100 ng/ml,
pero no a concentraciones mas bajas, sugiriendo el posible papel inmunomodulador no
solo frente a elevadas concentraciones de LPS, sino también al tiempo de exposicidon
mas prolongado. Una forma alternativa de examinar la interaccion entre LPS y TLR4 en
las ADSC, seria evaluar la expresion o activacidén de proteinas que se encuentran en la
cascada de activacién de TLR4, como las citoquinas. De este modo, un aumento en

dichas proteinas podria indicar una mayor actividad de TLR4.

Por otro lado, los ensayos centrados en la captacion por parte de las rADSC del LPS con
moléculas fluorescentes conjugadas, no nos permite concluir que el LPS se una
exclusivamente a TLR4 sin contemplar la posibilidad de que interaccione con la
membrana celular o algun otro tipo de componente. Para ello seria necesario llevar a
cabo experimentos de co-localizacién de LPS con TLR4 o el uso de antagonistas de TLR4
gue nos permitan discernir la diferencia entre la activacidon y la inhibicion de dicho
receptor en presencia de LPS y la expresion de TLR4 en relacidn con la concentraciéon de

LPS en las ADSC.

En el mismo sentido, hay que tener en cuenta otros factores que puedan influir en la
interaccion del LPS con TLR4 en los experimentos in vitro, como, por ejemplo, algunas
moléculas presentes en el suero del medio de cultivo con capacidad de unién al LPS,
como lo son la proteina de unién al LPS (LBP) y la forma secretada de CD14 (sCD14).
Estas proteinas presentes en el suero han sido relacionadas en un estudio como
mediadoras en la internalizacidon de TLR4 y la activacion de la via TBK1-IKKe—IRF3 y la
expresion del IFN-B (Hiroki Tsukamoto et al., 2018), que es una molécula implicada en

las funciones regenerativas e inmunomoduladora de las MSCs (Vigo et al., 2019).

En resumen, la activacion de los TLRs presentes en las MSC pueden tener diversos
efectos en la capacidad inmunomoduladora de las MSC sobre las células inmunes
dependiendo de varios factores, como el tipo de célula inmune presente, el tipo de TLR
y el ligando (determina la via de sefializacion que se activa), la concentracién del ligando,
el tiempo de exposicién al mismo y las caracteristicas del medio de cultivo que se emplee
en los experimentos in vitro(Shirjang et al., 2017). En la literatura en general existen

discrepancias en las propiedades inmunomoduladoras de las MSC, dependiendo de la
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fuente de obtencién de las MSC, vy los resultados obtenidos son variables en relacién al

uso de MSC de roedores, como en nuestro caso, 0 MSC humanas(Najar et al., 2017).

En conjunto, los resultados obtenidos apoyan de cierta manera el efecto observado en
el modelo inflamatorio de Parkinson con LPS del trabajo de Mufioz et al. (2019), en el
que el trasplante de rADSCs en la substantia nigra disminuyd la activacién de la microglia
probablemente mitigando el efecto del LPS debido a la unién entre éste y el TLR4

presente en las células, reduciendo asi la cantidad de LPS disponible para activarla.

5.3. DIFERENCIACION DE LAS rADSC A CELULAS MADRE NEURALES Y CELULAS
SIMILARES A NEURONAS.

En los resultados obtenidos en los experimentos de diferenciacién a neuronas, se ha
mostrado la capacidad de la poblacidn de rADSC de diferenciarse a NSC y neuronas. Este
hecho tiene gran importancia en el conocimiento de las propiedades bioldgicas de las
MSC en el ambito de las terapias celulares, ya que se han realizado numerosos ensayos
preclinicos pero no estdan muy establecidas las terapias celulares basadas en MSC para
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y neurolégicas como la
enfermedad de Parkinson, Alzheimer, Esclerosis Lateral Amiotréfica o dafios de médula
espinal entre otras(Soares et al., 2022; Staff et al., 2019), siendo necesario por lo tanto,
seguir la investigacidn acerca de las ventajas e inconvenientes de esta poblacién de

células tanto in vitro como in vivo.

En cuanto a las células madre derivadas del tejido adiposo, se han empleado tanto las
células de la FVE (Al-Kharboosh et al., 2022) como las ADSC (S.-Z. Lin et al., 2014), con
resultados prometedores en algunas terapias llevadas a cabo en humanos, situando a
las células madre del tejido adiposo como candidatas para las terapias celulares en
enfermedades del sistema nervioso en base a sus propiedades regenerativas,
inmunomoduladorasy la posible diferenciacion a células madre neurales. Por ello, como
objetivo se establecié estudiar la diferenciacion de las rADSC a células madre neurales y

neuronas in vitro.

Los resultados obtenidos por inmunofluorescencia demuestran que se da in vitro la
transdiferenciacidén de las rADSC a NSC y que a partir de éstas se formaron las células
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con fenotipo similar a neuronas. Las neuroesferas se formaron siguiendo un protocolo
de induccién con factores de crecimiento como EGF y FGF, bien establecido por otros
autores tanto en ADSC de rata como humanas (Peng et al., 2019; Xu et al., 2008) y con
el que se obtienen un nimero considerable de NSC en comparacién con otros métodos
menos efectivos como el uso de factores de transcripcion o lentivirus (Luo et al., 2018).
Las neuroesferas se detectaron por inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo de
Nestina, que es una proteina del filamento intermedio y un reconocido marcador de las
NSC, imprescindible para la autorrenovacién (D. Park et al., 2010). A partir de las
neuroesferas, se siguid un protocolo de induccidon a neuronas basado en trabajos
anteriores (Ji et al., 2015), que sigue la linea de usar factores de crecimiento como el
BDNF para inducir la diferenciacion y obtener una mayor eficacia y duracién de las

células en cultivo.

