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RESUMEN Y ABSTRACT






RESUMEN

En las Ultimas décadas, las células madre mesenquimales o células mesenquimales
estromales (MSC) se han convertido en la piedra angular de la terapia celular, debido a sus
caracteristicas Unicas. Las MSC derivadas de membrana amnidtica humana (hAMSC) son
faciles de aislar, produciendo un gran nimero de células mediante técnicas no invasivas que
no conllevan problemas éticos. Nuestros resultados muestran las cualidades de las hAMSC
que las convierten en candidatas ideales para estudios en medicina regenerativa. Presentan
un alto potencial proliferativo y de diferenciacién, ademas de una elevada habilidad para
migrar a focos de lesién. Por otra parte, el mantenimiento de estas células en
concentraciones bajas de oxigeno /n vitro favorece significativamente el despliegue de estas

caracteristicas.

Los estudios clasicos de Ramén y Cajal pusieron de manifiesto la limitada capacidad
regenerativa de las neuronas del Sistema Nervioso Central (SNC), lo que representa un
desafio en el tratamiento de lesiones y enfermedades neurodegenerativas. Antes de la
implementacién /in vivo o los ensayos clinicos, es esencial determinar /n vitro la capacidad
neuroregenerativa de las poblaciones celulares que se utilizarian en la terapia celular.
Mediante un modelo de co-cultivos /in vitro de hAMSC y células ganglionares de retina (CGR)
de rata adulta axotomizadas, hemos demostrado la capacidad de las hAMSC para estimular
la regeneracion neuronal promoviendo el crecimiento de axones tanto en condiciones de
normoxia como de hipoxia. También hemos determinado los factores neurotréficos
expresados y secretados por las hAMSC en ambas concentraciones de oxigeno. De esta
forma hemos confirmado que la capacidad regenerativa de las hAMSC es dependiente del
contacto celular y del efecto de factores secretados al medio. Ademas, para confirmar el
éxito de nuestra aproximacion terapéutica, hemos analizado la actividad fisioldgica de las
neuronas regeneradas. Utilizando la técnica de patch clamp para estudiar las corrientes
ionicas en células vivas aisladas individuales, hemos confirmado que en nuestro modelo las

neuronas regeneradas son electrofisioldgicamente activas en ambas condiciones de cultivo.

El potencial regenerador de axones de las hAMSC ofrece una via prometedora para el
abordaje de lesiones de la retina o, en general, del SNC. Ademas, nuestros resultados abren
la posibilidad de utilizar estas células en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer y el Parkinson o en trastornos neurodegenerativos visuales. Profundizando
en el conocimiento de los mecanismos que regulan la regeneracion neuronal y aprovechando
el potencial terapéutico de las MSC y su preacondicionamiento en hipoxia, podrian
desarrollarse enfoques terapéuticos mas eficaces y personalizados para promover la

reparacion y el crecimiento de los tejidos nerviosos danados.



ABSTRACT

In the last decades, mesenchymal stromal cells (MSC) have become the cornerstone of
cell therapy due to their unique characteristics. Human amniotic membrane-derived MSC
(hAMSC) are easy to isolate, yielding a large number of cells through non-invasive
techniques that pose no ethical issues. Our results highlight the qualities of hAMSC that
make them ideal candidates for regenerative medicine studies. They exhibit high
proliferative and differentiation potential, along with a significant ability to migrate to
injury sites. Maintaining these cells in low oxygen concentrations /in vitro significantly

enhances these properties.

Classical studies by Ramodn y Cajal revealed the limited regenerative capacity of neurons
in the Central Nervous System (CNS) which presents a challenge in the treatment of
injuries and neurodegenerative diseases. Before /n vivo implementation or future clinical
trials, it would be essential to determine /in vitro the neuroregenerative capacity of the
cell populations that would be used in cell therapy. Using an /n vitro co-culture model of
hAMSC and axotomized adult rat retinal ganglion cells (RGC), we demonstrated the
ability of hAMSC to stimulate neuronal regeneration by promoting axonal growth under
both normoxic and hypoxic conditions. We also identified the neurotrophic factors
expressed and secreted by hAMSC under both oxygen concentrations. Thus, we
confirmed that the regenerative capacity of hAMSC is cell contact-dependent and
secreted factors-dependent. Additionally, we analyzed the physiological activity of the
regenerated neurons. Using the patch clamp technique to study ionic currents in isolated
living cells, we confirmed that in our model, the regenerated neurons are

electrophysiologically active under both culture conditions.

The axonal regenerative potential of hAMSC offers a promising avenue for addressing
retinal injuries or, more broadly, CNS injuries. Moreover, our results open the possibility
of using these cells as therapy in neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s and
Parkinson’s, as well as in visual neurodegenerative disorders. By deepening our
understanding of the mechanisms that regulate neuronal regeneration and leveraging
the therapeutic potential of MSC and their preconditioning in hypoxia, more effective and
personalized therapeutic approaches could be developed to promote the repair and

growth of damaged nervous tissues.



INDICE






INDICE

1 INTRODUCCION

1.1
1.2

1.3
1.3.1
1.3.2
1.3.3
1.34
1.3.5
1.3.6

14
1.4.1
1.4.2

1.5

1.51

1.5.2  Aplicaciones terapéuticas de las hAMSC (Caracteristicas de las hAMSC para su

1.6

1.6.1

1.6.2
1.6.3
1.6.4
1.6.5
1.6.6
1.6.7

TERAPIAS AVANZADAS: TERAPIA CELULAR
CELULAS MADRE

CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES MULTIPOTENTES
Concepto bioldgico: perspectiva histdrica y definicion
Criterios de la Sociedad Internacional de Terapia Celular y Génica
Ontogenia y origen de las MSC
Nicho y localizacién anatomica
Hipoxia
Caracteristicas de MSC para su empleo en terapia celular

LA PLACENTA HUMANA COMO FUENTE DE MSC
Estructura de la placenta humana
Células mesenquimales estromales de placenta humana

CI'ELULI,\S MESENQUIMALES ESTROMALES DE MEMBRANA
AMNIOTICA HUMANA (hAMSC)
Marcadores de expresion de hAMSC

empleo en terapia celular)

REPABACIC')N DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE
MAMIFEROS

Factores neurotrdficos potenciales para la neuroproteccion y regeneracion de

SNC

Terapia celular en patologias del Sistema Nervioso Central

Aplicacién de las hAMSC en neurorregeneracion

Sistema visual como modelo de estudio de regeneracion de SCN

La retina

Las células ganglionares de la retina

Modelo de reparacion de nervio optico

2 OBJETIVOS
3  MATERIALES Y METODOS

3.1
3.1.1
3.1.2

3.2

3.2.1
3.2.2
3.2.3

3.3

3.4
3.5

3.6

CULTIVOS CELULARES
Mantenimiento de células en cultivo
Lineas celulares

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA IN VITRO DE
CELULAS MESENQUIMALES ESTROMALES DE MEMBRANA
AMNIOTICA HUMANA

Caracterizacion fenotipica

Expresién de marcadores de superficie mediante citometria de flujo

Diferenciacion celular

EXPRESION DE MARCADORES DE PLURIPOTENCIA
MEDIANTE RT-PCR

ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR

ENSAYOS DE MOVILIDAD CELULAR IN VITRO-"HERIDA EN
PLACA”

INMUNOFLUORESCENCIA DE MARCADORES MESENQUIMALES,
EPITELIALES Y NEURALES

25
25
25

28
28
29
30
31
32
34

39
39
40

42
45

46

52

53
56
57
58
59
60
61

65
69

69
69
69

70
70
70
71

72
73

74

74



4

R N W

3.7 EVALUACION DE LA REGENERACION AXONAL 76
3.7.1 Co-cultivos directos de hAMSC y GEO con neuronas ganglionares de retina de

rata adulta 76
3.7.2  Co-cultivos indirectos de hAMSC y GEO con neuronas ganglionares de retina
de rata adulta (sistema transwell) 77
3.7.3 Evaluacién de la regeneracién axonal producida por medios condicionados 78
3.7.4 Anticuerpos blogueantes de factores neurotrdficos 78
3.7.5 Inmunodeteccion de factores neurotroficos y factor inducido por hipoxia 79
3.7.6  Cuantificacion del factor neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF), factor de
crecimiento nervioso (NGF) y neurotrofina 3 (NT-3) 80
3.7.7 Cuantificacion de la capacidad neurorregenerativa de hAMSC 81
3.8 ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES DE LOS AXONES
REGENERADOS 82
3.8.1 Deteccion de la expresion de vesiculas sinapticas maduras y canales de sodio
activados por voltaje 82
3.8.2 Electrofisiologia 83
3.9 Analisis estadistico 83
RESULTADOS 87
4.1 CARACTERIZACION DE LAS CELULAS MESENQUIMALES
ESTROMALES DE LA MEMBRANA AMNIOTICA 87
4.1.1 Caracterizacion de hAMSC como MSC 87
4.1.2 Expresion de otros marcadores epiteliales, mesenquimales, neuronales y
moléculas de adhesion 90
4.1.3 Expresion de marcadores de pluripotencia 93
4.1.4  Proliferacion celular y tiempo de duplicacion 94
4.1.5 Andlisis de la capacidad migratoria /n vitro 97
4.2 EVALUACION DE LA CAPACIDAD NEURORREGENERATIVA
DE hAMSC 98
4.2.1 Evaluacion del potencial neurorregenerador de hAMSC mediante co-cultivos
directos 99
4.3 ESTUDIO DEL MECANISMO DE NEURORREGENERACION
MEDIADA POR hAMSC 102
4.3.1 Evaluacion del potencial neurorregenerador de hAMSC mediante co-cultivos
indirectos (sistema Transwell) y medios condicionados 102
4.3.2 Expresion intracelular de factores neurotréficos por hAMSC 104
4.3.3 Secrecidn de factores neurotroficos por hAMSC 107
4.3.4 Analisis del papel de los factores neurotrdficos secretados por hAMSC en la
neurorregeneracion 110
4.4 ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DE LOS AXONES
REGENERADOS 112
4.4.1 Estudio de la maduracion de axones regenerados 112
4.4.2 Deteccion de la expresion y localizacion de canales de sodio dependientes de
voltaje 114
4.4.3 Electrofisiologia de los axones regenerados 115
DISCUSION 119
CONCLUSIONES 141
BIBLIOGRAFIA 145

ANEXOS 177



INTRODUCCION






INTRODUCCION

1 INTRODUCCION
1.1 TERAPIAS AVANZADAS: TERAPIA CELULAR

Las terapias avanzadas son aproximaciones innovadoras que emplean genes (terapia
génica), células (terapia celular) o tejidos (ingenieria de tejidos). Representan
actualmente la vanguardia de la medicina moderna, desplegando un gran potencial para
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y tratamientos personalizados de
patologias para las que no se dispone de terapias efectivas (Chancellor et al., 2023).

La terapia celular se ha consolidado como una prometedora terapia avanzada para tratar
una amplia variedad de enfermedades y lesiones cronicas, abarcando desde la medicina
regenerativa hasta la inmunoterapia y el tratamiento del cancer. Se fundamenta en la
idea revolucionaria de transferir material celular a un paciente con el objetivo de reparar,
reemplazar o regenerar la funcién de células o tejidos dafiados (Golchin & Farahany,
2019). Este material celular puede ser de origen autdlogo, alogénico, singénico o
xenogénico, y puede consistir en células madre o células diferenciadas. Las diversas
aproximaciones terapéuticas se desarrollan utilizando tratamientos unicelulares,
multicelulares o mediante vesiculas extracelulares. Ademas, la terapia puede incluir la
manipulacién celular previa o la modificacion por ingenieria genética. Por ultimo, las vias
de administracion abarcan desde aplicaciones tdpicas, inyecciones, infusiones locales o
sistémicas, hasta la posibilidad del empleo de andamiajes o plataformas biocompatibles
(El-Kadiry et al., 2021).

Actualmente, la terapia celular se centra en el empleo de células madre y sus derivados
por su capacidad Unica para autorrenovarse, diferenciarse en diversos tipos celulares y

secretar una amplia variedad de moléculas y factores troficos (Hoang et al., 2022).
1.2 CELULAS MADRE

En la actualidad, existe un relativo consenso en la definicién de célula madre, aunque
no exento de controversia. Las células madre o células troncales son células
autorrenovables, con potencial clonogénico, capaces de divisidn simétrica y asimétrica,
de origen embrionario, fetal o adulto, no especializadas y con la habilidad de
diferenciarse a todos o muchos tipos celulares (Cai et al., 2004; Zipori, 2005; Bacakova
et al., 2018; El-Kadiry et al., 2021).
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Existen en la literatura dos formas de clasificacion de las células madre. Por un lado,
teniendo en cuenta su origen o la fase del desarrollo del que proceden, podemos hablar
de células madre embrionarias, fetales o adultas. Y, por otro, atendiendo a su capacidad
de originar células especializadas, las células madre pueden ser toti, pluri, multi, oligo o
unipotentes. El aspecto que determina a cuantos tipos celulares se puede diferenciar

una célula madre se denomina potencial de diferenciacion.

Células neuronales

ECTODERMO ; /’;{'
Ul i
A Piel

v

MORULA BLASTOCITO ESC Tejido adiposo

4 MSC
j“| MESODERMO )’/dfa_’ Qe Cartilago
b AP
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% Células pancredticas
ENDODERMO g (@
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Figura 1: Clasificacion de células madre en funcion de su potencial de
diferenciacion. Representacion esquematica de los diferentes tipos de células madre en orden
decreciente de potencial de diferenciacion: células totipotentes (moérula), células pluripotentes
(células de la masa interna del blastocito e iPSC, del inglés, induced pluripotent stem cells), células
multipotentes, entre las que se encuentran MSC (del inglés, mesenchymal stromal/stem cells) y
las células diferenciadas (unipotentes). El potencial de diferenciacion disminuye progresivamente
segln avanza la especializacion celular. El riesgo de tumorogénesis y de rechazo inmunoldgico al
ser administradas a un paciente varian de manera inversa. Adaptado de Hoang et al., 2022.

El potencial de diferenciacion (figura 1) implica un proceso jerarquico continuo, en el
que la habilidad de diferenciacion y la capacidad de autorrenovacion se van reduciendo
progresivamente (Zakrzewski et al., 2019; El-Kadiry et al., 2021). Asi, comenzando con
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el estado de totipotencia (mayor grado), el potencial se va restringiendo
secuencialmente a pluripotencia, multipotencia, oligopotencia y, finalmente, a células
unipotentes, que presentan un limitado nimero de divisiones y sélo pueden originar su

propio tipo celular (Zakrzewski et al., 2019; El-Kadiry et al., 2021).

El zigoto y las células que forman el embridn pre-implantacional en los 2-3 primeros dias
tras la fecundacion o moérula (denominadas blastomeros) son las Unicas células
totipotentes que existen, ya que son capaces de originar todos los tipos celulares, tanto
embrionarios como extraembrionarios, es decir, son capaces de originar un individuo
adulto completo. Sin embargo, en sentido estricto, a los blastdmeros no se les puede

considerar células madre, ya que no poseen la capacidad de autorrenovacion.

Las células madre pluripotentes (PSC, del inglés, pluripotent stem cells) se definen como
células autorrenovables con la habilidad de diferenciarse a todas las células de las tres
lineas germinales embrionarias. Dicho de otro modo, dan lugar a todas las células de un
embrion, pero, a diferencia de las células totipotentes, no a todas las células necesarias

para el desarrollo de un embrién.

Las primeras lineas de células madre pluripotentes embrionarias humanas (hESC, del
inglés, Auman embryonic stem cells), derivadas de la masa celular interna del blastocito
pre-implantacional, fueron obtenidas en 1998 por el grupo de James Thompson
(Thomson et al., 1998). Aunque la pluripotencia ocurre de manera natural Unicamente
en las ESC (del inglés, embryonic stem cells), es posible inducir experimentalmente el
paso del estado pluripotente a células diferenciadas. Este proceso se conoce como
reprogramacion y consiste en convertir células somaticas diferenciadas en lineas iPSC
(del inglés, /induced pluripotent stem cells) capaces de originar todos los tipos celulares
de un organismo. El grupo liderado por Shinya Yamanaka generd células madre
pluripotentes artificiales de células somaticas adultas y embrionarias de raton y humanas,
mediante la expresion de los factores de transcripcion OCT3/4, Sox2, Kif4 y c-Myc
(Takahashi & Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). Desde entonces, las hiPSC (del
inglés, human induced pluripotent stem cells) han sido empleadas para el estudio de la
patogénesis de numerosas enfermedades, asi como para el desarrollo de nuevas drogas

y terapias celulares personalizadas (El-Kadiry et al., 2021; Hoang et al., 2022).
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1.3 CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES MULTIPOTENTES

El impulso que sufrié la terapia celular después del descubrimiento de las células madre
pluripotentes (hESC e hPSC) se vio frenado por los problemas éticos y técnicos derivados
del uso de estos tipos celulares. Esto condujo a la comunidad cientifica a la busqueda
de nuevas fuentes alternativas de células madre en tejidos adultos y perinatales.

Las células madre adultas o somaticas (ASC, del inglés, adult stem cells), también
llamadas células madre de tejido o células madre postnatales, son células no
diferenciadas multipotentes que se encuentran distribuidas, en un estado quiescente,
entre las células especializadas en tejidos y 6rganos del individuo desarrollado. Su
capacidad de auto-renovacién y diferenciacion es mas limitada que las PSC,
restringiéndose al linaje tisular del que proceden. Recae sobre ellas la funcién del
mantenimiento de la homeostasis tisular, el reemplazamiento de células muertas, el
crecimiento de tejido y la cicatrizacion en respuesta a dafo o enfermedad (Pessina &
Gribaldo, 2006; Choumerianou et al., 2008; Alison & Islam, 2009; Barker et al., 2010;
Clevers & Watt, 2018).

De entre las ASC, las mas estudiadas son las células madre hematopoyéticas (HSC, del
inglés, hematopoyetic stem cells) y las células madre mesenquimales/células
mesenquimales estromales multipotentes (MSC, del inglés, mesenchymal stromal/stem
cells). Las células madre multipotentes encontradas en médula ésea ocupan un lugar
destacado en cuanto a su conocimiento y aplicacidn, ya que se utilizan en clinica desde

los afos 60 (Choumerianou et al., 2008).
1.3.1 Concepto biologico: perspectiva histdrica y definicion

En 1968, el cientifico ruso Alexander Friedenstein identificé una poblacion de células en
la médula dsea de roedores y cobayas que originaban, /in vitro, colonias clonicas de
células adherentes con morfologia fibroblastica, capaces, ademas, de generar tejido 6seo
y reticular /n vivo al ser trasplantadas heterotdpicamente. Denomind a estas células
unidades fibroblasticas formadoras de colonias (CFU-F, del inglés, colony-forming unit
fibroblast) (Friedenstein et al., 1968). Mas tarde, el mismo grupo describié que estas
CFU-F originadas a partir de una Unica célula (clénicas) tenian la capacidad, ademas de
diferenciacién osteogénica, de originar tejido adiposo y condrogénico en cultivo
(Friedenstein et al., 1974). En 1999, Pittinger refiri6 la presencia en la médula dsea de
humanos de una subpoblacidn de células estromales multipotentes capaces de generar
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colonias individuales con habilidad de diferenciaciéon a las tres lineas mesenquimales
(Pittenger et al., 1999). Desde entonces, se han sucedido las publicaciones sobre el
aislamiento y cultivo de células de la fraccién estromal de multitud de tejidos de
diferentes especies con las mismas propiedades de expansion y diferenciacion in vitro a
los tres linajes mesodérmicos que las referidas por Friedenstein y Pittinger (Nombela-
Arrieta et al., 2011).

El término “célula madre mesenquimal” (MSC, del inglés, mesenchymal stem cell) fue
acufiado por primera vez por Arnold Caplan en 1991 (Caplan, 1991). A lo largo de los
anos, el acrénimo MSC ha servido para referirse a diferentes significados, como células
madre mesenquimales, células mesenquimales estromales o células estromales
multipotentes. Mientras que la nocion original de MSC se referia especificamente a las
células estromales de médula ésea (BM-MSC, del inglés, bone marrow mesenchymal
stromal cells), el sentido actual se ha extendido para incluir a células de otras
localizaciones y, de hecho, de casi todos los tejidos conectivos postnatales. Esta es la
definicion que se ha establecido y perdurado durante décadas para investigadores y
clinicos. Sin embargo, es inexacta y continlia, aun hoy, generando debate (Bianco et al.,
2008, 2010; Keating, 2012; Wakitani et al., 2023).

Con el objetivo de clarificar la terminologia existente, la Sociedad Internacional de
Terapia Celular y Génica (ISCT, del inglés, International Society for Cell & Gene Therapy)
ha definido oficialmente las MSC como células estromales mesenquimales multipotentes,
lo que sugiere que se trata de la fraccién adherente del estroma de tejidos (Horwitz
et al., 2005; Dominici et al., 2006).

1.3.2 Criterios de la Sociedad Internacional de Terapia Celular y Génica

Los criterios minimos establecidos por el Comité de Células Madre Mesenquimales y de
Tejido (Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee) de la ISCT con el objetivo de

estandarizar el aislamiento y la identificacion de MSC son (Dominici et al., 2006):

- Adherencia a superficie y morfologia fibroblastica en cultivos in vitro.