En los resultados podemos observar los cambios morfoldgicos de las células hacia un
fenotipo neuronal conforme avanzan los dias de incubacidn, aprecidndose en los
primeros dias células similares a neuroblastos que aun se marcan con nestina. Después
de 14 dias aparecen células con prolongaciones caracteristicas de neuronas como
estructuras similares a axones o dendritas. Para confirmar que se trataba de neuronas
maduras, se utilizé el anticuerpo de la proteina asociada a microtubulos MAP2,
especifica de neuronas maduras, distinguiéndose el mayor marcaje a los 18 dias de
cultivo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otros trabajos que observan
una mayor estabilidad del marcaje de MAP2 en neuronas maduras después de dos
semanas de induccién en cultivo (Anghileri et al., 2008; Darvishi et al., 2017). En este
trabajo no se especificé el tipo de neurona madura que se obtuvo en cultivo, pero en
otros trabajos si se ha mostrado la obtencion in vitro de neuronas maduras con marcajes
especificos, como neuronas colinérgicas y dopaminérgicas (H. T. Zhang et al., 2012),
GABAérgicas (Anghileri et al., 2008) o motoneuronas (Darvishi et al., 2017) a partir de

las MISC, pero no se ha conseguido evidenciar su s caracteristicas electrofisioldgicas.

Este proceso de diferenciacién a neuronas maduras in vitro es similar a la neurogénesis
adulta a partir de las NSC localizadas en la zona subgranular del giro dentado del
hipocampo. En la primera etapa de la neurogénesis adulta, las NSC expresan nestina y

GFAP, y tienen una gran capacidad proliferativa. El comienzo de la segunda etapa viene
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determinado por la disminucién de la proliferacién y el inicio de la diferenciacién
temprana, donde las células presentan nestina durante los tres primeros dias. Tras
procesos de migracion y tras estimulos neurogénicos y el establecimiento de nuevas
conexiones, las neuronas maduran y presentan marcadores postmitdticos neuronales
como NeuN o calbindina en el Bulbo Olfatorio o MAP2 en zonas corticales (Jurkowski et

al., 2020).

Un articulo de especial relevancia publicado en 2013 describié una poblacién de células
pluripotenciales denominadas como células imperecederas por estrés con capacidad de
diferenciacién multilinaje (Multilineage Differentiating Stress-Enduring, Muse), aisladas
tras someter a las células derivadas del tejido adiposo a diferentes condiciones
estresantes, como la larga exposicion a colagenasa, medio sin suero, baja temperatura
o hipoxia. Estas células pueden diferenciarse al linaje ectodérmico empleando medios
de diferenciacidon neuronal y obtener NSCs con una eficacia del 78 %(Heneidi et al.,
2013). Este método abre la posibilidad de que el tejido adiposo podria presentar células
madre con capacidad pluripotencial inducida por estrés, y obtener células que no han
seguido un proceso de transdiferenciacion a partir de células madre mesenquimales con
capacidad multipotente y corrobora la versatilidad de las células madre presentes en el

tejido adiposo como candidatas para la obtencidn de células.

Una vez establecidas las diferencias morfolégicas y la presencia de marcadores de las
células neurales derivadas de las rADSC, es esencial el estudio de las propiedades
electrofisiolégicas para determinar la funcionalidad de las células similares a neuronas
obtenidas. Para ello, se realizaron experimentos de patch-clamp con las neuronas
obtenidas a partir de las rADSC. En la literatura cientifica hay muy pocos trabajos que
registren las propiedades electrofisioldgicas de las neuronas derivadas de las ADSC

utilizando esta técnica.

Los articulos de algunos grupos de investigacion han mostrado la presencia de canales
de Na* o K* dependientes de voltaje en las neuronas derivadas de las MSC humanas
(Ullah et al., 2016), pero no muestran cambios en las propiedades pasivas, como el
potencial de membrana en reposo o la resistencia de membrana, segun el estado de
madurez de las neuronas. Otro articulo con neuronas derivadas de ADSC humanas

registraron diferencias en el potencial de membrana como respuesta a pulsos de
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corriente, obteniendo cambios en las conductancias de Na+ y K+ respecto a la
electrofisiologia de las ADSC en condiciones basales, pero no se registraron potenciales
de accion (Anghileri et al., 2008). En MSC de ratas, se han registrado neuronas derivadas
de las BMMSC, pero no tenian caracteristicas funcionales; ni presentaban canales de
Na+ o K+ ni disparaban potenciales de accion (Barnabé et al., 2009). Sin embargo, los
articulos referenciados sobre electrofisiologia en las neuronas derivadas de las MSC
datan de hace mas de 10 anos, y no hay trabajos mas actuales que empleen ADSC de

ratas para evaluar los efectos.

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo muestran cambios significativos en
propiedades electrofisiolégicas pasivas caracteristicas de neuronas como el potencial y
la resistencia de membrana, y propiedades activas como la actividad de corrientes
rectificadoras. Asi, las células similares a neuronas registradas presentan propiedades
electrofisioldgicas caracteristicas de neuronas como el cambio de potencial de
membrana en reposo, donde disminuye desde los -28.86 + 13.16 mV de las rADSC en
condiciones basales a -60.94 £ 6.75 mV en las células similares a neuronas incubadas
durante 10 dias, y a-74.74+1.58 mV en neuronas incubadas durante 20 dias. Estos datos
se diferencian del trabajo realizado por Barnabé et al. (Barnabé et al., 2009) en neuronas
derivadas de la BMMSC. Estos cambios podrian deberse a los distintos protocolos
utilizados, ya que inducen la diferenciacién neuronal mediante el uso de reactivos
guimicos directamente sobre las MSC mientras que el protocolo seguido por nuestro
grupo emplea factores de crecimiento para la transdiferenciacién a neurosferas y
posteriormente neuronas, que se ha mostrado mas efectivo en la eficacia para la
obtencién de neuronas (Luo et al., 2018). En las NLC derivadas de ADSC humanas se
obtuvieron resultados similares, registrandose un potencial de -59.75 +5.41 mV tras 30

dias en cultivo (Anghileri et al., 2008)

Otra de las propiedades de interés observada es el cambio en la resistencia de
membrana, que resulta significativo a los 20 dias de incubacidon de las neuronas
derivadas de las rADSC, alcanzando las rADSC en condiciones basales 500 MQ respecto
a las NLC que reducen la resistencia a 250 MQ. Estos datos nos indicarian la posible
presencia de corrientes de fuga o canales de potasio acordes a un mayor grado de

madurez neuronal (Carrascal et al., 2020).
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En relacion a las propiedades en respuesta a estimulos eléctricos en las ADSC humanas,
los resultados corroboran un cambio en el potencial de membrana respecto a la
intensidad de corriente inyectada debido a la actividad de canales de entrada de Na*y
canales de corrientes rectificadoras retardadas de K* voltaje-dependientes, como
demuestran tras la inhibicién especifica de dichos canales con tetradotoxina (TTX) para
corrientes de Na* o Tetraetilamonio (TEA) para las corrientes de K* rectificadoras
(Anghileri et al., 2008). Nuestros resultados indican una respuesta rectificadora o Sag a
pulsos de corrientes hiperpolarizantes en NLC de 22 dias de incubacidén, pero no se
emplearon inhibidores especificos de canales voltaje-dependientes, por lo que no se
puede afirmar la actividad de un canal en especifico, pero si se puede deducir la
presencia de actividad rectificadora voltaje-dependiente en estas células. Lo que si es
comun a los demas trabajos es la ausencia de disparo de potencial de accién de las NLC,
manteniéndose como uno de los retos por conseguir en la actualidad (Anghileri et al.,

2008; Barnabé et al., 2009; Ullah et al., 2016).

En resumen y en base a los resultados obtenidos en este apartado y la literatura
cientifica, es evidente el potencial uso de las MSCs y la transdiferenciacién a NSC con
capacidad para la diferenciacion a neuronas como estrategia en terapias celulares para
enfermedades neuroldgicas o neurodegenerativas, pero la mayoria de los estudios se
han basado en identificar a la NSC derivadas de las MSC con marcadores mediante
técnicas de inmunofluorescencia o citometria, pocos se han realizado sobre la
funcionalidad con técnicas como la electrofisiologia. En el presente trabajo se muestra
que las células similares a neuronas obtenidas a partir de las rADSC presentan
caracteristicas electrofisiolégicas de neuronas, incluso hemos podido registrar un
potencial de accién de poca amplitud y mucha duracién, lo que indica que son
funcionales activamente. Probablemente sera necesario hacer nuevos registros en

estados mas avanzados de la maduracion neuronal.

Otro punto a tener en cuenta es que, segun algunos trabajos, la poblacién de ADSC
pueden contener NSC sin necesidad de la induccion neuronal (Petersen et al., 2018) o
poblaciones celulares con cierta capacidad pluripotencial (Heneidi et al., 2013), por lo
gue seria necesario solventar el criterio sobre la seleccidén de las ADSC con capacidad de

transdiferenciacién a NSC o las células con capacidad pluripotencial en base a

129



5. DISCUSION Y FUTURAS PERSPECTIVAS

marcadores mas especificos de estos tipos celulares. También se desconoce el efecto de
la edad de las ADSC y su capacidad de transdiferenciacién, dependiendo de factores
como la edad del donante o la regidén de origen de las ADSC, siendo del mismo modo

caracteristicas que podrian influir en la heterogenicidad de las ADSC.

5.4. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO Y LA EDAD SOBRE MOLECULAS
IMPLICADAS EN RUTAS BIOQUIMICAS ASOCIADAS A LA INMUNOMODULACION,
SUPERVIVENCIA Y TRANSDIFERENCIACION DE LAS rADSC

El éxito de las terapias celulares con las MSC reside en la capacidad de adaptacién a
ambientes adversos y poder regenerar o reemplazar células en los tejidos dafados. El
estrés oxidativo es uno de los dafios enddgenos reconocidos en el proceso de
envejecimiento y esta asociado con la senescencia celular, la inflamacién persistente y
la desregulacién de metabolitos intracelulares que promueven apoptosis, el
acortamiento de los telédmeros, la inhibicion de la autofagia o disfunciones
mitocondriales (Lopez-Otin et al., 2013), y es la base de muchas enfermedades crénicas

asociadas a la edad como el Parkinson o el Alzheimer.

Tras estudiar la implicacién en la funcidon inmunomoduladora de las rADSC y su
capacidad de transdiferenciarse a NSC y posteriormente a células similares a neuronas,
se indagd en factores que pueden influir en estas funciones como la edad o el estrés
oxidativo ya que aun no se conocen como pueden afectar estos factores a estas

capacidades de las ADSC.