- Expresion positiva (= 95%) de los marcadores de superficie CD105, CD73 y CD90
y expresion negativa (< 2%) de los marcadores de superficie CD45, CD34, CD14
0 CD11b, CD79a 0 CD19 y HLA-II (sin estimulacion por IFNy).

- Potencial de diferenciacion in vitro a los tres linajes mesodérmicos: osteogénesis,

adipogénesis y condrogénesis.
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La expresion de estos marcadores no es homogénea, ya que varia en funcién del origen
celular, el método de aislamiento y los procedimientos de cultivo. En cualquier caso, son
validos para explicar el fenotipo de las células cultivadas /n vitroy no tienen por qué ser
representativos de las MSC /n vivo. Si estas caracteristicas son mostradas por las MSC in
vivo o, por el contrario, son un artefacto producto de la manipulacién es, hoy en dia,
una incognita por resolver (Nombela-Arrieta etal., 2011; Murray etal.,, 2014;
Fitzsimmons et al., 2018).

1.3.3 Ontogenia y origen de las MSC

El mesénquima es el tejido conectivo embrionario, formado por células derivadas de la
tercera linea germinal o mesodermo. Durante el desarrollo embrionario, estas células se
dispersan por todo el embridon dando lugar al tejido conectivo de los drganos adultos.
Este proceso de migracion y diferenciacion esta confirmado por la expresion en estos
organos de marcadores como vimentina, laminina 1, fibronectina y osteopontina, que
son caracteristicos de las células del mesodermo durante el desarrollo embrionario
(Andrzejewska et al., 2019).

En la literatura se hipotetiza un origen dual de las MSC: por un lado, un origen
mesodérmico y, por otro, un origen en la cresta neural (ectodérmico). Dado su potencial
de diferenciacion mesenquimal, parece ldgico sugerir que poblaciones de MSC deriven
de precursores mesodérmicos, como los mesenquimoangioblastos de la aorta dorsal
embrionaria (Vodyanik etal.,, 2010; Murray etal.,, 2014). En ratones, estos
mesenquimoangioblastos no expresan nestina (marcador de progenitores neurales),
proliferan intensamente y forman el esqueleto. Sin embargo, hasta el momento, no han
sido identificados ni caracterizados los precursores mesodérmicos inmediatos que dan

lugar a lineas de MSC multipotentes (Murray et al., 2014; Andrzejewska et al., 2019).

Por otro lado, trabajos sobre neuroepitelio en embriones murinos apuntan a la cresta
neural y neuroectodermo embrionarios como posible origen de las MSC. Células Sox1
positivas derivadas de neuroepitelio embrionario expresan nestina, no se dividen y en el
adulto contribuyen al nicho de las HSC (Takashima et al., 2007). Hallazgos similares se
han reportado de embriones de codornices, pollo y rata (Fitzsimmons et al., 2018;
Andrzejewska et al., 2019). Esto explicaria la capacidad de las MSC de diferenciarse a
células neurales. Estos datos parecen indicar, ademas, que estas células Sox1* son las
primeras en aparecer en el embridn, surgiendo posteriormente las derivadas del

mesodermo. En el caso de humanos, esta hipdtesis esta sustentada por experimentos
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que demuestran que hESC diferenciadas /n vitro hacia un fenotipo de células de la cresta
neural pueden originar neuronas y glia cuando se cultivan en condiciones libres de suero,
mientras que, si se cultivan en medio que contiene suero, dan lugar a células con un
fenotipo similar a MSC, capaces de diferenciarse a células mesodérmicas (Murray et al.,
2014; Fitzsimmons et al., 2018).

1.3.4 Nicho y localizacion anatomica

Desde su primera descripcion en 1999 (Pittenger et al., 1999), se han aislado MSC de la
mayoria, sino de todos, los tejidos adultos (figura 2). El hecho de que se hayan obtenido
MSC de un elevado nimero de tejidos adultos sugiere la idea de un nicho ubicuo y comun
en el organismo. Algunas evidencias apuntan a que las MSC se sitllan cerca de vasos
sanguineos y constituyen una subpoblacion de pericitos o células murales de capilares y
vénulas (Fitzsimmons et al., 2018; Murray et al., 2014). Crisan et a/., en 2008, mostrd
que pericitos aislados mediante citometria de flujo de diferentes 6rganos humanos (NG2*,
CD146" y PDGFR-B*) y cultivados in vitro eran indistinguibles de las BM-MSC
convencionales en términos de morfologia, proliferacion, expresion de antigenos de
superficie y potencial de diferenciacion in vitro e in vivo (Crisan et al., 2008; Caplan,
2008; Nombela-Arrieta et al., 2011; Murray et al., 2014). Ademas, ambos tipos celulares,
pericitos y MSC, comparten muchos antigenos de superficie. Sin embargo, no todos los
pericitos son MSC y no todas las MSC derivan de pericitos (Nombela-Arrieta et al., 2011;
Andrzejewska et al., 2019).

Ademas del origen perivascular, se ha demostrado que células aisladas de la tunica
adventicia (capa mas externa) de arterias y venas CD34*, CD31-, CD146-, CD45"
muestran un perfil antigénico y potencial de diferenciacion similar a MSC (Corselli et al.,
2012; Murray et al., 2014).

Los progenitores vasculares de las MSC parecen estar organizados jerarquicamente,
siendo las células adventicias una poblacion mas “primitiva”, con mayor tasa de
proliferacion, que expresan genes asociados con pluripotencia, como Nanog, c-Myc, Kif2,
-4, -6 y actuarian como precursores de los pericitos, diferenciandose a éstos en
condiciones adecuadas. No se han encontrado otras poblaciones con el potencial de dar
lugar a MSC en cultivo (Pittenger et al., 1999; Corselli et al., 2012; Andrzejewska et al.,
2019).
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Figura 2: Fuentes de MSC en tejidos perinatales y adultos. Localizaciones anatémicas
de diferentes tipos de células madre y mesenquimales en diversas etapas de desarrollo
embrionario y en tejidos adultos. Las ESC y PSC forman la moérula y la masa celular interna del
blastocito, respectivamente. Las células mesenquimales estromales fetales se localizan en tejidos
perinatales como la membrana amnidtica, el corddn umbilical (gelatina de Wharton) y la placenta.
Las células mesenquimales estromales de tejidos adultos se localizan en multitud de tejidos del
individuo adulto. Elaboracién propia mediante BioRender.

1.3.5 Hipoxia

De manera habitual, los cultivos de MSC se mantienen en condiciones consideradas como
normoxicas, con una concentracion de oxigeno del 21%, que corresponde con la del aire
inhalado. Sin embargo, esta concentracion es significativamente superior a la de los
nichos naturales de MSC, donde, a pesar de ser, en su mayoria, adyacentes a regiones
perivasculares, las concentraciones de oxigeno son bajas. En tejidos humanos adultos,
la concentracion de oxigeno varia dependiendo de la vascularizacion del érgano v el tipo
de microambiente, desde regiones profusamente irrigadas como rifiones (4%-14%) o
zonas de limitada vascularizacion como la retina o cerebro (1%-5%). La media de la
concentracion de oxigeno en tejidos humanos es del 3% (Mohyeldin et al., 2010; Haque
et al., 2013).
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Asi pues, desde el punto de vista molecular, las condiciones fisioldgicas normales, con
concentraciones de oxigeno del orden del 2-9%, son en realidad condiciones de hipoxia,
ya que desencadenan una respuesta molecular conservada. Esta respuesta molecular
incluye factores de transcripcion inducibles por hipoxia (HIF, del inglés, hypoxia-inducible
factor), canales iénicos sensibles al oxigeno, prolil-hidroxilasas (PHD, del inglés, proly/-
hydroxylases), la diana de rapamicina de mamiferos (mTOR) de deteccién ambiental y
la respuesta al estrés del reticulo endoplasmico. De entre ellos, los HIF son los
reguladores principales de la adaptacion celular a la hipoxia (Haque et al., 2013; Samal
et al., 2021).

Los HIF son heterodimeros, formados por una subunidad alfa sensible a oxigeno (HIF-
o, HIF-1a, HIF-2a y HIF-3a,) y una subunidad beta (HIF-1B). En condiciones de
concentracion alta de oxigeno, HIF-1a es sintetizado y degradado rapidamente. Esta
degradacion de HIF-1o dependiente de oxigeno es realizada por el proteasoma. En
condiciones de hipoxia, la ausencia de oxigeno permite la estabilizacién y acumulacién
de HIF-a, que se transloca al nucleo, donde dimeriza con HIF-p. El heterodimero se une
a los elementos de respuesta a hipoxia (HRE, del inglés, hypoxia-response elements) y
regula la transcripcién de al menos 70 genes diana, involucrados en homeostasis de
oxigeno, metabolismo (de la glucosa, del hierro), angiogénesis, invasion y metastasis
(figura 3) (Mohyeldin et al., 2010; Haque et al., 2013; Park et al., 2013).

Respecto a las MSC, la gran variabilidad existente en las condiciones de los estudios
realizados hace dificil elaborar conclusiones generales del efecto de la hipoxia sobre su
biologia y el impacto que ejerce para su aplicacion en la clinica. Existen marcadas
diferencias respecto a los protocolos de aislamiento y cultivo de MSC (especie, donante)
y las diferentes condiciones experimentales empleadas, como el método de generacién
de hipoxia, el tiempo de exposicion a ésta y la concentracion de oxigeno (Fehrer et al.,
2007; Holzwarth et al., 2010; Kwon et al., 2017; Martinez et al., 2017; Ren et al., 2006;
Samal et al., 2021).
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Figura 3: Regulacion de la transcripcion por HIF en normoxia e hipoxia.
Representacion esquematica de la estabilizacidn y activacion del factor inducible por hipoxia (HIF)
en condiciones de normoxia (izquierda) e hipoxia (derecha). En condiciones normoxicas (21%
02), HIF-a es hidroxilado por las prolil-hidroxilasas (PHD), lo que permite su reconocimiento por
el complejo von Hippel-Lindau (VHL) y su subsecuente degradacion en el proteasoma. Bajo
condiciones hipdxicas (<5% 02 o mediante el empleo de moléculas mimetizadoras de hipoxia),
la hidroxilacion de HIF-a se inhibe, permitiendo su acumulacion y translocacion al nicleo, donde
dimeriza con HIF-B y se une a los elementos de respuesta a hipoxia (HRE), activando la
transcripcion de genes diana y diferentes vias celulares. Elaboracion propia mediante BioRender.

Los resultados revisados en la literatura muestran que las MSC son capaces de adaptarse
a entornos hipoxicos. La concentracion baja de oxigeno juega un papel regulador en la
biologia de las MSC que, de alguna manera, influye en la proliferacién, mantenimiento
de la autorrenovacion, diferenciacién celular, secretoma y capacidad de migracion a
lugares de lesion (Ren et al., 2006; Fehrer et al., 2007; Hass et al., 2011; Zeng et al.,
2011; Martinez et al., 2017; Zhang et al., 2019).

1.3.6 Caracteristicas de MSC para su empleo en terapia celular
1.3.6.1 Diferenciacion

La medicina regenerativa tiene como objeto la reparacion y regeneracion de un tejido u

organo, evitando su reemplazo, mediante la sustitucion de células dafadas por otras
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completamente funcionales. La capacidad de diferenciacién de las MSC a los tres linajes
mesodérmicos se confirma de manera rutinaria /n vitro mediante procedimientos
estandarizados y optimizados, lo que las hace ser candidatas ideales para estas

aproximaciones terapéuticas.

Ademas, bajo condiciones controladas de cultivo, en presencia de factores de
crecimiento y suplementos especificos, las MSC pueden ser diferenciadas a tipos
celulares de las tres lineas germinales. De hecho, se han descrito diferenciaciones a
tejido muscular (cardiomiocitos, mioblastos, tenocitos), tejidos endodérmicos
(hepatocitos y células p pancreaticas) y tejidos ectodérmicos (neuronas y células gliales).
Sin embargo, la comunidad cientifica expresa cierto escepticismo sobre la
transdiferenciacion de MSC, por la baja frecuencia que se alcanza y la escasa
funcionalidad de las células obtenidas (Fitzsimmons et al., 2018; Andrzejewska et al.,
2019; Naji et al., 2019).

El potencial de diferenciacién de las MSC /n vivo aun se desconoce y los trabajos
publicados, en general, no lo incluyen en la caracterizacion. Seria recomendable su
estudio, ya que proporcionaria una mejor vision del potencial y de su comportamiento
en un contexto clinico (Phinney & Prockop, 2007; Nombela-Arrieta et al., 2011; Brown
et al., 2019).

1.3.6.2 Migracion

El efecto terapéutico de las MSC, como agentes medicinales o como vehiculos de
moléculas terapéuticas, depende de su habilidad para migrar a la zona de lesion,

adherirse e injertarse en un tejido concreto (Musiat-Wysocka, Kot, & Majka, 2019).

Numerosos estudios ponen de manifiesto las propiedades quimiotacticas mostradas por
las MSC (Belmar-Lopez et al., 2013). Sin embargo, existe evidencia de que muchas MSC
se quedan atrapadas en pulmon tras ser administradas por infusion intravenosa
sistémica, lo que puede disminuir su efecto terapéutico y originar efectos secundarios

como embolias pulmonares (Hoang et al., 2022).

Los resultados publicados parecen apuntar a que el mecanismo por el cual las MSC se
dirigen e insertan en lugares de lesion es similar al exhibido por leucocitos. El mecanismo

de accion propuesto incluye quimiotaxis, adhesion, rodamiento, diapédesis y migracién
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intersticial, aunque debe ser descrito mas en detalle (Musiat-Wysocka, Kot, & Maijka,
2019; Naji et al., 2019).

El tropismo de las MSC viene determinado por la expresion de factores de crecimiento y
sus receptores (EGF, VEGF, FGF, PDGF, HGF, TGF-1, TNFa, SDF-1a, IL-6, IL-8; IGF-1),
moléculas de adhesidn, receptores de quimioquinas (CCR2, 3,4, 7y 10 y CXCR4, 5y 6)
y metaloproteinasas como MMP1, 3y 9 (Musiat-Wysocka, Kot, & Majka, 2019; Naji et al.,
2019; Hoang et al., 2022). Ademas, los tejidos lesionados, con frecuencia isquémicos o
hipoxicos, expresan factores humorales especificos, como citoquinas y quimioquinas,
que acttian como quimioatrayentes facilitando la migracién, adhesion e infiltracion de las
MSC. Las MSC expuestas a condiciones de cultivo hipdxicas muestran un fenotipo mas

migratorio que las células mantenidas en normoxia (Mohyeldin et al., 2010).

La llegada de las MSC al sitio de lesién no tiene por qué conllevar el injerto de éstas en
la zona dafiada. En general, los resultados de los que se dispone hasta el momento
parecen indicar una baja supervivencia a largo plazo de las MSC en sitios de lesion.
Algunos autores apuntan la fusion de MSC con células enddgenas /in situ como
explicacion a este hecho (Delorme et al., 2006).

La capacidad de migracion e insercidn de las MSC se ve influenciada por varios factores,
entre los que se encuentran la fuente de origen de las MSC, la edad del donante, las
condiciones de cultivo in vitro, nUmero de pases, método de administracion y
receptibilidad del donante (Musiat-Wysocka, Kot, & Majka, 2019; Belmar-Lopez et al.,
2022).

1.3.6.3 Efectos paracrinos y yuxtacrinos. Vesiculas extracelulares y exosomas

Experimentos de trasplante de MSC en animales han concluido que, al contrario de lo
que se habia asumido inicialmente, los efectos terapéuticos observados no pueden ser
explicados Unicamente por el potencial de diferenciacion a tipos celulares concretos por
parte de las células administradas. Las MSC ejercen sus efectos, una vez trasplantadas,
a través de su secretoma, mas alla de la inmunomodulacidn, y de interacciones célula-
célula (yuxtacrino). En la figura 4 se muestra una ilustracion con los principales efectos

paracrinos de las MSC.
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Figura 4: Efectos paracrinos de las MSC y sus vesiculas extracelulares. Principales
moléculas y factores bioactivos secretados directamente por las MSC o a través de vesiculas
extracelulares y exosomas que desencadenan efectos en diversas vias paracrinas. Adaptado de
(Andrzejewska et al., 2019). VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; TIMP, inhibidores
tisulares de metaloproteinasa; MMP, metaloproteinasas de la matriz; KGF, factor de crecimiento
gueratinocitico; HGF, factor de crecimiento de hepatocitos; VEGF, factor de crecimiento endotelial
vascular; SDF1, factor 1 derivado de células estromales; IGF-1, factor de crecimiento similar a la
insulina 1; EGF, factor de crecimiento endotelial; NGF, factor de crecimiento nervioso; TNFa,
factor de necrosis tumoral o; EGF, factor de crecimiento endotelial; bFGF, factor basico de
crecimiento de fibroblastos; M-CSF, factor estimulante de colonias macrofagos; IL, interleucina;
TGF-B, factor de crecimiento transformante beta; PGE2, Prostaglandina E2; IDO, Indolamina 2,3-
dioxigenasa; CCL, ligando de quimiocina (motivo CC); CXCL, ligando de quimiocina (motivo CXC).

Este cambio de paradigma respecto a la nocion del método de realizacion de sus efectos
ha desembocado, entre otras cosas, en que el propio autor que acufié el término MSC,
el Dr. Caplan, propusiera en 2017 una nueva denominacion para ellas: “células

medicinales” (Caplan, 2017).

Los factores bioactivos secretados por las MSC tienen efectos angiogénicos vy
antiapoptdticos, que limitan la progresion del tejido dafiado, restablecen el riego
sanguineo, promueven supervivencia, proliferacion y migracion de células endoteliales,
reclutan células progenitoras y muestran efectos antibacterianos (Murray et al., 2014;

Fitzsimmons et al., 2018; Andrzejewska et al., 2019).

37



INTRODUCCION

Unido a la plétora de factores secretados por las MSC, la funcién paracrina de éstas se
realiza a través de la secrecion de vesiculas extracelulares (VE) y exosomas, cuyo
contenido no difiere en gran medida de los componentes celulares de las que se originan
(Phinney & Prockop, 2007; Coronado, 2018) (figura 4). Los experimentos realizados
utilizando sobrenadante derivado del cultivo /n vitro de MSC han mostrado que los
factores contenidos en su secretoma son responsables de gran parte de los efectos
gjercidos por las MSC durante la regeneracion del area dafada, tanto /n vitro como in
vivo (Kordelas et al., 2014; Han et al., 2017; Komaki et al., 2017; Kumar et al., 2019;
Mendt et al., 2019; Lin et al., 2020; Clark et al., 2022; Tan et al., 2024).

1.3.6.4 Inmunomodulacion

Las MSC, desde el punto de vista inmunoldgico, presentan unas caracteristicas Unicas
derivadas de su inmunofenotipo. No expresan o expresan bajos niveles en superficie de
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad I (HLA-I o HLA-ABC, del inglés,
Human Leukocyte Antigen). Ademas, tienen un caracter poco inmunogénico, dado que
no expresan complejo mayor de histocompatibilidad II (HLA-II o HLA-DR) ni moléculas
co-estimuladoras como CD40, CD80, CD86 y CD154, lo que es critico para activar
linfocitos T (Musiat-Wysocka, Kot, & Majka, 2019; Naji et al., 2019).

Sin embargo, las MSC presentan propiedades inmunomoduladoras, realizando esta
actividad por contacto célula-célula y, sobre todo, por la secrecion de factores solubles
como IL-6, TGF-B, IDO, NOS, PGE; y galectina 1 (Eleuteri & Fierabracci, 2019; El-Kadiry
et al., 2021; Gomez-Salazar et al., 2020; Shammaa et al., 2020). Las MSC actuan tanto
en el sistema inmunoldgico adaptativo como en el innato al suprimir las células T, inhibir
la maduracion de las células dendriticas, reducir la activacion y proliferacion de las células
B, inhibir la proliferacion y la citotoxicidad de las células NK y promover la generacién de
células T reguladoras (Fitzsimmons et al., 2018; Andrzejewska et al., 2019; Musiat-
Wysocka, Kot, & Majka, 2019; Naji et al., 2019; Lin et al., 2020).

In vitro, las MSC regulan la funcion de la mayoria de los efectores celulares alterando su
activacion, proliferacion, maduracion, actividad citolitica y su produccion de citoquinas o
anticuerpos (Andrzejewska et al., 2019; Li et al., 2022) (figura 4). In vivo coordinan
procesos de cicatrizacion y ayudan a prevenir la autoinmunidad después de una lesion
(Fitzsimmons et al., 2018) y también pueden secretar factores para ejercer un efecto

antimicrobiano mediante la secrecion de péptidos antimicrobianos (AMP, del inglés,
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antimicrobial peptides) como LL-37, B-defensina humana-2, catelicidina, hepcidina o
lipocalina-2 (Krasnodembskaya et al., 2010; Andalib et al., 2023).

1.4 LA PLACENTA HUMANA COMO FUENTE DE MSC

La placenta es la primera estructura que se desarrolla durante la embriogénesis, sin la
cual, el feto no podria sobrevivir. De caracter temporal y altamente especializada, realiza
una funcion integral en el desarrollo, nutricidn, respiracion, excrecion y proteccion del
feto. Dado que las células que forman la placenta tienen su origen en dos organismos
diferentes, la madre y el feto, desempefia el cometido crucial del mantenimiento de la
inmunotolerancia materna y la defensa del feto frente al estrés materno y ambiental
(Caruso et al., 2012; Kulus et al., 2021; Pipino et al., 2013; Pogozhykh et al., 2018;
Torre & Flores, 2020).