Debido a la pérdida de la capacidad regenerativa de las células madre con el
envejecimiento, sumada al incremento de la senescencia y apoptosis, en esta seccion se
discute como la edad y el estrés oxidativo inducido por HC puede afectar a la
transdiferenciacién a NSC y la supervivencia de las rADSC enfocdndonos en distintas
moléculas que directa o indirectamente intervienen en vias asociadas. Para ello, nos
centramos en analizar la expresién de moléculas que estdn relacionadas con varias
funciones bioldgicas de las células madre y que estan implicadas en funciones de
inmunomodulacion como TLR4, la autorrenovacién y mantenimiento del estado

multipotencial como SOX2, vias de la longevidad como eEF2 que actua en el proceso de
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sintesis de proteinas y Sirtl que estd implicada con el control de la autofagia, el

metabolismo y la supervivencia celular.

Para conocer el efecto de la edad se han utilizado ADSC de ratas jovenes (3 meses) y
mediana edad (10 meses). Los experimentos en las ratas de 10 meses nos permitieron
estudiar cambios moleculares que pueden aparecer en las rADSC de una edad no
demasiado avanzada y que por tanto pueden ser susceptibles de modular o evitar en
edades mds avanzadas con intervenciones que puedan prevenir su agravamiento. Por
otro lado, el HC como agente oxidativo, que genera un ambiente de estrés oxidativo
cuando se afiade a los cultivos celulares como se ha mostrado en trabajos previos de

nuestro grupo de investigacién (Muioz et al., 2020).
TLR4

El TLR4, es un receptor implicado en la respuesta proinflamatoria de las MSC ante un
estimulo asociado a patdgenos, y es relevante en mecanismos de importancia
terapéutica como es la capacidad inmunomoduladora, entre otros (De Filippis & Peri,

2021; Shirjang et al., 2017).

En nuestro caso, cuando las rADSC se sometieron a estrés oxidativo, disminuyd
considerablemente los niveles de TLR4. Este descenso sugiere que la capacidad
inmunomoduladora de las rADSC se podria afectar cuando se encuentran en ambiente
con dafio oxidativo. Por el contrario, en otros trabajos lo que se ha puesto de manifiesto
es la relacidn entre la activacién de TLR4 y la proteccidn frente al estrés oxidativo en las
MSC, disminuyendo la apoptosis inducida por estrés oxidativo e incrementando la
supervivencia a través del factor NFkP que interviene en la via de sefializacién de TLR4
(Wang et al., 2009). Igualmente, Chen et al. proponen un modelo de proteccién frente
al estrés oxidativo por hipoxia, donde la activacién del TLR4 liberacién de citoquinas y
ROS, por la translocacidon de NFkp al nucleo, y este mecanismo estimula el factor Nrf2 lo
gue promueve una respuesta antioxidante (Xiaosong Chen et al., 2016b). Por ello, seria

necesario investigar mas sobre los efectos del estrés oxidativo sobre el TLR4.

En la transdiferenciacion no se obtuvieron diferencias significativas en los niveles de
TLRA4. Este resultado implica que las NSC mantienen la expresién de TLR4 y por lo tanto

capacidad de respuesta ante ligandos del receptor. Algunos trabajos asocian la
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activacion del TLR4 en NSC adultas y una respuesta proinflamatoria mediante la
produccién de citoquinas (Covacu et al., 2009), o incluso en un modelo de Alzheimer en
ratones se correlaciond el descenso de la actividad de TLR4 de NSC implantadas con un
descenso en la neuroinflamacién y mejoras cognitivas, sugiriendo de cierta forma, la
capacidad inmunomoduladora de las NSC sobre la microglia y astrocitos (Q. Zhang et al.,

2016).

El estrés oxidativo inducido por HC también mostré una reduccién significativa de los
niveles de TLR4 en las NSC, lo cual es coherente con el resultado anterior ya que las NSC
se formaron a partir de rADSC sometidas a HC en las que ya estaba disminuida la
expresion de TLR4. Esto cobra importancia en situaciones patolégicas en el sistema
nervioso central en las que el estrés oxidativo se encuentra exacerbado, y podria afectar
en la expresion de TLR4, que se ha visto que, aparte de llevar a cabo una respuesta pro-
inflamatoria, intervendria en la autorrenovacion de las NSCy la homeostasis del SNC (De
Filippis & Peri, 2021; Rolls et al., 2007) y que por tanto podria limitar los beneficios

terapéuticos de las ADSC y neuroesferas formadas a partir de ellas.