En los Ultimos afos, ha aumentado el interés por la placenta como reservorio de células
madre o progenitoras y sus aplicaciones terapéuticas. El hecho de ser un tejido que se
desecha tras el parto, que permite la obtencién de células por métodos no invasivos, con
atractivas propiedades inmunoldgicas para trasplante autélogo y alogénico y un uso en
clinica que no suscita debate ético, hace de ella una fuente celular excepcional para la

medicina regenerativa (Caruso et al., 2012; Ventura Ferreira et al., 2018).
1.4.1 Estructura de la placenta humana

La placenta tiene forma de disco, de entre 15 y 20 centimetros de diametroy 2 a 3
centimetros de grosor y 500 gramos de peso. Esta compuesta por tejido fetal y tejido
materno. Los tejidos fetales se originan a partir de la masa interna del blastocito y son
el disco placentario, las membranas fetales amnios y corion y el cordon umbilical. Por su
parte, el tejido materno se denomina decidua (basalis y parietalis) y proviene del

endometrio.

El comienzo de la formacion de la placenta humana se sitla en los primeros dias
posteriores a la fecundacion. Entre los dias 6-7 post-fecundacion, el blastocito se
implanta en la pared de Utero materno y la pared del blastocito, denominada trofoblasto,
invade el endometrio. En los dias 8-9, la masa celular interna del blastocito se diferencia
en dos capas: epiblasto o ectodermo primitivo e hipoblasto o endodermo primitivo. Del

epiblasto se originaran el embridn, el corddn umbilical y epitelio amnidtico. El hipoblasto
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generara los mesodermos amniético y coridnico (Pipino et al., 2013; Pogozhykh et al.,
2018).

El amnios es la capa mas interna de la placenta, en contacto directo con el liquido
amniodtico (figura 5). Se trata de una membrana delgada y avascular, que se extiende
desde los margenes del disco coridnico hasta el cordon umbilical. El corion, al igual que
el amnios, muestra una estructura multilaminar, con una regién mesodérmica y una
region trofoblastica. En contacto con el amnios encontramos la region mesodérmica
coridnica, cuya composicion es similar al mesodermo amnidtico. Por su parte, el
trofoblasto, derivado del trofoectodermo del blastocito, estd compuesto por células
denominadas citotrofoblasto o capa fibrinoide de Langhans y por el sincitiotrofoblasto.
Las vellosidades coridnicas permiten un contacto estrecho entre las sangres fetal y
materna (Pipino et al., 2013).

El corddn umbilical se extiende desde el amnios al feto, conectandolo con la placenta.
Normalmente, contiene dos arterias y una vena. Permite el transporte de la sangre fetal
a las vellosidades coridnicas donde absorbe nutrientes y oxigeno, transfiriendo productos
de desecho a la sangre materna antes de ser devuelta al feto por la vena umbilical. Las
arterias y vena umbilical estan embebidas en una matriz rica en glicosaminglicanos
(mayoritariamente acido hialurénico y condroitin sulfato) unidos a colageno, fibras
reticulares y elasticas y fibroblastos, denominada Gelatina de Wharton, que protege a
los vasos de ser comprimidos, torsionados y doblados. Externamente, el cordon umbilical
esta rodeado por una capa epidérmica fina, de origen ectodérmico (Kulus et al., 2021)

(figura 5).
1.4.2 Células mesenquimales estromales de placenta humana

El hecho de que la placenta se desarrolle a partir de la masa interna del blastocito
durante las primeras etapas del desarrollo embrionario sugiere la posibilidad de que
albergue poblaciones celulares que mantengan o conserven las caracteristicas de células

madre propias de las ESC de las que derivan.

Se han descrito hasta 5 localizaciones diferentes dentro de la placenta humana con

poblaciones MSC, que pueden ser observadas en la figura 5:

- Liquido amnidtico: células del epitelio amnidtico humano (hAEC, del inglés

human amniotic epithelium cells).
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- Mesodermo de las membranas fetales: células mesenquimales estromales de
membrana amnidtica (hAMSC, Auman amniotic mesenchymal stromal cells) y de
membrana coridnica (hCMSC, del inglés Auman chorionic mesenchymal stromal
cells).

- Vellosidades coridnicas de placentas de primer semestre y de placentas a término
(hCV-MSC, del inglés human chorionic villi mesenchymal stromal cells).

- Cordon umbilical: sangre del cordén umbilical (hUCB-MSC, del inglés Auman
umbifical cord blood mesenchymal stromal), la gelatina de Wharton (hWJ-MSC,
del inglés human Whartons jelly mesenchymal stromal) y células del
subendotelio de la vena y arterias de cordon umbilical (hUCVEC, del inglés,
human umbilical cord vein endothelial cells mesenchymal stromal cells).

- Decidua: células de la decidua basal (hDB-MSC, del inglés Auman basal decidua
mesenchymal stromal cells) y parietal (hDP-MSC, del inglés human parietal

decidua mesenchymal stromal cells).

La descripcion de las principales caracteristicas de las MSC aisladas de placenta se

muestran en el anexo 1.

Las células mesenquimales estromales de la placenta, al contrario que las ESC, no son
tumorogénicas y su empleo no presenta dilemas éticos y morales. Desde el punto de
vista clinico, son células jovenes, con una exposicidn a factores quimicos y ambientales
limitada en el tiempo. Ademas, exhiben una mayor capacidad de proliferacion y
diferenciacién que sus homologas BM-MSC. Asimismo, presentan una cinética de
proliferacion mayor y mejores habilidades para el injerto en tejidos, y algunos autores
apuntan que desarrollan mayores propiedades inmunomoduladoras e inmunosupresivas
(Moonshi et al., 2022).
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Figura 5: Estructura de la placenta humana a término y localizaciones de las MSC
perinatales. Vision general de la arquitectura de los anexos fetales y las diferentes MSC que
albergan. La placenta es una estructura con forma de disco que envuelve al feto en la cavidad
amnidtica y contiene el liquido amnidtico (hAF-MSC, human amniotic fluid mesenchymal stromal
cells). La placenta se conecta al feto a través del cordén umbilical, que contiene dos arterias y
una vena (hUCVEC-MSC, human umbilical cord vein endothelial cells mesenchymal stromal cells),
que transportan la sangre fetal (hUCB-MSC, Auman umbilical cord blood mesenchymal stromal
cells). Las arterias y venas estan embebidas en la Gelatina de Wharton (hWJ-MSC, Auman
Wharton's jelly mesenchymal stromal cells). El cordon umbilical se continda con el amnios
(hAMSC, Auman amniotic mesenchymal stromal cells) y el corion (hCMSC, Auman chorionic
mesenchymal stromal cells; hCV-MSC, human chorionic villi mesenchymal stromal cells). El
componente materno de la placenta estd formado por la decidua basalis (hDB-MSC, Auman
decidua basalis mesenchymal stromal cells) y la decidua parietalis (hDP-MSC, human decidua
parietalis mesenchymal stromal cells). Disefio realizado por la Dra. Inmaculada Pereda.

1.5 CELULAS MESENQUIMALES ESTROMALES DE MEMBRANA AMNIOTICA
HUMANA (hAMSC)

La membrana amnidtica o0 amnios es una capa delgada (100um) que recubre al feto,
alberga el liquido amnidtico y que se continda con el trofoblasto coridnico, al que no se
llega a unir realmente a nivel celular. Se trata de una membrana estratificada que no se
encuentra vascularizada, ni presenta terminaciones nerviosas, musculos ni células
linfaticas. Su funcidn principal es la proteccion del feto frente a la desecacién y la presion
de estructuras adyacentes, manteniéndolo en suspensidon en el liqguido amnidtico.
Ademas, durante el parto, juega un papel fundamental en la secrecion de

prostaglandinas, especialmente PGE; (Toda et al., 2007).
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La membrana amnidtica esta formada por 5 estratos, que incluyen epitelio, lamina basal,
ldmina compacta, mesodermo amniético y capa esponjosa. El epitelio amnidtico, la capa
mas externa del amnios, abierta a la cavidad o saco amnidtico, esta formado por células
cuboidales y columnares, con microvellosidades superficiales. El epitelio amnidtico
descansa sobre una membrana basal, que se continda con una lamina compacta,
acelular, compuesta por proteoglicanos, colageno tipo I, III y VI, fibronectina y laminina.
La ldamina compacta se une al mesodermo amnidtico (MA), en el que aparecen células
mesenquimales con forma fibroblastica y, excepcionalmente, macréfagos. Finalmente,
una capa esponjosa de fibras de colageno dispuestas de forma laxa separa el amnios del
corion (Toda et al., 2007; Pipino et al., 2013) (figura 6).

Existen dos tipos de células madre en la membrana amnidtica: las células madre del
epitelio amnidtico (hAEC, del inglés, human amniotic epithelial cells), en la capa mas
externa del amnios, en contacto con el fluido amnidtico y derivadas del epiblasto; y las
células mesenquimales estromales amnidticas (hAMSC, del inglés, Auman amniotic
mesenchymal stromal cells), situadas en el mesénquima amnidtico y derivadas del
hipoblasto embrionario (figura 6).

| Lamina basal

Lamina compacta

Mesodermo amnidtico

Capa esponjosa

Corion

Figura 6: Estructura de la membrana amniética. El amnios se compone de cinco capas
histolégicas: una capa epitelial de células cuboidales (hAEC), en contacto directo con el fluido
amnidtico, que descansa sobre una lamina basal. A continuacion, la capa compacta acelular se
conecta con el mesodermo amnidtico, en el que se encuentran las hAMSC. La capa esponjosa
separa el amnios del corion. Disefio realizado por la Dra. Inmaculada Pereda.
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Las hAEC son una poblacion celular heterogénea, que muestra variabilidad en su perfil
de marcadores de superficie y capacidad de diferenciacion (Miki et al., 2005; Ilancheran
etal.,, 2007; Chen etal.,, 2009; Centurione etal.,, 2018; Miki, 2018). Presentan
morfologia epitelial cuboidal tipica, aunque han sido reportados cambios morfoldgicos
epitelio-mesénquima en cultivo (Pratama et al., 2011). Sin embargo, algunos autores
sugieren que los cambios morfoldgicos pueden deberse a la presencia de hAMSC durante
el aislamiento de hAEC (Diaz-Prado et al., 2010). El nUmero de células obtenidas por
placenta es relativamente alto (media 2x108 hAEC por placenta) (Kim et al., 2007).
Proliferan activamente hasta pase 6, cuando entran en senescencia. Ademas, las hAEC
expresan marcadores de células embrionarias, pero, al contrario que éstas, no expresan
actividad telomerasa y no son tumorogénicas (Miki et al., 2005). Esto puede indicar que
las hAEC se sitlan en un estado de diferenciacion intermedio entre hESC y hAMSC (Diaz-
Prado et al., 2011). Respecto a marcadores mesenquimales, las hAEC expresan niveles
muy bajos o no expresan CD90, CD105, CD146 y CD49a (Silini et al., 2020). Las
principales caracteristicas de las hAEC se detallan en el anexo II.

Las hAMSC, por su parte, fueron descritas por primera vez en 2004 y se aislan de la capa
mesodérmica del amnios. Se obtienen unas eficiencias altas de aislamiento, entorno a
5x108 hAMSC por placenta (2x10° células/gr. de tejido). In vitro, son células adherentes,
presentan morfologia fibroblastica y son expandidas una media de 14 pases, no
observandose cambios morfoldgicos durante su cultivo. El diametro medio de las células
es 15 um (rango entre 9 y 24 um). A diferencia de las hCMSC, las hAMSC muestran
propiedades hibridas epitelio-mesenquimales a nivel morfoldgico ultraestructural en
imagenes de microscopia electronica de transmision (In 't Anker et al., 2004; Pasquinelli
et al., 2007; Parolini et al., 2008; Lindenmair et al., 2012; Pipino et al., 2013).

La comparacion de resultados y bibliografia relativos a las hAMSC presenta una gran
dificultad debido a la falta de claridad en los protocolos de aislamiento utilizados en
diferentes estudios. La ausencia de detalles precisos sobre el procedimiento de
aislamiento impide determinar con exactitud la regidn de la placenta de la que se extraen
las hAMSC. Esta variabilidad en los métodos de obtencién puede influir significativamente
en las caracteristicas bioldgicas y funcionales de las células aisladas, lo que dificulta la
interpretacion comparativa de los datos obtenidos en diferentes investigaciones.
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El perfil fenotipico de hAMSC es el mesenquimal clasico, cumpliendo los criterios minimos

establecidos en el primer workshop dedicado exclusivamente a las células derivadas de

placenta, que tuvo lugar en Brescia en 2008 (Parolini et al., 2008). La tabla 1 recoge el

resumen del panel de expresion de antigenos de superficie de las hAMSC.

Tabla 1: Fenotipo de las hAMSC indiferenciadas

GRUPO DE
MARCADORES

Marcadores de células
madre y pluripotentes

Mesenquimales y
hematopoyéticos

Marcadores endoteliales

Marcadores asociados a
linaje hepatico
Marcadores asociados a
linaje pancreatico

Marcadores asociados a
linaje cardiomiogénico

Marcadores asociados a
linaje neural

Otros

MARCADORES

SSEA-3+, SSEA-4+
OCT3, OCT4*, Nanog*, SOX2*, KLF4*, Rex-1

CD3-, CD13+, CD14-, CD29+, CD34-, CD44+,
CD45-, CD49d+, CD4%e+, CD54+, CD73+,
CD90+, CD105+, CD117+, CD166+,
CD271+%*, STRO-1+, HLA-ABC+, HLA-DR-

CD31- (PECAM1), receptor de VEGF 1 y 2:
FLT-1+ y KDR+, VWF*, FGF, angiopoyetina

Albimina, CK18, a-FP, a1-AT, HNF4a

PDX-1

GATA-4, MLC-2A, MLC-2V, MLC-2v, cTnl y
CTnT, subunidad o del canal de sodio
especifico de cardiomiocitos tipo L, Kv4.3

Nestina, Musashi 1, Tuj-1, NF-M, GFAP, MAP2,
MAP2 kinasa, proteina basica de la mielina

CD9, CD27, CD31, CD140b+, CD324 (E-
cadherina)-*, CD349+, vimentina+,
osteocalcina+, osteopontina+, BMP-2+, BMP-
4+, colageno tipo I y II

REFERENCIA

(Alviano et al., 2007; Kim
et al., 2007; Bilic et al.,
2008; Mihu et al., 2009;
Chang et al., 2010; Tsuji
et al., 2010; Nogami

et al., 2012; Koike et al.,
2014; Umezawa et al.,
2019)

(Portmann-Lanz et al.,
2006; Alviano et al.,
2007; Soncini et al., 2007;
Bilic et al., 2008; Chang
et al., 2010; Diaz-Prado
et al., 2010; Tsuji et al.,
2010; Wolbank et al.,
2010; Kang et al., 2012;
Nogami et al., 2012;
Koike et al., 2014;
Umezawa et al., 2019)

(Kim et al., 2007)

(Kim et al., 2007)

(Manuelpillai et al., 2011)

(Kim et al., 2007)

(Sakuragawa et al., 2004;
Kim et al., 2007; Chang
et al., 2010),

(Kim et al., 2007; Wei
et al., 2009; Nogami
etal., 2012)

*controversia en bibliografia

El andlisis de marcadores de superficie revela un relativo consenso sobre la expresion

tanto de marcadores mesenquimales como epiteliales (CD90, CD73, CD105), asi como
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otros asociados a tejido/linaje y la ausencia de antigenos de superficie de linaje
hematopoyético (CD14, CD34, CD45). Desde el punto de vista de marcadores de
superficie, las hAMSC son una poblacién heterogénea en los primeros pases, mientras
que el perfil se homogeniza en pases mas avanzados (Umezawa et al., 2019). Por otra
parte, no se observan diferencias entre poblaciones aisladas en diferentes trimestres de
gestacion (Portmann-Lanz et al., 2006).

1.5.2 Aplicaciones terapéuticas de las hAMSC (Caracteristicas de las hAMSC
para su empleo en terapia celular)

1.5.2.1 Potencial de diferenciacion de hAMSC

Las hAMSC son diferenciadas de manera rutinaria /n vitro a las tres lineas celulares del
linaje mesodérmico, es decir, presentan capacidad de diferenciacion osteogénica,
adipogénica y condrogénica (Portmann-Lanz et al., 2006; Alviano et al., 2007; Kim et al.,
2007; Diaz-Prado et al., 2010; Wolbank et al., 2010; Leyva-Leyva et al., 2013). No
obstante, las hAMSC expresan marcadores de pluripotencia como OCT74 (Zhao et al.,
2005), SSEA-3y SSEA-4 (Kim et al., 2011) lo que sugiere que pueden ser una forma
primitiva de célula madre, con potencial de diferenciacidn a las tres lineas germinales.
Sin embargo, no hay evidencia de tumorigenicidad en humanos y la expresion de la
telomerasa transcriptasa inversa (TERT, del inglés telomerase reverse transcriptase) es

nula o muy baja (Mihu et al., 2009).

En este sentido, ademas de la diferenciacion mesodérmica, bajo condiciones de cultivo
adecuadas con factores de crecimiento, hormonas, etc. las hAMSC sufren cambios
morfoldgicos, expresan genes tejido-especificos y adquieren habilidades para ejercer
funciones propias de tejidos adultos (figura 7). Sin embargo, el nivel de maduracién
adquirido /n vitro es variable. Esto puede ser debido a diferentes factores, tales como la
falta de expresidn de genes de células maduras/diferenciadas, las condiciones de cultivo
empleadas, el empleo o no de matrices extracelulares, concentraciones de oxigeno, etc.
(Manuelpillai et al., 2011).

Se han descrito diferenciaciones de las hAMSC Jn vitro a células neurogliales
(Sakuragawa et al., 2004; Portmann-Lanz et al., 2006; Kim et al., 2007; Chang et al.,
2010; Leyva-Leyva etal., 2013), hepatocitos (Tamagawa etal., 2007), células
pancredticas (Tamagawa et al., 2009), células del nlcleo pulposo (Ni et al., 2014),

células con fenotipo similar a cardiomiocitos /n vitro e in vivo (Zhao et al., 2005; Tsuji
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et al., 2010), a condrocitos in vivo (Wei et al., 2009), células del musculo liso in vivo
(Minagawa et al., 2010) y despliegan potencial miogénico y angiogénico (Portmann-Lanz
et al., 2006; Alviano et al., 2007; Kawamichi et al., 2010; Jiang et al., 2015; Zhang et al.,
2019).

Componentes de la matriz

Fosfatasa alcalina, extracelular, colageno tipo II,

Vacuolas lipidicas, PPARYy, osteocalcina
,

leptina, lipoprotein lipasa, RUNX2, ALP, BGLAP, SO0X-9, SOX-5, SOX-6, BMP-2,
proteina fijadora de acidos BMPR1'B anc,l BMPRI'. BMP-4, receptor de BMP 1A, 1By
grasos aP2 2, COMP, osteocalcina y aggrecano
. -
LY ()
- Condrocitos
Adipocitos Osteocitos
CK19, Pdx-1, Nkx2.2,
. L, insulina, glucagén,
Diferenciacion somatostatina, Isl-1,
mesenquimal Diferenciacién GLUT2, GCK, PAX-6,
_ endodérmica 3 i Nkx6-1, NeuroD
- {é‘ Células B del pancreas
_7/—\&‘"
Albiimina, a-
. fetoproteina,
Diferenciacion Diferenciacién citoqueratina 18, a-1-
mesodérmica ectodérmica antitripsina, acumulacién
de glucégeno

: ; Ef Hepatocitos

Cardiomiocitos Células endoteliales }‘%

Nkx2.5, péptido FLT-1, KDR, ICAM-1,
natriurético auricular VWEF
humano
: Células neurales y gliales
Progenitores 3 i CD133, nestina,
endoteliales Msculo liso neurofilamento 200,,
MyoD, cadena pesada Musashi-1, Tuj-1, NF-M,
FLT-1, KDR, Tie-2, vWF Yoo, P GFAP, MAP-2

de miosina de misculo,
miogenina, desmina

Figura 7: Potencial de diferenciacion de las hAMSC. Linajes y tipos celulares a los que
se han diferenciado hAMSC, indicando los principales marcadores utilizados para la
caracterizacion de la diferenciacion (verde). Elaboracion propia mediante BioRender.

Con respecto a otras fuentes de células madre, las hAMSC poseen mayor capacidad de
diferenciacién osteogénica que hCMSC (Biswas et al., 2023). Ademas, presentan mayor
potencial adipogénico y condrogénico que hAEC, mientras que éstas tienen mayor

capacidad de diferenciacion osteogénica (Diaz-Prado et al., 2010).