SOX2

Aunque hay varios estudios sobre la diferenciacion de las ADSC a neuronas se conoce
poco sobre cdmo se afecta este proceso en situaciones adversas. Diferentes moléculas
juegan un papel activo a la hora de diferenciarse las células madre, pero SOX2 forma
parte del sistema regulatorio que promueve la autorrenovacion, el estado multipotente
potente y ralentiza la diferenciacion de las MSC adultas (Novak et al., 2020). Asi, uno de
los objetivos del trabajo fue estudiar como el efecto del estrés oxidativo y la edad
podrian afectar a la multipotencialidad de las rADSC por lo que se midié la expresion de
SOX2 en esas condiciones. Los resultados mostraron que los niveles de SOX2 disminuyen
significativamente en las rADSC tanto cuando estan expuestas a estrés oxidativo como
por la edad, lo que nos sugieren que en estas situaciones las células madre pierden en
gran medida la capacidad pluripotente. Esto podria ser responsable, en parte, de los
cambios en la capacidad de diferenciacidon observada con la edad, lo cual conduciria a
una disminucién en la funcionalidad de las células madre importante para las propuestas

de terapias regenerativas.
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Por otro lado, en algunos estudios se ha relacionado SOX2 con moléculas implicadas con
las vias de longevidad. En células madre procedentes de médula dsea se ha visto que el
descenso de SOX2 puede ser estimulado por el silenciamiento de Sirt1 (Kretsovali, 2017;
Suk Yoon et al., 2014). Pero en el presente estudio el descenso de SOX2 no ha sido
acompafado por un descenso de Sirtl. En relacidn con este aspecto se necesitarian mas

estudios para ver la relacion de ambas moléculas.

En relacion a las NSC, SOX2 se presenta como un factor que interviene en la proliferacién
y estado multipotencial de las NSC, interviniendo en estadios tempranos de la
diferenciacién neuronal y disminuyendo considerablemente su expresién en el estadio
post-mitético de la diferenciacion neuronal (Cavallaro et al., 2008; S. Zhang & Cui, 2014).
En nuestro caso, cuando determinamos la expresién de SOX2 en el proceso de
diferenciaciéon de las rADSCs a neuronas, los resultados obtenidos nos muestran que los
niveles de SOX2 bajan significativamente en las neuroesferas respecto a las rADSC. Estos
resultados nos sugieren que en el proceso de diferenciacion se pierde capacidad
pluripotente, perdiéndose en parte el fenotipo indiferenciado y probablemente
permitiendo la activacion de genes especificos para completar la diferenciacién
neuronal. En otros estudios también se ha observado este mismo comportamiento
encontrandose los niveles mas altos de SOX2 en las células madre indiferenciadas (Fong
et al.,, 2008; Kretsovali, 2017). Al contrario que en nuestros resultados, otros
investigadores han comprobado por PCR que los niveles de SOX2 se incrementan al
inducir las SVF a neuroesferas (Peng et al., 2019; Qin et al., 2015), pero estas diferencias
en resultados podrian deberse a los métodos de medida, ya que en nuestro caso se
cuantific6 la cantidad de proteinas, las cuales pueden sufrir cambios

posttranscripcionales que promoverian la degradacion de SOX2.

Lo que si parece quedar patente es que las neuroesferas formadas a partir de rADSC
tratadas con HC o las obtenidas a partir de rADSC envejecidas presentan una menor
expresion de SOX2, lo que nos indica que las neuroesferas en estas condiciones tendran

una menor capacidad para proliferar y formar nuevas neuronas.

Estos hechos pondrian de manifiesto el potencial de las rADSC y su capacidad de

autorrenovaciéon y mantenimiento del estado multipotente. Y que cuando se diferencian
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a neuroesferas esta capacidad disminuye, pero siguen manteniendo cierta potencialidad
y capacidad de autorenovacion importante para su posible uso terapéutico. Asimismo,
ambos tipos celulares y estas capacidades se afectan tanto por estrés oxidativo como
por la edad. En cualquier caso, no se puede ignorar el hecho de que las ADSC vy las
neuroesferas son células multipotentes diferentes y que existen otros factores de
transcripcién implicados en este proceso como Nanog u Oct4 (Han et al., 2014) que

podrian ser cruciales para comprender mejor el efecto de la edad y el estrés oxidativo.

eEF2

El eEF2 es un factor determinante en la homeostasis proteica, ya que esta implicado en
la etapa de elongacion de la sintesis de proteinas. Este proceso esta regulado por
diversos factores metabdlicos, fisioldgicos y fisiopatoldgicos (Arglielles et al., 2013,
2014). La sintesis de proteinas es un proceso que requiere una gran cantidad de energia,
por lo que en condiciones de estrés oxidativo o una mayor edad, el proceso se puede
reducir para dirigir la energia hacia otros procesos. Varios estudios en diferentes tejidos
han mostrado que eEF2 disminuye sus niveles durante el envejecimiento o sometido a

agentes oxidantes (Parrado et al., 2003; Arglielles et al., 2011).

A pesar de que existen muchos estudios en este sentido, son pocos los que han
estudiado como se afecta el eEF2 en las células madre y sus procesos de diferenciacion
bajo estas condiciones. Por ello, es importante investigar este aspecto y mas
concretamente cdmo se afecta el proceso de transdiferenciacion de las ADSC a

neuronas.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que en las rADSC el estrés oxidativo
inducido por HC y la edad produjo una disminucion significativa en los niveles de eEF2,
lo que nos sugiere que en estas condiciones la sintesis de proteinas esté disminuida ya
que la energia celular sea requerida para otros procesos celulares enfocados a la
supervivencia. Aunque resultados similares se han descrito en otros tipos celulares en
los que disminuye el eEF2 por estrés oxidativo (Argielles et al., 2012), otros estudios en
rADSC de distintas edades mostraron un aumento de la expresion de eEF2 con el
envejecimiento pero una disminucion en las rADSC de ratas tratadas con HC in vivo

(Munoz et al., 2020).
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Aunque se ha descrito en ratones que el eEF2 es importante en la neurogénesis adulta
(Taha et al., 2020), en el proceso de transdiferenciacion de las rADSC a NSC, nuestros
resultados mostraron que los niveles eEF2 sufrieron un descenso significativo, que se
vio agravado en ratas envejecidas. Esto sugiere que mientras las rADSC estan en estado
indiferenciado haya una mayor activacién de la sintesis de proteinas, probablemente
enfocada a mantener el “pull” de células en los tejidos mientras que cuando les llega un
estimulo para diferenciarse la energia se desvia a procesos necesarios para la

diferenciacion.

Estos cambios en la expresién de eEF2 durante la transdiferenciacidon de células madre
mesenquimales a neuronas necesitan en un futuro ser estudiados en profundidad y en
el proceso completo de diferenciacidén hasta neuronas para dilucidar la implicacién del

eEF2 en este proceso.
Sirtl

Sirtl es una molécula implicada en numerosas rutas bioquimicas importantes en el
metabolismo y la supervivencia celular, como son la autofagia, reparaciéon del ADN,

capacidad antioxidante o funcién mitocondrial.

En nuestros resultados, los niveles proteicos se elevan significativamente cuando las
rADSCs son sometidas a un ambiente oxidante, lo cual estd de acuerdo con otros
estudios en los que se ha mostrado que estas células pueden incrementar la expresién
de Sirtl en respuesta al estrés oxidativo (Li et al., 2018; Mufioz et al., 2020) y nos sugiere
gue forma parte de la activacién de mecanismos antioxidantes para aumentar la

resistencia celular al estrés oxidativo.

Sin embargo, cuando se estudié el efecto de la edad sobre la expresién de Sirtl no
pudimos apreciar diferencias significativas. En un trabajo previo de nuestro grupo de
investigacidn se reporté un descenso de Sirtl en ADSC de ratas de 24 meses de edad
(Mufoz et al., 2020), probablemente, en nuestro caso, no se ha podido llegar a observar
un ese descenso porque las rADSC procedian de ratas de 10 meses y por tanto no tan
envejecidas. Estas diferencias entre la edad y estrés oxidativo podrian ser debido a que
los efectos del estrés oxidativo agudo asociado al modelo de induccidon con HC son

diferentes al estrés oxidativo crénico asociado a la edad y a los mecanismos de
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senescencia que favorecerian la degradacién de Sirtl (Liguori et al., 2018). De hecho,
otros trabajos han reportado la disminucién de Sirtl en células de organismos mas
envejecidos, donde muchas de ellas se encuentran en estado senescente (Vono et al.,

2018).

En la transdiferenciacion de las rADSC a NSC, no hubo diferencias significativas en los
niveles de Sirt1, por lo que parece que no estd implicada en el proceso de diferenciacién
a neuroesferas, aunque hay estudios que han descrito la implicacién de Sirtl en la

modulacion de la diferenciacidon neuronal a partir de las NSC (Hisahara et al., 2008).

Por otro lado, las NSC derivadas de rADSC sometidas a estrés oxidativo si mostraron una
disminucion en la expresion de Sitrl, lo cual nos podria indicar que las NSC obtenidas a
partir de rADSC sometidas a estrés oxidativo tendrian una menor “defensa
antioxidante”, aunque serian necesarios mas estudios para dilucidar el papel de esta

molécula y su implicacién en estas funciones.

Tomando estos resultados en conjunto, se sugiere que con la edad y el estrés oxidativo
en las rADSC se reducen los niveles SOX2 y eEF2, implicadas en mecanismos de
autorrenovacion, proliferacion, mantenimiento del estado multipotencial y Ia
diferenciacién, y se incrementa los niveles de Sirtl, que actda en mecanismos de
supervivencia y proteccion frente al estrés oxidativo en condiciones in vitro. Quizas mas
enfocado a mantener el tejido que a repararlo en condiciones en las que la biologia

celular esta desafiada.

El proceso de transdiferenciacion de rADSC a NSC también produjo cambios en SOX2 y
eEF2, manifestando posibles diferencias moleculares entre ambos tipos de células

madre multipotentes y los mecanismos bioquimicos subyacentes.

En general, es necesario investigar mas los distintos parametros moleculares que
influyen en las distintas capacidades bioldgicas de las MSC y las NSC en condiciones
adversas para conocer el potencial terapéutico de estas células, y poder trasladarlo a la
clinica, especialmente a pacientes mayores, donde el envejecimiento conlleva estrés

oxidativo y procesos inflamatorios.
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5.5. ESTUDIOS IN VIVO CON rADSC EN MODELO DE ENFERMEDAD DE PARKINSON EN
RATA

La enfermedad de Parkinson es una de las enfermedades neurodegenerativas ligadas al
envejecimiento de mayor repercusion en la actualidad, y es necesario la investigaciéon
sobre las distintas alternativas para su tratamiento. En la actualidad, los pacientes con
Parkinson presentan una alta heterogeneidad en el cuadro clinico, siendo la diagnosis
de especial relevancia para comprender el estado del paciente (Lang & Espay, 2018). Los
tratamientos mas recientes estan enfocados en el uso de farmacos, como ,por ejemplo,
la inosina que esta dirigida hacia el estrés oxidativo presente en los pacientes, y otros
compuestos que implican cambios en la via de sintesis de dopamina, y poder restaurar

los niveles de esta molécula (Balestrino & Schapira, 2019; Lang & Espay, 2018).

En nuestro trabajo, empleando un modelo de Hemiparkinsonismo basado en el estrés
oxidativo, valoramos el posible efecto protector de las rADSC inyectandolas en el nucleo
estriado, con el fin de investigar los posibles efectos terapéuticos. Se obtuvieron
resultados alentadores, ya que tras la implantacién de rADSC, hubo una recuperacion
en el nimero de neuronas dopaminérgicas que se observo desde los 10 dias y hasta los

4 meses después del transplante.