Algunos estudios preclinicos y modelos animales utilizan el potencial de diferenciacion
de hAMSC para su trasplante con el objetivo de reemplazar el tejido dafiado y recuperar
la funcién perdida. Por ejemplo, en modelos de infarto de miocardio en rata, en los que
las células trasplantadas fueron capaces de diferenciarse a fenotipos similares a
cardiomiocito, se observa una disminucion del tamafio de la zona infartada y mejora de

la funcion cardiaca /n vivo (Tsuji et al., 2010; Liu et al., 2021). Zhang et a/. trasplantaron

47



INTRODUCCION

miocitos derivados de hAMSC en una matriz gelatinosa en un modelo de rata de pérdida
de volumen muscular y confirmaron mejora a nivel tisular y aumento de la
neovascularizacién/angiogénesis en la zona danada (Zhang et al., 2019). Las hAMSC
implantadas en paredes de vejigas lesionadas por congelacion de ratones se
diferenciaron /n vivo a células musculares lisas y facilitaron la recuperacion mas rapida
de las estructuras musculares lisas estratificadas de las vejigas dafiadas (Minagawa et al.,
2010).

Los resultados obtenidos en estos modelos, en general, son discretos respecto al
reemplazamiento celular, asociandose su efecto terapéutico mayoritariamente a la

secrecion de factores solubles (Minagawa et al., 2010).
1.5.2.2 Actividad pro-angiogénica y antifibrética de hAMSC

Las hAMSC presentan propiedades neovascularizantes y angiogénicas similares a BM-
MSC y mejoradas respecto a células mesenquimales estromales derivadas de tejido
adiposo (AT-MSC, del inglés, adipose tissue derived mesenchymal stromal cells). Las
hAMSC expresan niveles altos de factores pro-angiogénicos, como VEGF-A,
angiopoyetina-1, HGF y FGF-2, y factores antiapoptoticos como AKT-1 (Alviano et al.,
2007; Kim et al., 2011). Algunos autores relacionan esta capacidad con su origen como
pericitos. En experimentos de diferenciaciéon endotelial /in vitro, sufren cambios
morfoldgicos y fenotipicos, pero la expresidn de marcadores endoteliales de células
maduras es limitada. Estos trabajos muestran, asimismo, que en los cultivos se regula
al alza la expresion de genes antiangiogénicos, mientras que los genes proangiogénicos
se regulan a la baja. Esto sugiere un mecanismo de autoproteccion contra la
diferenciacidén endotelial madura y que el efecto angiogénico desplegado por las hAMSC
puede ser indirecto (Konig et al., 2012; Jiang et al., 2015).

Tras el trasplante directo de hAMSC en extremidades posteriores isquémicas de ratones
se observd un aumento en la perfusion sanguinea y densidad de capilares, lo que
indicaba la posible neovascularizacion promovida por hAMSC (Kim et al., 2012). En otro
modelo animal, se detecté aumento del flujo sanguineo cutaneo tras la administracion
celular (Kim & Choi, 2011). Por otra parte, se ha observado beneficio del medio
condicionado de hAMSC en corazones infartados de ratas a través de la cardioproteccion
y angiogénesis, disminuyendo el area de fibrosis del miocardio (Danieli et al., 2015).
También se ha descrito que este medio condicionado tiene la capacidad de regular

positivamente la expresion de genes relacionados con la degradacion de la matriz
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extracelular como MMP-2, MMP-9, MMP-13 y TIMP-1, lo que podria explicar parcialmente
el efecto protector (y beneficioso) de las hAMSC en fibrosis pulmonar, hepatica y renal
(Jiang et al., 2015; Liu et al., 2021).

Sin embargo, las hAMSC pueden ejercer también efectos anti angiogénicos. Navas et 4.
evaluaron el efecto de la inyeccién intracameral de hAMSC en un modelo de dafo corneal
(quemadura alcalina de cérnea) y detectaron la reduccién de la neovascularizacion,
opacidad, infiltracion inflamatoria y disminucion de células a-SMA* (o actina de musculo
liso) (Navas et al., 2018).

1.5.2.3 Efectos proliferativos y antiapoptoticos de hAMSC

A través de su secretoma, las hAMSC pueden participar en regeneracion de lesiones
cutaneas y cicatrizacién a través de la activacion de vias como PI3K/Akt, ademas de
promover la proliferacién de células epidérmicas, inhibir apoptosis y activar la migracion
de fibroblastos (Li et al., 2019). Ademas de los efectos paracrinos mencionados, las

hAMSC han sido empleadas para la generacion de organoides de piel (Liu et al., 2021).

En el ambito del secretoma, se han publicado varios trabajos sobre los efectos
proliferativos y antiapoptéticos de las hAMSC en cancer de ovario y modelos de rata de
fallo de ovario prematuro gracias a la secrecion de citoquinas como FGF-2, IGF-1, HGF,
VEGF y EGF (Liu et al., 2021).

1.5.2.4 Inmunomodulacion e inmunosupresion de hAMSC

Las hAMSC ostentan un estatus inmunoldgico privilegiado, lo que no es sorprendente,
ya que la funcion primigenia de la placenta es la de mantener la tolerancia inmunoldgica
alogénica maternofilial. Las hAMSC expresan niveles bajos de moléculas MHC tipo Iy no
expresan moléculas MHC tipo II ni moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 y CD86,
eludiendo asi el reconocimiento de las células inmunes y escapando a su vigilancia
(Insausti et al., 2014). No han sido reportados casos de rechazo agudo de injertos de
hAMSC y hAEC en humanos ni tampoco en cerdos, ovejas, ratas ni monos bonnet (Pipino
et al., 2013). De hecho, las hAMSC se han injertado de manera satisfactoria y persistente
en multiples 6rganos y tejidos animales. Las hAMSC sobrevivieron durante al menos dos
meses en infartos de miocardio xenotrasplantados en corazones de rata (Zhao et al.,
2005; Tsuji et al., 2010). Del mismo modo, la administracion de hAMSC en el espacio

subfascial del misculo abdominal en ratones y la inyeccidn intraperitoneal o intravenosa
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en cerdos neonatos no provoco rechazo del trasplante durante el periodo experimental
observado de 35 y 61 dias, respectivamente (Bailo et al., 2004; Wei et al., 2009).

Los efectos de las MSC en las respuestas tanto innata como especifica se deben a su
interaccion con casi todas las células del sistema inmunitario, como linfocitos T y B,
células NK, células dendriticas, monocitos/macroéfagos y neutrofilos. De manera general,
las hAMSC modulan el sistema inmunitario /n vitro e in vivo mediante contacto célula-
célula y a través de factores solubles, como IL-6, PGE,, TGF, NO, IDO, HGF, LIF, IGF-1,
galectina 1 y moléculas de adhesion (figura 8). No obstante, las propiedades
inmunosupresoras de las hAMSC no son constitutivas per se. Cuando son administradas
al receptor, existe un mecanismo de retroalimentacion mutua entre las hAMSC vy las
células del sistema inmunitario. Las citoquinas proinflamatorias secretadas por linfocitos
T y células presentadoras de antigeno articulan la actividad de las hAMSC, que disparan
reacciones inmunoldgicas encaminadas a la secrecion de citoquinas, factores de
crecimiento y quimioquinas para regular y reclutar células del sistema inmunitario y
reparar el tejido dafiado inhibiendo la respuesta inmune (Insausti etal., 2014,
Pogozhykh et al., 2018; Bulati et al., 2020; Torre & Flores, 2020; Liu et al., 2021;
Nitahara-Kasahara et al., 2023).

Las hAMSC bloquean la diferenciacién y maduracion de monocitos de sangre periférica
a células dendriticas (DC, del inglés, dendritic cell) (Insausti et al., 2014). Por otro lado,
hAMSC inducen la diferenciacion de macrofagos M2, lo que sugiere que pueden ejercer
una mayor reduccién de la inflamacidon (un papel antiinflamatorio) asociada a diversas
patologias (Bulati et al., 2020; Nitahara-Kasahara et al., 2023).

Ademas, las hAMSC suprimen la proliferacién de linfocitos T alogénicos de manera
dependiente de célula y de factores como PGE;, IL-10, TGFB, NO e IDO. Los grupos de
Kang et al. y Wolbank et al., entre otros, demostraron que la proliferacién de células
mononucleares de sangre periférica alogénicas (PBMC, del inglés, perjpheral blood
mononuclear cells) activadas mediante mitdgenos era inhibida en presencia de hAMSC
de forma dependiente de dosis. Los resultados obtenidos por ambos grupos sugieren
que la presencia de factores solubles en el sobrenadante juega un papel importante en
la inmunomodulacién ejercida por hAMSC, pero el contacto célula-célula es necesario

para dicha inmunomodulacion (Vellasamy et al., 2012; Bulati et al., 2020).
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Figura 8: Efectos inmunomoduladores de las hAMSC. Diagrama esquematico que ilustra
las interacciones entre las hAMSC vy las células inmunitarias, incluyendo linfocitos T, linfocitos B,
monocitos, células dendriticas y células natural killer. Las hAMSC secretan diversas citocinas y
factores solubles que modulan la respuesta inmunitaria. Elaboracién propia mediante BioRender.

Respecto a células B, tanto las hAMSC como su medio condicionado suprimen
fuertemente la proliferacion de linfocitos B activados. Ademas, el medio condicionado
bloquea su diferenciacién, lo que provoca un aumento de la proporcién de linfocitos B
naive maduros y una reduccidon de las células plasmaticas secretoras de anticuerpos
(Magatti et al., 2020).

En definitiva, las caracteristicas inmunomoduladoras de las hAMSC las convierte en
candidatas ideales para el tratamiento de la enfermedad injerto contra huésped y
patologias autoinmunes como la artritis, fibrosis pulmonar, distrofia muscular o esclerosis

multiple, entre otras.

Por todo ello, las hAMSC constituyen una fuente de MSC especialmente atractiva para
su empleo en terapia celular y medicina regenerativa. Comparten el perfil mesenquimal

con BM-MSC y AT-MSC, las fuentes celulares de MSC mas estudiadas, pero, al contrario
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que ellas, expresan marcadores de pluripotencia que las sitia en un estadio superior en
cuanto al potencial de diferenciacion. Ademas, no muestran riesgo tumorogénico, como
las hESC e iPSC. Por otro lado, su obtencién esta exenta de debate ético y no implica
procedimientos invasivos ni dolorosos para el donante, ya que la placenta es considerada
como material de desecho médico tras el parto. Por Ultimo, las hAMSC no estan sujetas
a variabilidad dependiente de la edad ni han estado expuestas a estrés ambiental. En
resumen, las hAMSC se erigen como candidatas prometedoras para el desarrollo de
nuevas aproximaciones terapéuticas basadas en MSC.

1.6 REPARACION DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE MAMIFEROS

El dafio en el Sistema Nervioso Central (SNC) de mamiferos adultos desemboca en
pérdidas significativas e irreversibles de funcion. A diferencia de anfibios y peces, asi
como de las neuronas del Sistema Nervioso Periférico (SNP) y neuronas de SNC en
desarrollo, esta pérdida de funcion se debe a la baja capacidad inherente de las neuronas
del SNC adulto para regenerar (Horner & Gage, 2000).

Los estudios del Premio Nobel espafiol Santiago Ramén y Cajal en 1928 sugerian que la
baja habilidad de las neuronas del SNC para regenerar no se debe (lnicamente) a un
déficit intrinseco de éstas, sino (también) a las caracteristicas ambientales circundantes
que no promueven o sostienen dicha regeneraciéon (Gomez et al., 2018; Horner & Gage,
2000).

Las patologias del SNC a menudo cursan con la pérdida de uno o varios tipos de neuronas,
su funcion y/o dafio axonal provocados por lesién/accidente/trauma (lesion de médula
espinal, ictus o infarto cerebral, traumatismo craneoencefalico), por alteraciones
genéticas (degeneracion macular o retinitis pigmentosa, Huntington), por procesos
neurodegenerativos, como Parkinson, Alzheimer o Esclerosis Lateral Amiotrdfica (ELA) o

una combinacidn de ellas (Lindvall et al., 2004).

Existen varias estrategias terapéuticas para la regeneracion de SNC, que pueden ser
abordadas tanto de manera individual como combinada. Estas estrategias pueden
focalizarse en los diferentes tipos celulares implicados en la patologia, como el
reemplazamiento celular, la movilizacion de células madre enddgenas o la manipulacion
de la sefalizacion intracelular neuronal. Otras aproximaciones se centran en la
eliminacion de la inhibicién del crecimiento axonal, el recrecimiento y guia de axones.

Por Ultimo, también se ha trabajado sobre la liberacion de factores troficos y la
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modulacion de la respuesta inmune (Horner & Gage, 2000; Thuret et al., 2006; Gomez
et al., 2018; Kulubya et al., 2021).

1.6.1 Factores neurotroficos potenciales para la neuroproteccion vy
regeneracion de SNC

Los factores neurotrdficos son factores de crecimiento solubles que regulan la
supervivencia y la funcion neuronal. Incluyen las neurotrofinas (NT), la familia del factor
neurotrofico derivado de glia (GDNF, del inglés, glial cell-line derived neurotrophic factor)
(GDNF, neurturina, artemina y persefina), el factor neurotrofico ciliar (CNTF, del inglés,
ciliary neurotrophic factor) y familias de factores como TGF-B, IGF, EGF, FGF, IL-6, BMP
(proteina morfogenética de hueso, del inglés, bone morphogenetic protein) y PDGF
(factor de crecimiento derivado de plaquetas, del inglés, Platelet-derived growth factor)
(Boia et al., 2020).

De entre estos factores neurotroficos destacan las neurotrofinas (NT) por su expresion
generalizada en la mayoria de los tipos neuronales de SNC y SNP, y por el rol que
desempefian en la fisiologia neural. Las NT son proteinas solubles de la familia de los
factores de crecimiento neuronales cuya accién es mediada por receptores tirosina
kinasa relacionadas con tropomiosina (Trk, del inglés, tropomyosin receptor kinase) y el
receptor p75 (p75NTR), miembro de la familia de TNF (TNF, del inglés, tumor necrosis
factor). Las NT regulan la proliferacion y diferenciacion celular, crecimiento axonal y
dendritico, apoptosis, mielinacidn, sinaptogénesis y plasticidad sinaptica, tanto en

sistema nervioso adulto como en desarrollo (Pramanik et al., 2017; Boia et al., 2020).

Niveles alterados de las NT se observan no solamente en diferentes patologias del SNC,
como Alzheimer, Parkinson, Huntington, esquizofrenia, sino también en distintos tipos

de canceres, asma, sinusitis y procesos inflamatorios y alérgicos (Pramanik et al., 2017).

Existen seis NT, cuatro de ellas descritas en mamiferos: factor de crecimiento nervioso
(NGF, del inglés, nerve growth factor), factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF,
del inglés, brain derived neurotrophic factor), NT-3 y NT-4/5. Las NT-6 y 7 sélo han sido

identificadas en peces (Lessmann et al., 2003; Pramanik et al., 2017).

El mecanismo de sintesis, procesamiento y secrecion es analogo para todas las NT. Los
factores son sintetizados inicialmente en el reticulo endoplasmatico como pre-pro-

neurotrofinas (con un tamafo comprendido entre 30 y 35KDa). A continuacién, tras la
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eliminacién proteolitica del péptido sefial, los pro-factores resultantes son dirigidos a la
red de frans-Golgi para su posterior procesamiento por enzimas pro-convertasas (pro-
protein convertasas) y/o furinas, dando lugar a los péptidos maduros (13-15KDa), que
seran secretados al exterior de manera constitutiva o regulada por niveles de Ca?*.
Alternativamente, el procesamiento de los pro-factores puede realizarse
extracelularmente. La forma madura de las NT es igualmente comun a todas ellas: son
homodimeros simétricos formados por dos subunidades unidas no covalentemente,
aungue pueden formar heterodimeros BDNF/NT-3 y BDNF/NT-4 (Lessmann et al., 2003)
(figura 9).
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Figura 9. Sintesis, procesamiento y secrecion de precursores y neurotrofinas e
interaccion con sus receptores Trk y vias de sefalizacion activadas. Las NT se
sintetizan como precursores (pre-pro-) en el reticulo endoplasmico y son transportadas al aparato
de Golgi, donde se procesan en su forma madura mediante la accion de convertasas de pro-
proteinas. Las neurotrofinas maduras son empaquetadas en vesiculas de secrecion y
transportadas hacia la membrana plasmatica para su liberacion. Las NT se unen a los receptores
Trk (TrkA, TrkB y TrkC) y al receptor p75NTR, dimerizandolos. Los receptores fosforilados activan
las vias de sefializacion celular PLC-y (fosfolipasa C gamma), PI3K/Akt (fosfatidilinositol-3-
kinasa/proteina kinasa B) y RAS. Elaboracion propia mediante BioRender.

Las funciones bioldgicas (senalizacion) de las NT y sus precursores estan mediadas por
dos tipos de receptores: receptores de alta afinidad Trk y el receptor comin p75NTR. Se
han descrito tres miembros de receptores Trk (A, By C) en funcion de la NT a la que se
unan. Asi, NGF es especifico de TrkA, BDNF y NT-4 se unen a TrkB y NT-3 activa a TrkC.
En general, los receptores TrkA, B y C presentan una estructura muy similar. Constan
de un dominio extracelular, compuesto por regiones ricas en cisteina, regiones con

repeticiones ricas en leucina y dominios similares a inmunoglobulinas. EI dominio
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citoplasmatico es un dominio tirosina kinasa. Los pro-factores también pueden unirse a

los receptores y disparar las senales de activacion (Huang & Reichardt, 2001).

Las NT y sus precursores se unen directamente a sus receptores, dimerizandolos y
activando el dominio tirosina kinasa intracelular. La autofosforilacion del receptor dispara
las cascadas de sefiales PI3K/Akt, Ras/MEK/ERK y PLC-y, implicadas en organizacion del
citoesqueleto y crecimiento de neuritas, diferenciacion neuronal y crecimiento axonal
(Huang & Reichardt, 2001; Akram et al., 2022) (figura 9).

Los precursores de las NT se unen con alta afinidad al receptor p75NTR. Este regula una
amplia variedad de funciones celulares dependiendo de co-receptores, proteinas
adaptadoras y ligandos especificos. Ademas de apoyar la sefalizacion de supervivencia
y crecimiento neuronal, p75NTR modula la muerte celular a través de las vias de JNK (c-

Jun N-terminal kinasa) y NF-xB (Factor nuclear kgppa B) (Huang & Reichardt, 2001).

El receptor p75NTR es comUn a las cuatro NT y sus precursores. De forma semejante a
Trk, presenta un dominio extracelular con regiones ricas en cisteina y un dominio de
muerte intracelular. Regula un amplio rango de funciones celulares, entre las que
destaca la modulacidon de la muerte o supervivencia neuronal. La cantidad relativa del
tipo de ligando (proneurotrofina y neurotrofina) y tipo de receptor (Trk y p75NTR) puede

determinar si una neurona vive o muere (Pramanik et al., 2017).

Aunque las NT fueron descubiertas inicialmente en neuronas, estudios recientes han
confirmado su expresion y la de sus receptores en varios tipos celulares, entre los que
cabe mencionar las células madre, ejerciendo en ellas funciones esenciales en su biologia.
En concreto, las MSC producen un amplio repertorio de factores neurotroéficos, incluidas
NT (Paradisi et al., 2014; Pramanik et al., 2017; Volkman & Offen, 2017; Li et al., 2022).

Las células ganglionares de retina (CGR) también expresan y secretan NT, desplegando
funciones de neuroproteccion. De hecho, los niveles de BDNF se reducen en la lagrima
y suero de pacientes con glaucoma y se han reportado mejorias en la funcionalidad de
la capa interna retiniana en esta patologia tras la administraciéon de NGF por gotas
oculares. Ademas, se ha especulado que las propiedades terapéuticas de diferentes
agentes neuroprotectores para promover supervivencia de las CGR estan relacionados

con la induccion de la expresion retiniana de BDNF (Boia et al., 2020).
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1.6.2 Terapia celular en patologias del Sistema Nervioso Central

Una de las aproximaciones mas prometedoras en el campo de la medicina regenerativa
y de reparacion de SNC es la terapia celular basada en células madre. La aproximacion
conceptual se basa en el trasplante de células madre o sus derivados y/o la movilizaciéon
de células madre endégenas de SNC adulto.

Las MSC humanas mas empleadas hasta la fecha son hBM-MSC (del inglés, Auman bone
marrow mesenchymal stromal cells), hAT-MSC (del inglés, human adijpose tissue derived
mesenchymal stromal cells), hUC-MSC y hWJ]-MSC. Se ha observado recuperacion
funcional en experimentos /n vivo en diferentes modelos animales de lesién de médula
espinal e isquemia cerebral tras la inyeccion de MSC de varios origenes por diferentes
vias de administracion (Li et al., 2022).

Aungue hay estudios que reportan mejoria funcional tras trasplante de neuronas
derivadas de MSC en modelos murinos de Parkinson, no esta claro si la recuperacién
observada se debe realmente a la integracion funcional de estas neuronas derivadas de
MSC en las redes neuronales. Ademas, la capacidad de las MSC para diferenciarse a
neuronas completamente funcionales no esta probada, ya que su transdiferenciaciéon y

funcionalidad electrofisioldgica estan ain en debate (Volkman & Offen, 2017).