En el modelo de Parkinson usado, la 6- hidroxidopamina (6-OHDA), un potente inhibidor
de la actividad de las mitocondrias, se destruyen selectivamente las neuronas
dopaminérgicas de un lado de la substantia nigra de ratas cuando se inyecta
intracranealmente por estereotaxia (Deumens et al., 2002). Asi, en nuestro modelo, la
lesion se induce directamente en la substantia nigra, produciendo una pérdida de
neuronas del 95.5 %, distinguible 10 dias después de la lesién. Sin embargo, en las ratas
lesionadas que tuvieron el implante de las rADSC en el cuerpo estriado la pérdida de
neuronas fue bastante menor, 74 %, es decir hubo una recuperacion a corto plazo (10
dias) del 21.52 %, por lo que ya desde el principio del tratamiento con rADSC se pudo
observar cierto efecto neuroprotector. Sorprendentemente, cuando se midié el nimero
de neuronas a los 4 meses después de la lesidon con la inyeccion de 6-OHDA vy el
tratamiento con las rADSC se observo que el grupo no tratado con rADSC seguia
mostrando una pérdida neuronal alta, del 80%, mientras que el grupo tratado con rADSC

tan solo presentaba una disminucion de neuronas del 35 % respecto a la situacidn
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control, lo cual supone una recuperacién del nimero de neuronas dopaminérgicas de
un 45% en 4 meses en comparacion con las ratas que no tuvieron tratamiento, lo que
nos sugiere que las rADSC aumentan su efecto neuroprotector a largo plazo. Ademas,
estos resultados histolégicos fueron acompafiados de la recuperacién de disfunciones
motoras que se midieron mediante el test de rotacidn, lo que nos confirma este efecto

beneficioso de las rADSC en la restauracion de la funciéon motora.

Los efectos de las MSC como posible terapia para el Parkinson se han estudiado en otros
trabajos con modelos animales, investigdndose distintos aspectos como la capacidad
inmunomoduladora, angiogénica, efectos quimiotacticos y la estimulaciéon de la
diferenciacién de las células residentes (Gugliandolo et al., 2017). En este sentido,
algunos trabajos han mostrado resultados beneficiosos con el mismo modelo de
Parkinson después de 6 meses del trasplante de ADSC, basandose en el incremento de
THy el BDNF, y viendo recuperaciéon en sintomas motores (Berg et al., 2015) y cognitivos
(Schwerk et al., 2015). Sin embargo, en estos articulos no se produjo una mejoria en el
numero de neuronas TH en la substantia nigra, segun los datos mostrados de la
estereologia. Estas diferencias podrian deberse a distintos factores como el origen y las
distintas regiones de implantacion de las ADSC, ya que en los trabajos de Berg y Schwerk,
se implantan ADSC humanas en la substantia nigra una semana después de la lesion con
la 6 OHDA, y podrian verse afectadas por el estrés oxidativo presente en la zona,
modificando la capacidad terapéutica de las ADSC. Esto lo diferencia de nuestro caso ya
gue las rADSC se inyectaron en nucleo estriado para que no se vieran afectadas por el
estrés oxidativo que provoca el 60HDA, estrategia que parece ser mas efectiva para

mantener la viabilidad de las rADSC inyectadas.

Otro modelo similar al nuestro se llevd a cabo con BMSC, que se inyectaron en ambos
cuerpos estriados, tras la lesion unilateral con 6 OHDA en la substantia nigra, y
observaron después de 45 dias que las MSC sobrevivieron mejor en el cuerpo estriado
asociado a la substantia nigra neurodegenerada que en el cuerpo estriado del otro
hemisferio. Ademds, también mostraron la migracion de estas células a través del
cuerpo calloso para poblar, entre otras regiones, a la substantia nigra lesionada
(Hellmann et al., 2006). Aunque en este articulo no se describe la posible recuperacién

del nimero de neuronas TH en la substantia nigra, si que explicaria un posible
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mecanismo migratorio que permite el efecto neuroprotector de las ADSC en el lugar del

dano desde el cuerpo estriado hasta SN.

Aunque el modelo de PD con 6-OHDA es un modelo centrado en la neurodegeneracién
causada por el dafio del estrés oxidativo y no por inflamacidn, nos interesé estudiar si
habia activacién de la microglia y si el implante con rADSC tenia algun efecto sobe ellas.
Nuestros resultados mostraron con este modelo de PD se produce una pequeiia
activacion de la microglia y que cuando se trata la lesion con rADSC se produce un leve
descenso significativo del 13.58 % de la microglia activa 10 dias después del implante de
las ADSC en el estriado, indicando cierta capacidad inmunomoduladora sobre la
activacion de la microglia de la substantia nigra por parte de las rADSC. En otros estudios
sobre el posible efecto inmunomodulador de las ADSC en modelos de Parkinson con 6-
OHDA los resultados indicaron la induccion de citoquinas antiinflamatorias periféricas,
recogidas del suero del animal, pero no describe el posible papel inmunomodulador
sobre la microglia (Schwerk et al., 2015). Sin embargo, este modelo no resulta el mas
adecuado para la investigacion acerca del efecto inmunomodulador de las rADSC, ya que
existen otros modelos que se centran mds en la neuroinflamacion y la fagocitosis por la
microglia, como el que emplea LPS inyectado en la SN, que provoca la muerte selectiva
de neuronas dopaminérgicas (Herrera et al., 2000; Flores-Martinez et al., 2018; M. Liu &
Bing, 2011). Por otro lado, este modelo presenta inconvenientes como la hiperactividad
motora en un modelo bilateral de LPS, que dificultaria el estudio sobre la mejora de esta
funcion (M. Liu & Bing, 2011), o la menor degeneracidon de neuronas dopaminérgicas

(Castano et al., 2002).