El mecanismo por el cual las MSC ejercen un efecto beneficioso en patologias
neuroldgicas, por tanto, esta aun siendo dilucidado, aunque parece que es mediado a
través de su secretoma, dada su capacidad de liberacion de factores neurotroficos y los
efectos inmunomoduladores producidos por éstos. Las MSC tienen el potencial de
generar un ambiente reparador adecuado a través de los efectos de los factores
secretados, tanto solubles como a través de VE y exosomas, ya que tienen un impacto
en diferentes funciones neuronales, como la neurogénesis enddgena, la neuroproteccién
y regeneracién e inmunomodulacion. La induccion de neurogénesis mediada por la
administracion de hBM-MSC ha sido probada en diferentes modelos animales de
enfermedades neuroldgicas, como desordenes del espectro autista, Parkinson e isquemia
cerebral. En todos se sugiere el incremento de niveles de factores troficos que
correlaciona con un aumento de neurogénesis y una mejora subsecuente de la funcién
neuronal (Volkman & Offen, 2017; Kulubya et al., 2021).

No obstante, el efecto directo de los factores tréficos liberados por las MSC no se

circunscribe a la neurogénesis, activacion y movilizacion de las células madre neurales
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(NSC, del inglés, neural stem cells) endégenas, sino que éstos realizan efectos paracrinos
también respecto a la neuroproteccion, supervivencia neuronal y modulacion del sistema

inmunitario.

Se ha comprobado que el trasplante de MSC, con o sin diferenciacion previa, modificadas
ex Vivo 0 no para sobre-expresar factores troficos aumenta la supervivencia neuronal en
modelos preclinicos de ELA, Alzheimer, AMS (atrofia multisistémica), Parkinson,
Huntington, lesién de médula espinal y lesion de nervio dptico (Volkman & Offen, 2017;
Kulubya et al., 2021).

1.6.3 Aplicacion de las hAMSC en neurorregeneracion

Varios estudios han demostrado que las hAMSC pueden facilitar la reparacion del SNC,
evidenciando neuroproteccion, regeneracién axonal, angiogénesis e inhibicion de la
apoptosis en la zona lesionada de dafio de médula espinal y préxima al sitio de trasplante
de las células mesenquimales estromales (Zhou et al., 2020; Liu et al., 2021). También
en lesiones de nervios periféricos se han obtenido resultados de reparacion propiciados
por factores neurotroficos secretados por hAMSC (Liu et al., 2021).

Ademas, las hAMSC favorecen la regeneracion de mielina y la angiogénesis (Kulubya
et al., 2021). También se han reportado efectos antiapoptoticos, de reduccidn del estrés
oxidativo en modelos de ELA y traumatismo craneoencefalico, y promociéon de la re-
extension axonal, generando un ambiente favorable para el restablecimiento de circuitos
funcionales en modelos de lesién de médula espinal. Asimismo, se ha descrito el efecto
de disminucién de agregados proteicos caracteristicos de patologias neurodegenerativas
(Li et al., 2022; Hirota et al., 2023; Zhang et al., 2024).

En modelos de rata de dano cerebral por isquemia y hemorragia, las hAMSC ejercen
funciones de neuroproteccidon a través de la activacion de mTOR, la inhibicion de
autofagia o la activacién de la via de sefializacién de BDNF-TrkB-MEK-ERK1/ERK2. De
hecho, se ha observado que el efecto beneficioso sobre la disfuncién cerebral es mayor
cuando se emplean hAMSC transfectadas con el gen de BDNF (Liu et al., 2021). El
trasplante de hAMSC directamente en la penumbra isquémica en el dia 1 o 2 tras el ictus
mejoro la disfuncién conductual, atenud los déficits motores y neuroldgicos y redujo el
tamafio del infarto asociado a la oclusién de la arteria cerebral media en comparacién

con el grupo de ictus infundido con vehiculo (Yu et al., 2015).
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Asimismo, se ha estudiado el efecto de las hAMSC en enfermedades neurodegenerativas,
como la demencia. Cho et a/. (2018) mostraron que la administracion de hAMSC en un
modelo de demencia en rata permitia una significativa recuperacion cognitiva. Los
autores sugerian que este efecto no se debia a la transdiferenciacion de las hAMSC
administradas a neuronas colinérgicas y apuntaban hacia la via paracrina como

explicacion mas plausible (Cho et al., 2018).

En el trabajo de Kim et al. de 2013, seis semanas después de la administracion
intravenosa de hAMSC en un modelo de ratén transgénico de Alzheimer, se observé una
progresion mas lenta de la enfermedad, funciones de memoria y aprendizaje espacial
mejoradas y una significativa reduccion de placas B-amiloide en el cerebro. Los autores
correlacionaban estos resultados con un incremento significativo de células microgliales
fagociticas asociadas a placas p-amiloide y de enzimas que degradan placas B-amiloide
(como la MMP-9) en cerebros de ratones inyectados con hAMSC respecto a los controles.
Asimismo, los niveles de citoquinas proinflamatorias (IL-1 y TNFa) se redujeron vy
aumentaron los de antinflamatorias (TGFp e IL-10) (Kim et al., 2013). Ademas, se ha
obtenido restauracion de funciones de memoria en modelos murinos de Alzheimer tras

la infusién de hAMSC a través de una reduccion del estrés oxidativo (Jiao et al., 2016).

Por otra parte, un estudio en el que se inyectaba peritonealmente medio condicionado
de hAMSC en un modelo de ratén de enfermedad de Huntington demostrd que disminuia

significativamente la activacién de microglia (Giampa et al., 2019).

A pesar del incremento del nimero de las aplicaciones terapéuticas de las hMSC
derivadas de placenta, el empleo en clinica se encuentra aln en estadios tempranos,
debiéndose de abordar aun algunos aspectos importantes. Primero, seria recomendable
la sistematizacion de los métodos de aislamiento y cultivo a gran escala. En segundo
lugar, deben llevarse a cabo estudios de riesgo y seguridad de la administracion de estos
tipos celulares. Pacientes con problemas renales previos han desarrollado
tromboembolismo tras ser administradas células mesenquimales estromales
multipotentes de placenta. Por eso, es necesario el desarrollo de estudios a largo plazo
para evaluar efectos adversos asociados a las terapias con hAMSC (Moonshi et al., 2022).

1.6.4 Sistema visual como modelo de estudio de regeneracion de SCN

Los dos principales modelos para el estudio de regeneracién de SNC en mamiferos son
la médula espinal y el sistema visual (Harvey et al., 2006; Varadarajan et al., 2022).
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En comparacidn con otros drganos del SNC, el ojo esta relativamente aislado de otros
sistemas, tiene una respuesta inmunitaria mas limitada y las aplicaciones intravitreas de

agentes terapéuticos son de bajo volumen y dosis conocida (Varadarajan et al., 2022).

Por otra parte, la retina tiene una anatomia bien definida y un circuito muy bien
caracterizado. Las CGR, a pesar de localizarse fuera de la béveda craneal, son neuronas
de proyeccion bona fide del SNC. Ademas, los aspectos de la funcidn retiniana pueden
ser evaluados mediante técnicas cuantitativas y no invasivas y se puede medir facilmente
el grado de supervivencia de las CGR vy la cantidad de crecimiento axonal tras la lesién
(Harvey et al., 2006). Todas estas caracteristicas hacen de la retina un modelo idéneo
para los estudios de regeneracion del SNC.

1.6.5 Laretina

La retina es un tejido del SNC, de unos 0,2 mm de espesor que, ademas de actuar como
primera estacién en la recepcién de la luz, lleva a cabo un importante procesamiento de
imagenes. Consta de 7 tipos celulares diferentes: células del epitelio pigmentario,
fotorreceptores, células bipolares, células horizontales, células amacrinas, células de
Miller y células ganglionares (cinco de todos estos tipos celulares son neuronas). La
retina amplifica, extrae y comprime la informacion luminica recibida y la transmite al
cerebro medio y talamo a través del nervio dptico, formado por los axones de las CGR.
Desde el talamo, la informacidn retiniana se procesa y se envia al cortex visual, donde
se combinan las informaciones sobre la contraste, el color, el movimiento relativo y la
profundidad para dar lugar a la experiencia visual (Sung & Chuang, 2010; Kim et al.,
2021).

La retina de los vertebrados presenta una estructura laminar muy ordenada (figura 10).
En su parte externa, la regién mas alejada de la luz entrante, se encuentran las células
del epitelio pigmentario (EPR). Sobre ellas, se disponen los dos tipos de fotorreceptores
retinianos, los conos y bastones, responsables de la captacion de los fotones procedentes
de la luz. En ambos casos, la fotoexcitacion del pigmento visual contenido en los
segmentos externos de los fotorreceptores inicia una cascada de senales que amplifica
la sefal e hiperpolariza la membrana celular. El cambio en el potencial de membrana se
propaga a las sinapsis con las neuronas de segundo orden, que reaccionan liberando
neurotransmisores. La informacion es transmitida a las células bipolares y de éstas a las

células ganglionares, situadas en la capa mas interna de la retina, a través de una via
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directa. La informacion se ve modificada por las células amacrinas y horizontales (Sung
& Chuang, 2010).
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Figura 10. Estructura de la retina de vertebrados. Esquema moderno de la estructura
de la retina (A), mostrando sus diferentes capas y tipos celulares. Desde el exterior (entrada de
la luz) al interior, se observa la capa de células ganglionares (con las células ganglionares), capa
plexiforme interna (zona de sinapsis entre células bipolares, ganglionares y amacrinas), capa
nuclear interna (contiene los cuerpos celulares de las células bipolares, horizontales y amacrinas),
capa plexiforme externa (zona de sinapsis entre fotorreceptores, células bipolares y horizontales),
capa nuclear externa (cuerpos celulares de los fotorreceptores conos y bastones) y la capa del
epitelio pigmentario. Por su parte, el nlcleo de las células de Miiller esta situado junto a la capa
nuclear interna y su porcion apical conecta con los fotorreceptores. Elaboracion propia mediante
BioRender. (B) Ilustracion historica de la retina realizada por Santiago Ramén y Cajal (Ramon y
Cajal,S., 1928).

1.6.6 Las células ganglionares de la retina

Las CGR son las células de salida de la informacidn de la retina y sus axones conforman
el nervio dptico. Inicialmente, los axones discurren por la capa de fibras nerviosas,

convergen en el disco dptico y atraviesan la lamina cribosa en la cabeza del nervio optico.

A pesar de que las CGR cumplen una funcidon similar entre ellas, constituyen una
poblacién muy diversa. El nUmero y subtipos diferentes de CGR varia entre especies, asi

como también su distribucion y frecuencia. Hasta la fecha, se han identificado mas de
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40 subtipos diferentes de CGR en la retina de ratones (Kerschensteiner, 2022), mientras
que en humano y macacos se han descrito 28 subtipos diferentes. La clasificacion se
basa en diferencias de tamafo, morfologia, arborizacién dendritica, funciones
electrofisioldgicas, susceptibilidad a la degeneracion, capacidad de regeneracion y
expresion de firmas moleculares especificas. Se han descrito marcadores moleculares de
diversos subtipos de CGR, pero en la mayoria de los casos, éstos sefialan mas de un
Unico subtipo (Sanes & Masland, 2015; Vidal-Sanz et al., 2017; Boia et al., 2020). Aldn
falta por entender cémo las diferencias moleculares entre subtipos de CGR determinan
sus funciones electrofisioldgicas y la susceptibilidad/respuesta mostrada frente a
diferentes patologias.

En humanos, las CGR mas numerosas son las CGR enanas, que representan el 80% de
la poblacidn total y proyectan a las capas parvocelulares del nlcleo geniculado lateral;
las CGR parasol constituyen aproximadamente el 10% de la poblacién total y poseen
grandes somas que proyectan a las capas magnocelulares del nlcleo geniculado lateral
y las CGR biestratificadas, el 5-10% de todas las CGR, que proyectan a las capas
koniocelulares del nucleo geniculado lateral y estan implicadas principalmente en la

vision del color (Kim et al., 2021).

En la retina de rata se han descrito tres tipos principales de CGR en base a su morfologia
y el tamafo del soma y arborizacidon dendritica: grandes (A), pequeias (B) y medianas
(C), aunque algun grupo afiade un cuarto tipo D (Peichl, 1989; Huxlin & Goodchild, 1997;
Sun et al., 2002). Las mas estudiadas son las tipo A, entre las que se incluyen las
denominadas CGR alfa, descritas por primera vez en retina de gatos. Se trata de
neuronas de somas grandes, con dendritas y axones robustos y arborizacion
monoestratificada con diferentes estratos en la capa plexiforme interna, altos niveles de
proteinas neurofilamentosas y grandes campos receptivos. Las CGR alfa, que suponen
menos del 5% de las CGR de la retina de rata, tienen propiedades fisioldgicas tales como
latencia de respuesta corta y axones de conduccion rapida, que les permite ser las
primeras en responder a un nuevo estimulo. Respecto a su papel en la vision, parece
que desempenan tareas fundamentales y no especializadas en el procesamiento visual
(Peichl, 1989, 1991; Tan et al., 2022).

1.6.7 Modelo de reparacion de nervio optico

El modelo de lesidn de nervio dptico es de gran utilidad para el estudio de reparacién de

axones de neuronas de SNC. El nervio dptico es una via de transmision Unica, que

61



INTRODUCCION

presenta distribuciones centrales claramente circunscritas a regiones que sirven a una
serie de funciones visuales individuales. Ademas, las sefales de entrada visuales que

transmite al SNC pueden definirse claramente (Vidal-Sanz et al., 2002).

La regeneracién de SNC adulto, en relacion con patologias derivadas de la pérdida de
funcidn axonal, requiere de varios pasos. Primero, las neuronas deben sobrevivir al dafo
o lesion y, entonces, extender de nuevo su axon hacia sus dianas. Una vez que el
contacto se ha establecido, el axén debe ser remielinizado y deben formarse sinapsis
funcionales en las células diana. En las Ultimas décadas, se ha demostrado mediante
estudios in vitro e in vivo que el nervio optico es capaz de regenerarse tras una lesion

en respuesta a un tratamiento extrinseco (Vidal-Sanz et al., 2002).

Las aproximaciones de terapia celular en este campo se basan en la potenciacion de la
respuesta enddgena a dafio neural o el empleo de células que reemplacen células
muertas y/o creen el ambiente favorable para regeneracidon axonal. Entre estas Ultimas,
las mas utilizadas como substratos bioldgicos mas permisivos para el recrecimiento
axonal son las células de Schwann, injertos de nervios periféricos, ESC y progenitores
derivados de ESC, células madre adultas y progenitores derivados (Wigley & Berry, 1988;
Thuret et al., 2006; Gomez et al., 2018; Norte-Mufioz et al., 2021, 2024). Especial
impacto en el area en las Ultimas décadas ha tenido el empleo de células de la glia
envolvente olfativa, que posee caracteristicas Unicas para guiar a los axones lesionados
a SNC intacto (Sonigra et al., 1999; Vidal-Sanz et al., 2002; Moreno-Flores et al., 2002,
2003).

La informacion proporcionada por el modelo de retina permite entender cdmo responden
las neuronas del SNC y sus axones a una lesion y cuales son los mecanismos subyacentes
mas eficaces para promover la recuperacion funcional. El conocimiento generado por el
modelo también puede ser aplicado para el desarrollo de terapias especificas para el
tratamiento de una serie de enfermedades que afectan a las neuronas de la retina
interna y sus axones, que engloban lesiones agudas de nervio éptico, glaucoma, diabetes,

isquemia o retinitis pigmentaria (Harvey et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis doctoral es la caracterizacion de células madre
mesenquimales de placenta humana para su empleo en terapias avanzadas. Para ello,

se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar las hAMSC como células mesenquimales estromales.

2. Analizar las propiedades de las hAMSC para su potencial aplicacién en

aproximaciones terapéuticas de medicina regenerativa.

3. Estudiar del efecto de la hipoxia /n vitro en las caracteristicas funcionales y
bioldgicas de las hAMSC.

4. Evaluar la capacidad para promover regeneracion axonal de las hAMSC in vitro

en condiciones de normoxia e hipoxia.

5. Identificar los mecanismos moleculares que subyacen al potencial regenerador
de las hAMSC.

6. Evaluar la maduracién funcional de las neuronas regeneradas en las diferentes

condiciones de cultivo.

65






MATERIALES Y METODOS

67






MATERIALES Y METODOS

3 MATERIALES Y METODOS
3.1 CULTIVOS CELULARES
3.1.1 Mantenimiento de células en cultivo

Los cultivos celulares fueron incubados a 37°C en condiciones de normoxia (5% de CO;
y 20% de O;) en un incubador Thermo Scientific, Series II Water Jacketed y en
condiciones de hipoxia (5% de CO. y 1% de O;) en un incubador GALAXY 48 R de New
Brunswick (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). EI mantenimiento de las condiciones de
hipoxia en los cultivos fue monitorizado mediante inmunodeteccion del factor inducible

por hipoxia (HIF, Hypoxia Inducible Factor) (ver apartado 3.7.5).
3.1.2 Lineas celulares
3.1.2.1 hAMSC

Las células mesenquimales estromales multipotentes de membrana amnidtica humana
(hAMSC) (Cellular Engineering Technologies, Coralville, EE.UU., nimero de catalogo
HMSC.AM-100) fueron crecidas en medio Eagle modificado por Dulbecco de alto
contenido en glucosa (4,5 g/L) (Gibco, Grand Island, Nueva York, EE.UU) suplementado
con suero fetal bovino (FBS, fetal bovine serum) al 10% (Gibco, Grand Island, Nueva
York, EE.UU., referencia 10270106), una solucién de antibidticos y antimicoticos
(Pen/Strep/Fung 10k/10k/25ug, Lonza, Basilea, Suiza), L-glutamina 2mM (Lonza, Basilea,
Suiza) y factor de crecimiento fetal basico humano (hFGF basic) (Gibco, Grand Island,
Nueva York, EE.UU.). De manera rutinaria, en ambas condiciones de concentracion de
oxigeno, las hAMSC se sembraron a una densidad de 10* células/cm? en superficies de
cultivo NUNC de diversos tamafos y se mantuvieron hasta alcanzar confluencia. El medio

de cultivo fue reemplazado cada 2-3 dias.
3.1.2.2 Glia envolvente olfativa

La linea celular humana de glia envolvente olfativa (GEO) inmortalizada TS12 (Plaza
et al., 2016) fue mantenida en medio ME, compuesto por DMEM/F12 (Gibco, Invitrogen,
Grand Island, Nueva York, EE.UU.) suplementado con FBS al 10%, glutamina 2 mM
(Lonza, Basilea, Suiza), extracto de pituitaria 20 ug/mL (Gibco, Grand Island, Nueva York,
EE.UU.), forskolina 2 pM (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.) y una solucién de
antibidticos y antimicéticos (Pen/Strep/Fung 10k/10k/25ug, Lonza, Basilea, Suiza).
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3.1.2.3 Linea HEK293T

La linea celular HEK293T (células de rifidn embrionario de ratén inmortalizadas) se
mantuvo en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con FBS al
10%, glutamina 2 mM (Lonza, Basilea, Suiza) y una solucién de antibiéticos (Pen/Strep

100 U/mL, Lonza, Basilea, Suiza).

3.2 CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA IN VITRO DE CELULAS
MESENQUIMALES ESTROMALES DE MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA

3.2.1 Caracterizacion fenotipica

Las hAMSC fueron sembradas a una densidad de 10* células/cm? y se mantuvieron en
cultivo hasta alcanzar semi-confluencia, tanto en normoxia como en hipoxia. Las células
fueron visualizadas mediante el uso de un microscopio dptico (Axiovert 40 CFL, Zeiss,
Oberkochen, Alemania). Las imagenes en campo claro de los cultivos se adquirieron
utilizando una camara acoplada al microscopio. El software para la adquisicién de

imagenes utilizado fue ZEN2011.
3.2.2 Expresion de marcadores de superficie mediante citometria de flujo

Se plaquearon hAMSC a una densidad de 10* células/cm? y se mantuvieron en cultivo,
tanto en normoxia como hipoxia, hasta alcanzar una confluencia del 80%-90%. A
continuacidn, las células fueron tripsinizadas y marcadas mediante anticuerpos, lavadas
para eliminar el exceso de marcaje y analizadas mediante citometro de flujo (Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach, Germany). Los anticuerpos utilizados contra antigenos
humanos fueron los siguientes: CD105-FITC (Miltenyi Biotect, cat# 130-112-327, 1:50),
CD90-FITC (Miltenyi Biotec, cat# 130-114-901, 1:50), CD44-VioBlue (Miltenyi Biotec,
cat# 130-113-906, 1:50), CD73-APC (Miltenyi Biotec, cat# 130-111-909, 1:50), CD133-
PE (Bio-Techne R&D Systems, Minneapolis, MN, EE. UU., cat# FAB11331P), MSC
Phenotyping Cocktail-PE (CD34, CD14, CD19, CD45, Miltenyi Biotec cat# 130-125-285).
Se realizaron las diluciones de los anticuerpos recomendadas por la casa comercial. Los

datos fueron analizados mediante MACSQuantify™ Software.
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3.2.3 Diferenciacion celular
3.2.3.1 Osteogénesis

Las hAMSC en pase 4 fueron sembradas en placas multipocillo M6, a una densidad de
3x103 células/cm? (3x10* células totales) en 2 mL de medio de cultivo basal a 37°C, en
condiciones de normoxia e hipoxia. Tras 24 horas de incubacion, se retird el medio
sustituyéndolo por medio de osteogénesis ( Differentiation media BulletKit™ - osteogenic,
Lonza, Basilea, Suiza). Los cultivos fueron mantenidos durante 21 dias, remplazando el
medio cada 3 dias. Células control no inducidas fueron cultivadas en medio basal de
hAMSC en ambas condiciones de concentracion de oxigeno.

Tras 21 dias, los cultivos fueron lavados con PBS (Lonza, Basilea, Suiza) y fijados con
formalina al 10% durante 5 minutos. Tras la fijacidn, la formalina fue eliminada y los
cultivos lavados con H,O destilada antes de tefirlos con alizarin red al 2% (500 mg de
alizarin red (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.) en 25 mL de H,O destilada) durante 15
minutos. A continuacion, los cultivos fueron lavados con agua y secados a temperatura
ambiente. Al microscopio Optico, los depdsitos de calcio, consecuencia de la
diferenciacién osteogénica, se tifien de rojo. Se tomaron imagenes al microscopio de

campo claro (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Oberkochen, Alemania).
3.2.3.2 Adipogénesis

Se sembraron hAMSC en pase 4 en placas multipocillo M6, a una densidad de 2.4x10*
células/cm? (2,4x10° células totales) en medio basal de hAMSC a 37°C, en condiciones
de normoxia e hipoxia. EI medio fue remplazado cada 2 dias hasta alcanzar un 80% de
confluencia. En ambas condiciones, fueron efectuados tres ciclos de induccion-
mantenimiento de adipogénesis: cada ciclo consistio en la incubacidn de las células en
medio de induccién de adipogénesis ( Differentiation media BulletKits — adipogenic, Lonza,
Basilea, Suiza) durante 3 dias, seguido de 3 dias en medio de mantenimiento de
adipogénesis (Differentiation media BulletKits — adipogenic, Lonza, Basilea, Suiza).
Células control no inducidas fueron cultivadas en medio de mantenimiento de
adipogénesis conservando los ciclos en las dos condiciones de concentracion de oxigeno.
Después de estos 3 ciclos, los cultivos fueron mantenidos 7 dias mas en medio de
mantenimiento de adipogénesis, cambiando el medio cada 3 dias.
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Al finalizar el proceso de diferenciacion, las células fueron lavadas con PBS (Lonza,
Basilea, Suiza) y fijadas con formalina al 10% durante 60 minutos. Retirada la formalina,
los pocillos fueron lavados con H,O destilada. Se afiadieron 2 mL de isopropanol al 60%
durante 5 minutos. Después de eliminar el isopropanol, los cultivos fueron tefiidos con 2
mL de O/ Red (solucién stock: 300 mg Of/ Red (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.) en
100 mL de isopropanol 99%) durante 10 minutos. Después, se elimind el colorante, se
lavd con agua y se dejé secar a temperatura ambiente. Al microscopio optico, los
acumulos lipidicos se tifien en rojo. Se tomaron imagenes al microscopio de campo claro
(Axiovert 40 CFL, Zeiss, Oberkochen, Alemania).

3.2.3.3 Condrogénesis

Cultivos de hAMSC en pase 4 mantenidos en condiciones de normoxia e hipoxia fueron
tripsinizados y centrifugados a 100xg durante 5 minutos. El sobrenadante fue eliminado
y las células se resuspendieron en el volumen correspondiente de StemPro®
Chrondrogenesis differentiation kit (Gibco, Grand Island, Nueva York, EE.UU.) para
obtener una concentracion final de 1,6x107 células/mL. Se pipetearon 5 pL (una gota)
de la suspensidon anterior generando micromasas en diferentes pocillos de placas
multipocillo M24 y se incubaron en condiciones de normoxia e hipoxia durante 18 horas,
pasadas las cuales se afiadio medio StemPro® Chrondrogenesis differentiation kit fresco.
Micromasas de células control no inducidas generadas siguiendo el mismo procedimiento
fueron cultivadas en medio basal en ambas condiciones de concentracion de oxigeno. El

medio fue cambiado cada 3 dias.

Tras 14 dias, los cultivos fueron lavados con PBS (Lonza, Basilea, Suiza) y fijados con
formaldehido al 4% durante 30 minutos. A continuacidn, se eliminé el formaldehido, los
cultivos lavados con PBS vy tefiidos con azul alcian (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)
en HCl 0,1N 30 minutos. La tincién azul indica la sintesis de proteoglicanos por
condrocitos. Se tomaron imagenes al microscopio de campo claro (Axiovert 40 CFL, Zeiss,

Oberkochen, Alemania).
3.3 EXPRESION DE MARCADORES DE PLURIPOTENCIA MEDIANTE RT-PCR

Con el objetivo de analizar la expresion de genes relacionados con pluripotencia, se
sembraron hAMSC y se mantuvieron en cultivo en normoxia e hipoxia hasta alcanzar
confluencia. En paralelo, se cultivd la linea HEK293T en normoxia en el medio adecuado.
Para la extraccidon de ARN se utilizé el kit RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania).
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El proceso se realizd de forma automatica en el equipo QIACUBE (QIAGEN, Hilden,
Alemania). La cuantificacion de la concentracion de ARN se realizd mediante
espectrofotdmetro NanoDrop® ND 1000, mientras que la determinacién de la integridad
del ARN y la obtencion de nimero de integridad de ARN (RIN, del inglés, RNA integrity
number) se realizd mediante electroforesis utilizando RNA Nano Chips en el equipo 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE.UU.). Para la
retrotranscipcion de ARN se utilizd el “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit’
(Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EE.UU.). Se retrotranscribieron 250 ng
de ARN en un volumen final de 20 pL. Posteriormente las muestras se diluyeron con H,O
destilada a una concentracion final de ADNc de 2,5 ng/uL. Las condiciones de la RT-PCR

fueron las siguientes: 10 minutos 25°C, 2 minutos 37°C, 5 segundos 85°C, co 4°C.

Las reacciones de PCR a tiempo real (RT-PCR) se llevaron a cabo por triplicado para
cada ADNc, empleando sondas TagMan comerciales para los genes OC74, SOX2 y
NANOGy TagMan™ Universal Master Mix II, no UNG 1X (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, EE.UU.) en un volumen final de 10 pL. El software empleado para el
analisis de los datos fue SDS Software (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts,
EE.UU.).

Como control se utilizd ARN extraido de iPSC. Le agradezco sinceramente a la Dra. Eva
Richard (Universidad Autdbnoma de Madrid) la cesion de una muestra de ARN de una
linea iPSC control (FiPS Ctrl2-SV4F-1) obtenida del "Banco Nacional de Lineas Celulares"
del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII, Madrid, Espaifa). Para el uso de esta linea iPSC,
la Dra. Richard cuenta con la aprobacién ética otorgada por el Comité de Etica de la
Universidad Auténoma de Madrid y con la autorizacién de la Direccidn General de

Investigacion, Formacion e Infraestructuras Sanitarias, Comunidad de Madrid, Espana.
3.4 ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR

Las hAMSC fueron sembradas por triplicado, a una concentracién inicial de 10* células
por cm? (tiempo 0) en placas multipocillo M6 (10 cm?) e incubadas a 37°C en condiciones
de normoxia e hipoxia. Los cultivos fueron recogidos a los 5 dias, cuantificados mediante
hemocitdmetro y resembrados de nuevo a la densidad inicial de 10* células/cm?. Se
repitié este protocolo durante 25 dias. El nimero de duplicaciones del cultivo en cada
pase se calculd segun la ecuacion: logz (nimero de células recogidas/nimero de células
sembradas). La formula de Patterson fue utilizada para la determinacion del tiempo de
duplicacién (Tq): Ta=Txlog2/log(Ni/No), donde T es el tiempo en horas que tarda el
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cultivo para proliferar desde un No a N; siendo N el contaje celular. La curva de
proliferacion se determind mediante la suma acumulativa de los tiempos de duplicacion

correspondientes a cada pase celular.
3.5 ENSAYOS DE MOVILIDAD CELULAR IN VITRO-"HERIDA EN PLACA”

Un total de 4x10° hAMSC en pases 4 y 8 fueron sembradas en placas multipocillo M6 e
incubadas en normoxia e hipoxia. Cuando los cultivos alcanzaron confluencia se realiz6
una “herida” utilizando una punta estéril (con este método se obtiene un “camino” libre
de células). El seguimiento de la movilidad celular se efectud a las 2, 5, 8, 10 y 24 horas,
midiendo el ancho de la “herida” generada en centimetros. La anchura de la “herida” a
tiempo 0 se tomd como referencia para los calculos posteriores. La capacidad migratoria
de las hAMSC in vitro se expresa como el porcentaje de cierre de la herida mediante la
férmula: anchura inicial de la herida menos la anchura de la herida en el tiempo
indicado/la anchura inicial de la herida (en porcentaje). Las imagenes en campo claro de
los cultivos se adquirieron utilizando una camara acoplada al microscopio (Axiovert 40
CFL, Zeiss, Oberkochen, Alemania). El software para la adquisicion de imagenes utilizado
fue ZEN2011.

3.6 INMUNOFLUORESCENCIA DE MARCADORES MESENQUIMALES,
EPITELIALES Y NEURALES

Con el objetivo de evaluar la expresion de marcadores mesenquimales, epiteliales y
neurales, se mantuvieron cultivos de hAMSC (pases 3 é 4) en normoxia e hipoxia en
medio basal DMEM alto en glucosa. Al alcanzar el 90% de confluencia, fueron fijados
con paraformaldehido (PFA) al 4%. Para la realizacidon de las inmunofluorescencias, las
muestras fueron permeabilizadas y bloqueadas con solucion de bloqueo (PBS, Tritdn X-
100 0,1%, FBS 5%) durante 30 minutos a temperatura ambiente y, a continuacion,
fueron incubadas con el correspondiente anticuerpo primario (tabla 2) diluido en

solucién de bloqueo a 4°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, las muestras se lavaron 3 veces con PBS 1X durante 5 minutos y se
incubaron con el anticuerpo secundario fluorescente correspondiente (tabla 2), diluido
en solucion de bloqueo, durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad. Una vez
transcurrido el tiempo indicado, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X. A
continuacién, las muestras se incubaron durante 5 minutos con DAPI (4’6-diamidino-2-

fenilindol; 1 ug/mL, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Se realizaron 3 nuevos lavados
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de 5 minutos con PBS 1Xy se montaron con Fluoromount (Southern Biotech, Birmingham,

Alabama, EE.UU.). Las muestras fueron observadas en un microscopio fluorescente

invertido con un objetivo de inmersién de 40X (DMi8, Leica, Wetzlar, Alemania).

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la deteccion de marcadores
mesenquimales, epiteliales y neurales

ANTICUERPO

Vimentina

E-cadherina

Tuj-1

Nestina

GFAP

Anticuerpos
secundarios

REACTIVIDAD

Proteina de los
filamentos
intermedios del
citoesqueleto
intracelular
Glicoproteina de
transmembrana
de adhesion
celular

Antigeno nuclear
neuronal

B-3 tubulina
especifica de
neuronas
Proteina del
filamento
intermedio de
progenitores
neurales y
neuronas
Proteina acida
fibrilar glial
miembro
especifico glial de
la familia de las
proteinas de
filamentos
intermedios

IgG pollo
IgG ratén
IgG cobaya

IgG conejo

ORIGEN

Pollo policlonal

Ratoén
monoclonal

Conejo
monoclonal

Ratén
monoclonal

Raton
monoclonal

Cobaya
policlonal

Cabra
Cabra
Cabra

Burro

CASA
COMERCIAL

Abcam

Becton
Dickinson

Abcam

Convance

Merck

Synaptic
Systems

Thermo
Fisher

Thermo
Fisher

Thermo
Fisher

Thermo
Fisher

REFERENCIA

ab24525

ab397581

ab177487

MMS-435P

MAB5326

173_004

A-11039

A-11029

A-21435

A-21207

DILUCION

1:1000

1:50

1:300

1:500

1:300

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500
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3.7 EVALUACION DE LA REGENERACION AXONAL

$° T hAMSC
L -

| 1 i
A B C Medio
) _— condicionado

< Porcentaje de neuronas con axén
Longitud axonal media

Figura 11: Modelo de estudio de regeneracion axonal mediada por las hAMSC.
Tlustracion representativa del esquema de trabajo de los ensayos de regeneracion. Se extrajeron
las retinas de ratas adultas Wistar, tras cortar el nervio éptico. Después se llevd a cabo su
disociacion y digestion con papaina , tras lo cual la suspension neuronal obtenida, con las células
ganglionares de retina (CGR), se sembro (A) sobre una monocapa de hAMSC (co-cultivo directo),
(B) en la parte inferior del pocillo con inserto Transwell (co-cultivo indirecto) y (C) con medios
condicionados por hAMSC. Tras 96 horas, las neuronas son fijadas y se analiza mediante
inmunofluorescencia el porcentaje de neuronas con axon y longitud axonal media (um/neurona).
Elaboracién propia mediante BioRender.

3.7.1 Co-cultivos directos de hAMSC y GEO con neuronas ganglionares de
retina de rata adulta

Se sembraron diferentes densidades de hAMSC (5x10%, 8x10% y 1x10° células totales) y
como control de baja regeneracion, células de GEO TS12 (1,1x10° células totales) en

cubreobjetos redondos de 12 milimetros en placas M24 y se dejaron crecer 24 horas
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para que formasen un monocapa celular. Las células ganglionares de retina de rata
adulta (ratas Wistar macho de 2 meses de edad; Envigo RMS Spain, SL) fueron extraidas
utilizando el kit de papaina (20 unidades/mL; Worthington Biochemical Corporation, New
Jersey, EE.UU.) siguiendo el protocolo previamente establecido por Wigley et al. y
modificado por la Dra. Moreno-Flores et al. (Wigley & Berry, 1988; Sonigra et al., 1999;
Portela-Lomba et al., 2020).

Brevemente, las retinas extraidas de rata adulta se colocaron sobre papaina y se
trocearon con ayuda de un bisturi para obtener fragmentos de tamafio menor a 1
milimetro. Posteriormente, se incubaron a 37°C durante 30 minutos, agitandolas cada
10 minutos. El tejido fragmentado se disgregd mecanicamente pipeteando la solucién
con una pipeta Pasteur de vidrio 10-15 veces hasta obtener una suspensién homogénea.
A continuacion, se paro6 la digestion de la papaina y se centrifugaron las células durante
5 minutos a 200xg.

El pellet fue resuspendido en medio neurobasal (medio NB, Gibco, Grand Island, Nueva
York, EE.UU.) suplementado con B-27 (B-27, Gibco, Grand Island, Nueva York, EE.UU.),
con glutamina 2 mM (Lonza, Basilea, Suiza) y una solucién de antibidticos y antimicoticos
(Pen/Strep/Fung 10k/10k/25ug, Lonza, Basilea, Suiza) (NB-B27).

El medio de cultivo de las hAMSC y TS12 fue reemplazado por medio NB-B27 fresco. La
suspensidn con las neuronas disociadas resuspendidas finalmente en medio NB-B27 fue
pipeteada sobre las monocapas celulares correspondientes (proporcién 2 retinas/20
pocillos M24). Asimismo, se sembraron cultivos control de neuronas sobre cubreobjetos
pre-tratados con Poli-L-Lisina (PLL, 10 pug/mL; Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.). Los
co-cultivos fueron mantenidos 96 horas a 37°C tanto en normoxia como en hipoxia
(figura 11A).

Pasado el tiempo de incubacion, los co-cultivos fueron fijados con PFA al 4% para su

posterior analisis mediante inmunofluorescencia.

3.7.2 Co-cultivos indirectos de hAMSC y GEO con neuronas ganglionares de

retina de rata adulta (sistema Transwell)

La suspension neuronal obtenida a partir de retinas disociadas por el procedimiento
descrito anteriormente fue sembrada sobre cubreobjetos pre-tratados con PLL 10 pg/mL

y colocados en la parte inferior de los pocillos de placas M24. Las hAMSC se sembraron
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directamente en insertos Transwell de 0,4 um de tamano de poro a una densidad de 10*
células/cm?. Los insertos se colocaron en los pocillos sobre los cultivos de CGR, evitando
el contacto con ellas. Este sistema se incubd en medio NB-B27 y se mantuvo en normoxia
e hipoxia durante 96 horas. Cultivos control de neuronas ganglionares fueron sembrados
sobre PLL 10 pg/mL. Los cultivos con las neuronas de retina fueron fijados con PFA al
4% (figura 11B) para su posterior analisis por inmunofluorescencia y cuantificacion de

la regeneracion axonal.

Para comprobar la adherencia de las hAMSC a la parte superior de las membranas
Transwell, éstas fueron fijadas con metanol durante 5 minutos, lavadas con H,O
destilada y tefiidas con azul de metileno durante 10 minutos. Tras la tincién, las
membranas fueron lavadas con H,O destilada para eliminar los restos de colorante y
observadas al microscopio optico (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Oberkochen, Alemania).

3.7.3 Evaluacion de la regeneracion axonal producida por medios
condicionados

Las hAMSC se sembraron a una densidad de 10* células/cm? en medio basal DMEM alto
en glucosa. Cuando los cultivos alcanzaron aproximadamente el 90% de confluencia, las
hAMSC se lavaron con PBS (PBS EDTA pH 7,5; Lonza, Basilea, Suiza) y se mantuvieron
en medio NB-B27 durante 96 horas. Se recogié el medio condicionado y se centrifugd a
400xg durante 5 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se afiadieron inmediatamente a
las superficies de cultivo (pocillos M24 con cubreobjetos circulares de 12 mm) sobre las

que se realizaron los ensayos de regeneracidn axonal.

Las neuronas axotomizadas se sembraron como se ha descrito anteriormente y se
cultivaron en medio condicionado o un volumen equivalente de medio NB-B27 (control).
Las células se incubaron durante 96 horas, pasadas las cuales se fijaron con PFA al 4%
para su posterior analisis por inmunofluorescencia y cuantificacién de la regeneracion

axonal (figura 11C).
3.7.4 Anticuerpos bloqueantes de factores neurotroéficos

Con el objetivo de determinar el papel que juegan las neurotrofinas BDNF y NGF en
neurorregeneracion mediada por hAMSC, se realizaron co-cultivos de CGR y hAMSC
como se ha descrito previamente, y tras sembrar las CGR se administraron
inmediatamente los siguientes anticuerpos bloqueantes/neutralizantes: anti-BDNF
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(isotipo IgG, oveja, Invitrogen, cat# PA1-18363) y anti-NGF (isotipo IgG, conejo,
Invitrogen, cat# PA1-18377). Como controles, algunos co-cultivos se trataron en
paralelo con anticuerpos IgG de oveja (Invitrogen, cat# 31243) e IgG de conejo
(Proteintech, cat# 14678-1-AP). Todos los anticuerpos neutralizantes se utilizaron a una
concentracion final de 20 pg/ml. Cultivos control de neuronas ganglionares fueron
sembrados sobre PLL y sobre 8x10* hAMSC. Finalmente, todos los cultivos se incubaron
durante 96 horas y posteriormente se fijaron con PFA al 4% para su posterior analisis

por inmunofluorescencia y cuantificacién de la regeneracion axonal.

3.7.5 Inmunodeteccion de factores neurotroéficos y factor inducido por

hipoxia

Las hAMSC fueron sembradas a una densidad inicial de 10* células/cm? e incubadas en
normoxia e hipoxia hasta alcanzar confluencia. Tras lavar con PBS, las células fueron
recuperadas utilizando un rascador y homogeneizadas en tampon de extraccion de
proteinas (RIPA buffer compuesto por NaCl 150 mM, IGEPAL® 1%, DOC 0,5%, SDS
0,1%, Tris pH 8 50 mM) suplementado con inhibidores de proteasas 50X (Roche,
Mannheim, Alemania) a 4°C. La solucidn fue centrifugada a 15.700xg durante 20 minutos
a 4°C y los sobrenadantes guardados a -80°C. La concentracion total de proteina fue
cuantificada mediante la técnica basada en el acido bicinconinico (BCA del inglés,

bicinchoninic acid assay) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.).

Las muestras de proteinas (30 pg) fueron resueltas en geles de poliacrilamida al 10%
en condiciones desnaturalizantes y reductoras. Posteriormente, se realizd la
transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF. La transferencia se realizé a
20 voltios a temperatura ambiente durante toda la noche en tampdn de transferencia
(Tris-HCI 25 mM, glicina 0,192 M, metanol 20%). Una vez comprobada la transferencia
mediante tincidon con rojo Ponceau, la membrana fue bloqueada durante una hora a
temperatura ambiente en solucién de bloqueo T-TBS, 5% leche desnatada en T-TBS (T-
TBS: Tris-HCl pH 7,1 20 mM, NaCl 137 mM, Tween 0,05%). A continuacion, la membrana
se incubd toda la noche a 4°C con diferentes anticuerpos primarios empleando la dilucién
optima para cada uno de ellos en T-TBS-solucion de bloqueo (1:1). Los anticuerpos
empleados se detallan en la tabla 3. A continuacién, la membrana fue lavada 4 veces
durante 5 minutos con T-TBS e incubada a temperatura ambiente durante una hora con
el anticuerpo secundario correspondiente diluido en T-TBS. Posteriormente, se realizaron
3 lavados de 5 minutos con T-TBS y un lavado final de 5 minutos con TBS (Tris-HCL pH
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7,1 20 mM, NaCl 137 mM). Los resultados fueron revelados utilizando el sistema de
deteccion de quimioluminiscencia con ECL (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido)
y se tomaron imagenes con el equipo ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, Hercules,
California, EE.UU.). La cuantificacion relativa de las bandas obtenidas se realizé mediante
el software Image] (Image], NIH).