En resumen, las evidencias de los distintos resultados obtenidos con las MSC en modelos
in vivo de Parkinson muestran un claro efecto neuroprotector a largo plazo y cierta
capacidad inmunomoduladora de las ADSC sobre la microglia, mejorando las
capacidades motoras y cognitivas asociadas al Parkinson después de 120 dias, pero son
necesarios mas estudios acerca de los posibles mecanismos y estrategias terapéuticas

gue podrian desarrollarse con las ADSC para conocer su potencial clinico real.
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En base a los resultados obtenidos en esta tesis, las conclusiones obtenidas del estudio

sobre la funciéon inmunomoduladora, la capacidad de diferenciaciéon de las rADSC a

neuronas, el efecto que tiene el estrés oxidativo y la edad sobre estos procesos, y los

efectos terapeuticos en un modelo in vivo son:

1.

2.

Las células utilizadas cumplen las propiedades tipicas de las MSC:

a) Con capacidad de adherencia al plastico

b) Capacidad multipotente de diferenciacién a adipocitos y osteoblastos.
La interaccion de LPS con las rADSC depende del nimero de rADSC presentes, el
tiempo y la concentraciéon de LPS al que estan expuestas, siendo mayor esta
interaccidon a mas tiempo y concentraciones mas altas. El receptor implicado en
la respuesta inmunomoduladora TLR4, estd presente en la poblacién de ADSC y
sus niveles de expresion aumentan segun el tiempo de exposicion y la
concentracion de LPS, asi como del numero de ADSC presentes.
Las ADSC pueden diferenciarse in vitro a células madre neurales a través de un
proceso denominado transdiferenciacion, y de éstas a células similares a
neuronas que presentan propiedades electrofisioldgicas caracteristicas de
neuronas como el potencial de membrana y la resistencia de membrana, asi
como corrientes rectificadoras ante estimulos hiperpolarizantes, como indica la
presencia de Sag. Lo que sugiere que pueden funcionar como neuronas.
El efecto del estrés oxidativo, la transdiferenciacién y la edad produjo cambios
en moléculas implicadas en varias rutas bioquimicas de interés de las ADSC y las
NSC, como se reline a continuacion:

a) Elestrés oxidativo disminuye la expresién de TLR4, receptor implicado en
procesos de inmunomodulacién en las ADSC y en las NSC, asi como los
niveles de SOX2 y eEF2, que intervienen en vias relacionadas con Ia
proliferacién, sintesis de proteinas y mantenimiento del estado
multipotencial de las células madre. Sirtl en cambio aumenta con el
estrés oxidativo en las ADSC, que es una molécula que participa en vias
de supervivencia y defensa antioxidante, mientras que en las NSC

disminuye la expresién de Sirt1.
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b) En la transdiferenciacién in vitro de ADSC a NSC disminuyen los niveles
de SOX2 y eEF2, mientras que TLR4 y Sirtl no muestran cambios
significativos.

c) Con la edad se reduce significativamente SOX2 en las ADSC y las NSC de
10 meses respecto a las de 3 meses, al igual que hay un descenso en la
transdiferenciacion de las ADSC a NSC de 10 meses. Respecto a eEF2
disminuye significativamente tanto en las ADSC como en las NSC de 10
meses respecto a las de 3 meses. En la transdiferenciacidon no se produjo
cambios en NSC de 3 meses respecto a las ADSC, pero si en las NSC de 10
meses, mostrandose el efecto de la edad en este proceso. La expresién
de Sirtl no mostré ningun cambio significativo con edad en las ADSC ni
en las NSC, asi como tampoco en la transdiferenciacion.

5. En el modelo de Parkinsonismo inducido en ratas, se observd el efecto
neuroprotector del implante de ADSC en el cuerpo estriado tanto a un corto
plazo de 10 dias como a largo plazo (4 meses) aumentando el numero de células
TH+ en la substantia nigra y la mejora de funciones motoras de los animales a

los 4 meses.
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Figura 35. Resumen de los cambios en los niveles de proteinas de interés en los procesos de
inmunomodulacion y transdiferenciacion de las ADSCs, y el efecto del estrés oxidativo y la edad. Las
ADSC tiene funcidon inmunomoduladoras en base a la respuesta provocada por la interaccion del LPS
con el TLR4 y capacidad de transdiferenciacion, por su capacidad de generar una poblacion de células
madre neurales que pueden generar células similares a neuronas. Las ADSC se ven afectadas tanto
por el efecto del estrés oxidativo como la edad, como muestran los cambios en proteinas que
participan en procesos de importancia bioldégica como la autorrenovacidn y mantenimiento del estado
multipotente a través del factor SOX2, la elongacién de las proteinas con el eEF2, la proteccidon
antioxidante e incremento de la longevidad mediante la regulacién de Sirtl, y la capacidad de detectar
estimulos nocivos extracelulares a través del TLR4 para llevar a cabo una respuesta
inmunomoduladora. Figura realizada en Biorender.com
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