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para la inmunodeteccion de proteinas intracelulares

CASA p
ANTICUERPO REACTIVIDAD ORIGEN COMERCIAL REFERENCIA DILUCION
Factor
BDNF jeligncnce Conejo Abcam ab108319 1:1000
derivado de monoclonal
cerebro
Factor Coneio
NGF neurotroéfico ) Abcam ab52918 1:1000
. monoclonal
nervioso
NT-3 Neurotrofina 3 Conejo policlonal Abcam ab75960 1:1000
HIF Factor inducible Conejo Abcam ab51608 1:1000
por hipoxia monoclonal
Péptido N-
p-actina termlr!al della Ratén monoclonal Merck A5441 1:5000
actina B
citoplasmatica

3.7.6 Cuantificacion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF),

factor de crecimiento nervioso (NGF) y neurotrofina 3 (NT-3)

Se analizaron los niveles de BDNF, NGF y NT-3 en los medios obtenidos de los co-cultivos
directos e indirectos y en medio NB-B27 condicionado por hAMSC. Para ello, se
emplearon los kits ELISA de BDNF humano (Abcam, cat# ab1212166), de factor de
crecimiento nervioso beta humano (Abcam, cat# ab193760) y de factor de neurotrofina
3 humana (Invitrogen, cat# EHNTF3) siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Las
muestras fueron analizadas por el lector de absorbancia de microplacas Sunrise™ (Tecan
Trading AG, Suiza).

Tras las 96 horas de incubacidn de los ensayos de regeneracion (co-cultivos directos e
indirectos, ver apartados 3.7.1 y 3.7.2), el medio condicionado fue recogido y
centrifugado a 1.200xg durante 5 minutos para eliminar restos celulares. El

sobrenadante fue guardado a -80°C hasta su uso.
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En paralelo, se sembraron 8x10* hAMSC en medio NB-B27 y se mantuvieron en
condiciones de normoxia e hipoxia durante 96 horas, tras las cuales, se recogié el medio
condicionado y se centrifugd a 1.200xg durante 5 minutos. Los sobrenadantes obtenidos
fueron guardados a -80°C hasta su analisis.

3.7.7 Cuantificacion de la capacidad neurorregenerativa de hAMSC

La evaluacion de la capacidad neurorregenerativa de las hAMSC mediante los co-cultivos
de hAMSC y TS12 con CGR axotomizadas, co-cultivos indirectos y medios condicionados
se llevd a cabo mediante inmunofluorescencia. Una vez fijadas, las muestras fueron
permeabilizadas y bloqueadas en solucién de bloqueo (PBS 1X, triton 0,1%, FBS 1%)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se incubaron con el
anticuerpo primario correspondiente en solucidon de bloqueo a la dilucién éptima para
cada uno de ellos (tabla 4). La incubacién se realizé a 4°C durante toda la noche. A
continuacidn, las muestras fueron lavadas tres veces durante 5 minutos con PBS 1X e
incubadas con el anticuerpo secundario fluorescente adecuado, en su dilucidon 6ptima.
La incubacidon se realizd en solucion de bloqueo durante una hora a temperatura
ambiente y oscuridad. Posteriormente, las muestras fueron lavadas tres veces durante
5 minutos con PBS 1X y se montaron con Flouromount (Southern Biotech, Birmingham,
Alabama, EE.UU.). Las muestras fueron observadas en un microscopio fluorescente
invertido con un objetivo de inmersion de 40X (DMi8, Leica, Wetzlar, Alemania) y se
tomaron un minimo de 30 campos (que contuvieran un minimo de 200 neuronas) de

manera aleatoria.

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para la evaluacion de la neurorregeneracion mediante
inmunofluorescencia

CASA ,
ANTICUERPO REACTIVIDAD ORIGEN COMERCIAL REFERENCIA DILUCION
MAP2A,B,
marcador del Laboratorio Dr.
514 compartimento  Conejo Policlonal Avila (CBM- - 1:400
somato- UAM)
dendritico
Marcador
axonal, Raton . )
SMI31 neurofilamento Monoclonal BioLegend 801601 1:500
H fosforilado
. IgG ratén Cabra Thermo Fisher A-11029 1:500
Anticuerpos
secundarios ) )
IgG conejo Burro Thermo Fisher A-21207 1:500
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La capacidad neurorregenerativa de las hAMSC se valord mediante la determinacién de
2 parametros: porcentaje de neuronas que han regenerado axon, calculado como
(nimero de neuronas con axén/numero total de neuronas) x 100 y la longitud media de
los axones regenerados, calculado como longitud total de los axones regenerados en las
neuronas contadas/numero total de neuronas contadas (expresado como pm/neurona).
Se empled el software Image] (Imagel, NIH) para la cuantificacién de las sefiales de

fluorescencia y la longitud de los axones se determind mediante el p/ugin Neuronl.
3.8 ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES DE LOS AXONES REGENERADOS

3.8.1 Deteccion de la expresion de vesiculas sinapticas maduras y canales de

sodio activados por voltaje

Para detectar la expresidn de vesiculas sinapticas maduras y canales de sodio activados
por voltaje (VGSC, del inglés, voltage-gated sodium channels) en axones regenerados,
se fijaron, permeabilizaron y bloguearon co-cultivos directos e indirectos como se ha
descrito previamente. A continuacion, se presenta una tabla con la informacién de los

anticuerpos empleados (tabla 5).

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para la evaluacion de la maduracion axonal mediante
inmunofluorescencia

CASA p
ANTICUERPO REACTIVIDAD ORIGEN COMERCIAL REFERENCIA DILUCION
MAP2A,B,
marcador del Laboratorio
514 compartimento  Conejo Policlonal Dr. Avila - 1:400
somato- (CBM-UAM)
dendritico
Glicoproteina de Laboratorio
SV2A la membrana Ratén Dr. Morcillo ) 1:200
de vesiculas (Universidad
sinapticas Extremadura)
Subunidad a del
SCN1A canal de sodio  Ratén monoclonal Merck S8809 1:100
Navl.1
Fosfoproteina
neuronal que
Sinapsina I recubre las Conejo Policlonal Abcam ab254349 1:1000
vesiculas
sinapticas
IgG raton Cabra TFh.ermo A-11029 1:500
isher
Anticuerpos 1 i Burro Thermo A-21207 1:500
secundarios Fisher
IgG conejo Burro T[Eermo A-31573 1:500
isher
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3.8.2 Electrofisiologia

Neuronas con axon regenerado fueron registradas utilizando la técnica Patch-clamp en
su configuracion de célula completa (del inglés, whole-cell) en los modos de fijacion de
voltaje y de corriente (del inglés, voltage-clampy current-clamp) (Hamill et al., 1981)
utilizando un amplificador Axopatch 200A (Axoninstruments, FosterCity, CA, Estados
Unidos). Se fabricaron pipetas de borosilicato (1,2 mm de didmetro exterior) con un
filamento interno de tungsteno utilizando un extractor de pipetas vertical (Narishige mod.
P88, Narishige, Tokio, Japdn). El didametro interior de la pipeta fue de aproximadamente
0,5 a 1 um. El llenado de la pipeta se realizd con una solucion intracelular que contiene
(en mM): NaCl 10, KCl 110, EGTA 5, CaCl; 0,5, MgCl; 1 y glucosa 10 (pH 7,4). La
resistencia eléctrica de las pipetas se mantuvo en el rango de 8-12 MQ (Mega Ohmios).
La resistencia del sello fue de aproximadamente 1 a 3 GQ (Giga Ohmios). El potencial
de unidn liquida se corrigié de forma rutinaria. El electrodo (de Ag o AgCl) se conecté a
la perfusidn a través de un puente de agarosa. El voltaje celular se mantuvo a —80 mV
y se aplicaron pulsos despolarizantes de 30 milisegundos de duracién en pasos de 5 mV.
Tanto para el mantenimiento del potencial de membrana como la generacién de pulsos
se empled un ordenador personal conectado a CED plus (Cambridge Electronic Design
Ltd., Cambridge, Inglaterra). Las sefales fueron filtradas con un corte apropiado para
cada frecuencia y los datos se muestrearon entre 0,2 y 10 kHz (kilohercio). El analisis

de datos se realizd fuera de linea utilizando un ordenador personal.
3.9 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism (versién 9.0; San
Diego, California, EE.UU.). Los resultados mostrados a lo largo de este trabajo de

investigacion corresponden con la media estadistica mas menos la desviacion estandar.

Para evaluar las diferencias en la capacidad de migracién /n vitro de las hAMSC se aplicd
la prueba t para muestras independientes. La significacion estadistica se establecié con

un valor de p<0,05.

Para evaluar las diferencias en la capacidad de proliferacidon de las hAMSC y su expresién
de factores neurotrdficos se aplicd el test Two-way ANOVA seguido del post-test Sidak.
La significacion estadistica se establecié con un valor de p<0,05.
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Para las comparaciones estadisticas del estudio de la capacidad regenerativa, se aplico
el test One-way ANOVA, seguido del post-test de Dunnet, para la comparaciéon multiple

entre las medias. La significacion estadistica se establecié con un valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACION DE LAS CELULAS MESENQUIMALES ESTROMALES DE
LA MEMBRANA AMNIOTICA

La placenta humana representa un significativo reservorio de MSC, las cuales, gracias a
sus propiedades Unicas, se perfilan como candidatas ideales para la aplicacion en terapia
celular. El primer objetivo de esta tesis doctoral consistié en la caracterizacion de la linea
de hAMSC de placenta humana utilizada por nuestro grupo. Ademas, se quiso comprobar
su adecuacion a la definicién establecida para las MSC por la ISCT.

La caracterizacion de las hAMSC se realizd al 21% de concentracion de oxigeno
(normoxia) y al 1% de concentracion de oxigeno, que corresponde a condiciones de
hipoxia. De manera rutinaria los cultivos de MSC se mantienen en condiciones
consideradas como normoxicas, con una concentracién de oxigeno del 21%, que
corresponde con la del aire inhalado. Sin embargo, esta concentracion es
significativamente superior a las de los nichos naturales de MSC, donde, a pesar de ser
adyacentes a regiones perivasculares, las concentraciones de oxigeno son bajas. Por
esta razon, evaluamos el papel que juega la concentracion de oxigeno en el

mantenimiento de las caracteristicas y propiedades de las hAMSC.
4.1.1 Caracterizacion de hAMSC como MSC

En primer lugar, valoramos la adecuacion de las hAMSC a los criterios establecidos por
la ISCT publicados en 2006 para la definicién de células mesenquimales estromales.
Segun éstos, las hAMSC deben ser adherentes en condiciones de cultivo estandar,
expresar un panel especifico de antigenos de superficie y diferenciarse a las tres lineas

mesodérmicas /n vitro (Dominici et al., 2006).
4.1.1.1 Caracterizacion morfoldgica

Las hAMSC fueron sembradas en medio DMEM alto en glucosa y mantenidas en
condiciones de normoxia (21% de O;) e hipoxia (1% de O;). Como puede observarse en
la figura 12, en ambas condiciones de cultivo, las células crecen adheridas a las placas
y muestran la caracteristica forma fibroblastica de las MSC, manteniéndose ésta a lo

largo del tiempo en cultivo (pases 3 a 8).
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Normoxia

Figura 12. Caracterizacion morfoldgica de las hAMSC. Imagenes representativas en
campo claro del cultivo de hAMSC en normoxia (izquierda) e hipoxia (derecha). La barra de escala
equivale a 500 pum.

4.1.1.2 Inmunofenotipo

Con el objetivo de determinar la expresion en superficie de un panel consenso de
antigenos asociados al linaje mesenquimal, epitelial y hematopoyético, se sometieron a
las células a un andlisis por citometria de flujo. Se incluyd en este estudio ecto-5'-
nucleotidasa (CD73), Thy-1 (CD90), endoglina (CD105), marcadores de linaje
hematopoyético (CD34 y CD45), marcador de monocitos (CD14) y marcador de células
B (CD19). Ademas, el inmunofenotipo se completd con la evaluacion de la expresion de
las moléculas tipo II del complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC-II), HLA-
DR, como aproximacion del estudio del estatus inmunoldgico de las hAMSC.

Los resultados obtenidos (figura 13) permiten determinar que nuestras células, de
manera independiente a la condicidn de cultivo, son positivas para marcadores de células
mesenquimales (CD73, CD90 y CD105) y negativas para los de células hematopoyéticas
(CD34, CD45, CD14, CD19). Ademas, en estas mismas condiciones, las células son
negativas respecto a la expresion del determinante HLA-DR de las moléculas tipo II del
sistema HLA humano en normoxia y presentan una baja expresidon en hipoxia. Estos
resultados son consistentes con lo encontrado en bibliografia y confirman el patron de
expresion de antigenos de superficie de las MSC propuesto por la ISCT (Portmann-Lanz
et al., 2006; Kim et al., 2007; Soncini et al., 2007; Diaz-Prado et al., 2011).
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Figura 13. Inmunofenotipo de las hAMSC. Expresion de marcadores de superficie de las
hAMSC analizada mediante citometria de flujo: las hAMSC son positivas para CD73, CD90, CD105,
y negativas para CD34, CD14, CD19, CD45 y HLA-DR en normoxia e hipoxia.

4.1.1.3 Capacidad de diferenciacion in vitro

Las células mesenquimales estromales son células multipotentes, es decir, su potencial
de diferenciacidn esta restringido a una capa germinal, diferenciandose a los tres linajes
mesodérmicos: osteogénico, adipogénico y condrogénico. Para comprobar la capacidad
de diferenciacién de nuestras células hAMSC, se mantuvieron cultivos de estas células
en los medios de induccién correspondientes en paralelo con cultivos en medios estandar
utilizados como controles. La evaluacion histoquimica de las hAMSC inducidas en
diferentes concentraciones de oxigeno mostrd su capacidad para diferenciarse en

adipocitos, osteocitos y condrocitos (figura 14).

Para la deteccion de la diferenciacion osteogénica in vitro, se empled el método de
tincidn con alizarin red, lo que permite detectar depdsitos de calcio tefidos de rojo tras
la observacién bajo el microscopio Optico. El nimero de focos de calcificacién se
incrementa en condiciones de baja concentracion de oxigeno (figura 14A), indicando

que las células hAMSC mejoran su potencial de diferenciacién en hipoxia.

La diferenciacion adipogénica /n vitro dio lugar a la presencia de vacuolas lipidicas que
se tifieron de rojo con el colorante o/ red (figura 14B). La formacién de estas vacuolas
lipidicas tras la induccién esta condicionada por las condiciones de oxigeno en el cultivo,

viéndose incrementado su nimero cuando las células son diferenciadas en hipoxia.
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Figura 14. Estudio de la capacidad de diferenciacion de las hAMSC a los tres
linajes mesodérmicos. (A) la diferenciacion osteogénica fue confirmada mediante la tincion
de depositos de calcio por alizarin red: (B) la tincién de mediante oi/ red de vacuolas lipidicas
demostrd la capacidad de diferenciacion adipogénica; (C) la diferenciacion condrogénica se
evalué mediante la tincion de proteoglicanos por azul alcian. Las flechas oscuras indican la
presencia de vacuolas lipidicas. La barra de escala equivale a 100 pym.

Por Ultimo, el potencial de diferenciacion condrogénica /n vitro fue confirmado mediante
la tincién de proteoglicanos carboxilados y sulfatados en la matriz extracelular
cartilaginosa por el colorante azul alcian. En la figura 14C se muestran los resultados

de la tincion tanto en normoxia como en hipoxia.

Las hAMSC, por tanto, son capaces de diferenciarse /n vitro a los tres linajes
mesodérmicos. Los resultados obtenidos, ademas, indican que las hAMSC mejoran su

potencial de diferenciacion osteogénica y adipogénica en condiciones de hipoxia.

Como conclusion, podemos afirmar que las hAMSC se ajustan a los criterios marcados

por la ISCT para la definicidn de células mesenquimales estromales humanas.

4.1.2 Expresion de otros marcadores epiteliales, mesenquimales, neuronales

y moléculas de adhesion

Para profundizar en la caracterizacion de las hAMSC, analizamos, mediante
inmunofluorescencia y citometria de flujo, la expresién de un panel de marcadores
mesenquimales y de moléculas de adhesion (vimentina, CD44 y CD133), y marcadores
epiteliales, como CD324 (E-cadherina). La vimentina es una proteina clave del
citoesqueleto, correspondiente a los filamentos intermedios tipo III que se encuentra en

las células de origen mesenquimal. CD44 es una glicoproteina transmembrana que ejerce
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diversas funciones, se expresa en la superficie de las MSC, entre otras células, y que
estd implicada en autorrenovacion y diferenciacion celular. Por su parte, CD133, también
conocida como prominina-1, es una glicoproteina de membrana que se utiliza a menudo
como marcador de diversas poblaciones de células madre y progenitoras (Barzegar
Behrooz et al., 2019).

Como se muestra en la figura 15A, confirmamos que las hAMSC en cultivo in vitro
expresan el marcador de células mesenquimales vimentina, tanto en normoxia como en
hipoxia. El analisis y cuantificacion de la expresion en superficie de CD44 por citometria
de flujo confirmd que el 99,92% vy el 100% de las hAMSC cultivadas en normoxia e
hipoxia, respectivamente, eran positivas para este marcador (figura 15B). Las células
son negativas para CD133 en ambas concentraciones de oxigeno (figura 15C).
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Figura 15. Analisis de expresion de marcadores mesenquimales y moléculas de
adhesion. (A) Imagenes representativas de inmunofluorescencia del marcador mesenquimal
vimentina en hAMSC en normoxia e hipoxia. La barra de escala equivale a 100 um. Histogramas
obtenidos por citometria de flujo de la expresién de marcadores CD44 (B) y CD133 (C) por hAMSC
en diferentes concentraciones de oxigeno.

Por otra parte, analizamos la expresion de E-cadherina, proteina de union intercelular
del epitelio que forma parte de las uniones adherentes célula-célula y ampliamente usado

como marcador epitelial. En el contexto de las MSC, la expresion de E-cadherina suele
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ser baja o ausente, dado su origen mesenquimal. A diferencia de las células epiteliales,
que expresan E-cadherina, las MSC muestran un patron diferente de moléculas de
adhesion celular, expresando preferentemente N-cadherina y cadherina-11. En nuestras
condiciones de cultivo, tanto en normoxia como en hipoxia, las hAMSC son negativas
para E-cadherina, como muestran las imagenes de la figura 16.

E-cadherina E-cadherina

Normoxia Hipoxia

Figura 16. Expresion del marcador epitelial E-cadherina en las hAMSC. Imagenes
representativas de inmunofluorescencia del marcador epitelial E-cadherina en cultivos hAMSC
mantenidos en normoxia (izquierda) e hipoxia (derecha). La barra de escala equivale a 100 um.

Para completar el panel de marcadores moleculares expresados por hAMSC y con el
propdsito de valorar su eventual aplicacion en neurorregeneracion, analizamos,
mediante inmunofluorescencia, la expresidon de marcadores neuronales y de
progenitores neurogliales. Como marcadores neuronales generales escogimos [3-
tubulina (Tuj-1) y el antigeno nuclear neuronal NeuN/Fox3 (NeuN), mientras que se
estudiaron nestina y GFAP como marcadores de precursores y células gliales. Los

resultados se muestran en la figura 17.

El analisis de las imagenes obtenidas nos permite concluir que las hAMSC expresan
marcadores neurales. Los cultivos mantenidos en ambas concentraciones de oxigeno
mostraron inmunorreactividad positiva tanto para NeuN y Tuj-1 como para nestina,

mientras que son negativas para el marcador de astrocitos GFAP.
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Figura 17. Expresion de marcadores neuronales y de células gliales en las hAMSC.
Imagenes representativas del analisis por inmunotincién de la expresion de los marcadores
neurales NeuN y Tuj-1 (A) y de nestina (precursores gliales) y GFAP (B) (marcador de astrocitos)
en hAMSC. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. La barra de escala corresponde a 100 pm.

4.1.3 Expresion de marcadores de pluripotencia

Basandose en su potencial de diferenciacion, algunos autores proponen la hipdtesis de
que las células mesenquimales estromales de placenta se sitlan en un estadio
intermedio entre ESC (células pluripotentes) y MSC (células multipotentes). Sin embargo,
trabajos previos publicados por los grupos de Chan et al. y Mihu et al. (Mihu et al., 2009;
Chang et al., 2010), muestran resultados contradictorios respecto a la expresion por
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parte de hAMSC de genes relacionados con pluripotencia. Por ello, nos propusimos
valorar la expresion de NANOG, OCT4 y SOX2 en hAMSC mediante RT-PCR. Como
controles empleamos la linea HEK293T (células de riidn embrionario de ratdén
inmortalizadas) y ARN extraido de la linea iPSC control (FiPS Ctrl2-SV4F-1)
generosamente proporcionado por la Dra. Eva Richard.

Los resultados muestran una mayor expresion de los tres genes analizados en las hAMSC
respecto a células diferenciadas como fibroblastos. Sin embargo, esta expresion es
considerablemente menor cuando se compara con iPSC control (FiPS Ctrl2-SV4F-1). La
expresion de NANOGy OCT4 no depende de las condiciones de cultivo, mientras que la
de SOX2 es mayor en normoxia que en hipoxia (figura 18).

Expresion de marcadores de pluripotencia

2.5
P4 1 HEK293T
2.0 '/ /
1.5 f/ / 1 hAMSC normoxia
| / / [ hAMSC hipoxia
1.0 / z / _
g 1 iPSC
& _—
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Figura 18. Expresion de marcadores de pluripotencia. Analisis por RT-PCR de la
expresion de los genes relacionados con pluripotencia NMANOG, OCT4y SOX2 en normoxia e
hipoxia, en hAMSC y en las lineas celulares HEK293T e FiPS Ctrl2-SV4F-1.

Teniendo en cuenta estos resultados, si bien las hAMSC expresan marcadores
relacionados con pluripotencia en normoxia e hipoxia, los expresan a bajo nivel y no

pueden considerarse células pluripotentes.
4.1.4 Proliferacion celular y tiempo de duplicacion

Con el objetivo de valorar la capacidad proliferativa de las hAMSC, se calculd la
duplicacion acumulada y el tiempo de duplicacion de la poblacién a lo largo de 25 dias,
abarcando desde el pase 3 a pase 8. En este experimento se valord el efecto de la
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concentracion de oxigeno sobre la proliferacion celular. El nimero de duplicaciones del

cultivo en cada pase se determiné utilizando la ecuacion:
log> (numero de células recogidas/numero de células sembradas)

La figura 19A muestra la cinética de crecimiento /n vitro de la expansién de las hAMSC
en normoxia e hipoxia mediante la representacion grafica de la duplicacion celular

acumulada de las poblaciones celulares en funcién del tiempo de cultivo.

En los pases iniciales estudiados (pases 4 a 6), la proliferacion celular es
significativamente mayor cuando los cultivos de hAMSC son mantenidos en hipoxia. La
poblacién de hAMSC en normoxia presenta una media de duplicaciones de 2,42, mientras
que, en hipoxia, la media de duplicaciones en estos pases alcanza de media 3,29. Esto
explica el hecho de que en pase 6, los cultivos en normoxia hayan acumulado un menor

numero de duplicaciones, 7,26 + 0,13, respecto a los cultivos en hipoxia, 9,87 + 0,89.

En los pases tardios 7 y 8, se observa una ralentizacién en la dindmica de crecimiento
celular en ambas concentraciones de oxigeno, lo que sugiere que son pases previos a la
entrada en senescencia. Las duplicaciones celulares en ambos casos son inferiores a 2
(1,92 en normoxia y 1,82 en hipoxia). No obstante, las duplicaciones totales acumuladas
en el Ultimo pase analizado (P8) son mayores en hipoxia. En condiciones de baja
concentracion de oxigeno, los cultivos de hAMSC han doblado la poblacidn celular un
numero veces 13,51 + 1,16 duplicaciones respecto a sus equivalentes mantenidas en

normoxia (11,25 + 0,72 duplicaciones).

Por otra parte, se entiende por tiempo de duplicacion celular (Tq4) el nimero de horas en
las que un cultivo se duplica. Este parametro fue calculado aplicando la formula de
Patterson (ver materiales y métodos). Si bien el tiempo necesario para que la poblacion
se duplique en pases tardios (pase 8) es similar en ambas condiciones de cultivo (66 +
1,6 horas en normoxia y 67 + 2,7 horas en hipoxia), en pases tempranos de los cultivos
(4 a 6) el tiempo de duplicacion en hipoxia es significativamente menor que en normoxia
(figura 19B). En estos pases, las hAMSC emplean una media de 50,14 horas en duplicar
la poblacién celular en cultivos mantenidos en normoxia, mientras que en hipoxia este

tiempo es de 37,05 horas.
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Figura 19. Dinamica de proliferacion de las hAMSC /n vitro. (A) Andlisis de la capacidad
de proliferacion celular de hAMSC en normoxia e hipoxia expresada como duplicaciones
acumuladas en funcién del pase celular. (B) Tiempo de duplicacién de cultivos en normoxia e
hipoxia calculados mediante la férmula de Patterson en funcién del tiempo en cultivo. En ambos
casos, se aplicd el test Two-way ANOVA seguido del post-test Sidak (*p<0,05, **p<0,005 y
***p<0,001).

En su conjunto, estos resultados muestran que las hAMSC proliferan activamente /n vitro,
manteniendo duplicaciones celulares sostenidas durante los primeros pases en cultivo
(pases 3 a 6). La proliferacién decrece en pases tardios (7 y 8) probablemente por la
entrada en senescencia de las células. Las condiciones de baja concentracion de oxigeno
promueven un aumento estadisticamente significativo del potencial de crecimiento de
hAMSC en los pases iniciales, lo que permite una expansion celular mas rapida y un

aumento del nimero total de células en los cultivos mantenidos en hipoxia.
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4.1.5 Analisis de la capacidad migratoria in vitro

El potencial de migracion (la capacidad para migrar de forma especifica a regiones
lesionadas) es una de las caracteristicas mas importantes de las MSC para su empleo
como agentes terapéuticos y su administracion sistémica. Por ello, evaluamos a
continuacion la capacidad migratoria /n vitro de las hAMSC mediante la técnica de “herida
en placa” en monocapas de células mantenidas en medio basal en diferentes
concentraciones de oxigeno. La migracion celular en pases iniciales (pase 4) y tardios
(pase 8) se expresa como el porcentaje de cierre de la herida realizada (ver materiales

y métodos). Los resultados se muestran en la figura 20.

Como puede observarse en ambas concentraciones de oxigeno, tanto en pases iniciales
como tardios, las hAMSC son capaces de cerrar la herida a las 24 horas. En el pase 4, la
hipoxia parece promover una capacidad de migracidn significativamente mayor de las
células en las primeras horas del ensayo. Asi, el porcentaje de cierre a las dos horas es
del 7% + 0,83, alcanzando el 44,7% + 1,39 en la hora 10 tras la realizacion de la herida.
Sin embargo, en condiciones de normoxia, no se observa migracion en las dos primeras
horas, obteniéndose un cierre del 30% + 8,07 en la hora 10 tras la realizacion de la

herida.

Respecto a pase 8, las células mantienen la habilidad para migrar, aunque ésta es
ligeramente inferior respecto al pase 4 en las dos condiciones de oxigeno ensayadas.
Aunque el porcentaje de cierre de la herida a las dos horas de realizarla es similar en
normoxia e hipoxia (8% + 2,63 y 10% =+ 4,98, respectivamente), la migracion de las
hAMSC mantenidas en hipoxia en las horas posteriores es significativamente mayor que
sus homdlogas en normoxia. A las 10 horas de realizarse la herida, el porcentaje de

cierre en normoxia es del 26% + 5,26, mientras que en hipoxia es del 38% + 2,43.

Confirmamos, por tanto, la capacidad de migracion in vitro de hAMSC. Este potencial es
conservado por las células a lo largo del tiempo en cultivo, ya que no se aprecian
diferencias en el porcentaje de cierre de la herida entre pases iniciales (pase 4) y pases
tardios (pase 8). Sin embargo, los resultados indican que una baja concentracion de
oxigeno aumenta significativamente la capacidad migratoria /in vitro de las hAMSC.
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Figura 20. Evaluacion de la capacidad de migracion in vitrode las hAMSC. Imagenes
representativas del ensayo de herida en placa realizado en normoxia e hipoxia (parte superior de
la imagen) en pase 4 (izquierda) y pase 8 (derecha). La barra de escala corresponde a 500 pm.
La capacidad migratoria /in vitro se expresa como porcentaje de cierre de la herida (parte inferior
de la imagen). Los resultados se compararon estadisticamente mediante una prueba t para
muestras independientes (*p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,005).

4.2 EVALUACION DE LA CAPACIDAD NEURORREGENERATIVA DE hAMSC

Tras caracterizar nuestra linea de hAMSC, abordamos los experimentos para investigar
el potencial de estas células en el proceso de regeneracidén axonal y restauracion de la
actividad neuronal de neuronas adultas axotomizadas del SNC. Utilizamos un modelo de

regeneracion /n vitro mediante el co-cultivo directo de hAMSC con CGR de rata adulta
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axotomizadas, previamente establecido por Wigley et al. y modificado por la Dra.
Moreno-Flores et al. (Wigley & Berry, 1988; Sonigra et al., 1999; Portela-Lomba et al.,
2020).

4.2.1 Evaluacion del potencial neurorregenerador de hAMSC mediante co-

cultivos directos

Como se ha mencionado, se realizd un ensayo de regeneracion /in vitro mediante el co-
cultivo de hAMSC con CGR de rata adulta axotomizadas (ver figura 11). El sustrato Poli-
L-Lisina (PLL) se emple6 como control negativo de regeneracion axonal, mostrando la
habilidad intrinseca de las CGR para recrecer su axén. Ademas, como control de
regeneracion se uso la linea inmortalizada de GEO TS12, descrita en la literatura como
una linea celular con baja capacidad regenerativa (Plaza et al., 2016). La regeneracion
axonal se cuantificdé mediante dos parametros: por un lado, el porcentaje de neuronas

con axdn y, por otro, la longitud axonal media por neurona (figura 21).

En nuestro modelo experimental, la capacidad intrinseca de las CGR de rata adulta
axotomizadas para regenerar su axon es muy limitada cuando son cultivadas sobre un
sustrato no celular (PLL). Como puede observarse en las imagenes representativas de la
figura 21A, sobre una base no bioldgica un reducido nimero de las CGR extienden un
pequefio axon o dendrita. En condiciones de normoxia, apenas un 2,5% + 0,5 de las
neuronas axotomizadas fueron capaces de recrecer su axon. La longitud media de estos
axones regenerados fue de 4,43 + 1,8 um/neurona. En condiciones de baja
concentracion de oxigeno, la cuantificacion de estos parametros muestra valores
inferiores a los mostrados por los cultivos en normoxia, lo que parece indicar que la ya
de por si baja capacidad intrinseca de regeneracion axonal de las CGR disminuye en
condiciones de hipoxia. Un porcentaje de 1,04% + 1,1 de las neuronas mostraban axon,

siendo la longitud media de éstos de 1 + 0,7 um/neurona (figura 21B).

Al emplear un sustrato celular, la capacidad de las neuronas axotomizadas para recrecer
su axon se ve potenciada. Asi, en condiciones de normoxia, al sembrar las neuronas
sobre la linea celular TS12, tanto el porcentaje de neuronas con axén como la longitud
media axonal se triplica, alcanzando el 7,6% + 2,9 y 13 + 5,7 um/neurona,
respectivamente (figura 21B). Sin embargo, este aumento, comparando los resultados
con los obtenidos en PLL, no es estadisticamente significativo, lo que concuerda con
estudios previos del grupo de la Dra. Moreno-Flores (Plaza et al., 2016; Portela-Lomba

et al., 2020) en los que se describe esta linea celular TS12 como de baja capacidad

99



RESULTADOS

regenerativa. La escasa supervivencia de TS12 en condiciones de hipoxia no permitié
evaluar su potencial neurorregenerador en condiciones de baja concentracién de oxigeno
(figura 21A).
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Figura 21. Evaluacion de la capacidad neurorregenerativa de las hAMSC mediante
co-cultivos con CGR axotomizadas de rata adulta. (A) Inmunotincion con marcador
axonal (SMI31, verde) y marcador del compartimento somatodendritico (MAP2A, rojo). La barra
de escala corresponde a 100 um. (B) Cuantificaciéon de la regeneracion axonal: porcentaje de
neuronas de retina que regeneran axon (arriba) y longitud media de axdn regenerado expresado
como micras/neurona (abajo). Los test estadisticos aplicados fueron ANOVA y post-hoc Dunnet
(*p<0,05, **p<0,005 y ***p<0,001).
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Nuestros resultados muestran un claro potencial neurorregenerativo de las hAMSC, tanto
en normoxia como en hipoxia. Las imagenes obtenidas de las CGR sobre la monocapa
celular formada por las hAMSC (figura 21A), ponen de manifiesto que, en estas
condiciones, las neuronas son capaces de extender axones largos, en muchos casos

ramificados.

El incremento de CGR con axon regenerado en presencia de hAMSC fue similar en ambas
condiciones de oxigeno, siendo ligeramente mas eficaz en hipoxia (14,58% =+ 7,8,
14,01% % 5,0, 12,90% + 4,7 CGR con un axén cuando se co-cultivaron sobre 5x10%,
8x10% y 1x10° hAMSC, respectivamente) que en normoxia (10,08% = 2,3, 11,33% =+
5,3, 11,52% % 0,1 CGR con un axén) (figura 21B).

De manera similar, la longitud axonal media en normoxia fue de 19,57 + 2,74, 20,88 %
5,96, 19,52 + 3,75 um/neurona cuando las CGR se sembraron con 5x10%, 8x10*y 1x10°
hAMSC, respectivamente y de 26,96 + 11,18, 25,80 + 14,28, 23,51 + 5,63 um/neurona
en hipoxia (figura 21B).

La regeneracion axonal para ambos parametros es ligeramente mayor en hipoxia que en
normoxia, y ambos parametros analizados son significativamente mayores respecto a
sus controles negativos (PLL). En condiciones de baja concentracién de oxigeno, el
porcentaje de neuronas con axon regenerado en presencia de hAMSC aumenta 14 veces
y la longitud media alcanzada por estos axones se multiplica 25 veces con respecto a su
control de CGR en PLL. En normoxia, tanto el porcentaje de CGR con axén como la
longitud media de los axones aumentan solamente 4,5 veces respecto al control de PLL
(figura 21B).

Por otro lado, el potencial neurorregenerativo, expresado por los dos parametros
cuantificados (atendiendo al porcentaje de neuronas con axdn y la longitud media de los
axones), no parece depender de la densidad celular de hAMSC sembradas. Por ello, se

decidi6 emplear la densidad 8x10* hAMSC para subsiguientes experimentos.

En conclusion, las hAMSC promueven neurorregeneracion en CGR axotomizadas en co-
cultivos directo, tanto en normoxia como en hipoxia, pero lo hacen en mayor proporcion

en los co-cultivos mantenidos en hipoxia.
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4.3 ESTUDIO DEL MECANISMO DE NEURORREGENERACION MEDIADA POR
hAMSC

Una vez confirmada la capacidad neurorregenerativa /n vitro de las hAMSC, abordamos
el objetivo de dilucidar el mecanismo a través del cual las hAMSC promueven

regeneracion.

4.3.1 Evaluacion del potencial neurorregenerador de hAMSC mediante co-
cultivos indirectos (sistema Transwell) y medios condicionados

El primer paso para el estudio del mecanismo subyacente al proceso de regeneracion
axonal mediado por las hAMSC consistio en la puesta a punto de un sistema de co-cultivo
indirecto en el que los dos tipos celulares implicados (hAMSC y CGR axotomizadas)
compartian las mismas condiciones de cultivo, pero estaban separadas fisicamente por

una membrana porosa (Transwell) (figura 22A).

Asimismo, para analizar el potencial efecto paracrino de factores solubles secretados por
hAMSC, en paralelo, se analiz6 la regeneracion axonal inducida por el medio NB-B27
condicionado previamente por hAMSC (MC). Estos experimentos se realizaron tanto en
normoxia como en hipoxia. Las CGR sembradas sobre el sustrato no celular PLL se

utilizaron como control (figura 22A).

En los co-cultivos indirectos (Transwell), en los que no hay contacto directo entre hAMSC
y CGR, el porcentaje de neuronas con un axén regenerado en normoxia es de 7,41% =+
4,3 y en hipoxia 6,19% = 5,3, mientras que el control en PLL es 4,85% + 0,8 y 4,29%
*+ 1,8, respectivamente. En ambos casos, el porcentaje es inferior al alcanzado cuando
las CGR son sembradas sobre una monocapa de 8x10%* hAMSC, en co-cultivo directo
(12,09% =+ 3,6 en normoxia y 15,38% = 6,5 en hipoxia) (figura 22B). Estos datos
estan en linea con los obtenidos en los ensayos de neurorregeneracion en co-cultivos
directos y apuntan a que el contacto directo juega un papel relevante en la regeneracion

neuronal (figura 22B).

Sin embargo, la longitud axonal media por neurona en los co-cultivos indirectos es 2
veces superior en ambas condiciones de concentracidon de oxigeno respecto a los cultivos
control en PLL (19,0 £ 2,24 um/neurona en normoxia; 15,87 = 8,9 um/neurona en

hipoxia). Estos resultados parecen sugerir que existe también un efecto paracrino de los
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medios condicionados de hAMSC que afecta a la elongacién de los axones en

regeneracion (figura 22B).
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Figura 22. Evaluacion del efecto de factores neurotroficos secretados por las
hAMSC en neurorregeneracion. (A) Imagenes representativas de la inmunotincion con el
marcador axonal (SMI31) y el marcador del compartimento somatodendritico (MAP2A). La barra
de escala corresponde a 100 um. (B) Cuantificacion de la regeneracion axonal: porcentaje de
neuronas de retina que regeneran axén (izquierda) y longitud media de axdén regenerado
expresado como um/neurona (derecha). Los test estadisticos aplicados fueron ANOVA y post-hoc
Dunnet (*p<0,05, **p<0,005 y ***p<0,001).

Esta hipdtesis se confirma al analizar la regeneracién de CGR axotomizadas cultivadas
en medio condicionado de hAMSC. En estas condiciones, el porcentaje de CGR con
capacidad para recrecer un axén no varia significativamente respecto al del control
negativo PLL. En normoxia, cuando el medio de hAMSC se condiciona en normoxia, se
alcanza un porcentaje de CGR con axén de 5,73% =+ 1,62, mientras que, si se condiciona
en hipoxia, el porcentaje es de 5,81% = 1,65. En el contexto de hipoxia, los porcentajes
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al emplear medio condicionado de hAMSC en normoxia e hipoxia son 5,69% + 1,91y

5,94% =+ 0,93, respectivamente.

La longitud axonal media por neurona es entre 3 y 4 veces mayor que para las CGR
cultivadas sobre PLL en medio NB-B27 fresco, tanto en normoxia como en hipoxia. En
normoxia, la longitud media axonal es de 27,63 = 7,52 um/neurona y de 24,04 = 5,66
um/neurona al cultivar las CGR en medio condicionado de hAMSC en normoxia e hipoxia,
respectivamente. En condiciones de baja concentracion de oxigeno, la longitud media
de los axones regenerados es de 26,72 £ 11,2 um/neurona en medio condicionado en
normoxia y de 23,63 £ 4,89 um/neurona en medio condicionado en hipoxia. Esta
longitud media es similar a la alcanzada cuando las CGR son sembradas sobre el sustrato
bioldgico proporcionado por las hAMSC (27,34 + 12,10 um/neurona en normoxia y 26,16
+ 9,57 um/neurona en hipoxia). El potencial regenerador del medio condicionado en
hipoxia sobre el crecimiento axonal en ambas concentraciones de oxigeno es menor que

el de medios condicionados en normoxia y co-cultivos directos (figura 22B).

Los resultados obtenidos apuntan a que el potencial regenerador de las hAMSC sobre
las CGR axotomizadas implica un efecto combinado entre el contacto célula-célula,

hAMSC-CGR, y factores neurotroficos secretados al medio por las hAMSC.
4.3.2 Expresion intracelular de factores neurotroéficos por hAMSC

Tras la observacion del efecto de factores solubles en la neurorregeneracion mediada
por hAMSC, a continuacién, nos centramos en el estudio de la sintesis de tres miembros
de una familia de factores neurotroéficos, las neurotrofinas. Estas neurotrofinas (BDNF,
NGF y NT-3) estan implicadas en la regulacion de la funcidon neuronal, regulando
proliferacion y diferenciacién celular, crecimiento axonal y dendritico, apoptosis,
mielinacion, sinaptogénesis y plasticidad sinaptica (Pramanik et al., 2017). Se analizaron
mediante Western blot extractos celulares de cultivos de hAMSC en los pases utilizados
en los ensayos de neurorregeneracion (pases 3 a 5), mantenidos en medio basal DMEM
alto en glucosa, tanto en normoxia e hipoxia. El mismo procedimiento se siguié con
cultivos de hAMSC en medio NB-B27, medio 6ptimo para neuronas y en el que se realizan

los ensayos de neurorregeneracion (figura 23A,B).

Tras la obtencidn de imagenes, se realizd la cuantificacion relativa de las bandas
obtenidas mediante el software Imagel. Los resultados obtenidos se muestran en la
figura 23C,D.
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Figura 23. Sintesis de factores neurotroficos por las hAMSC. Imagen representativa
de la inmunodeteccién de pro-BDNF (35KDa), pro-NT3 (35 y 32KDa) y pro-NGF (32KDa) en
extractos de proteina de cultivos de hAMSC en pase 3 (P3), pase 4 (P4) y pase 5 (P5), mantenidos
en normoxia (N) e hipoxia (H). Las hAMSC fueron cultivadas en (A) DMEM rico en glucosa (4,5
g/mL) o en medio NB-B27 (B). La expresidn de proteinas se cuantifico como unidades arbitrarias
utilizando el software Image] (C). Los valores se expresan como la relacion entre la expresion
del pro-factor correspondiente y la de la B-actina como control de carga en medio DMEM rico en
glucosa (C) o en medio NB-B27 (D). El mantenimiento de las condiciones de hipoxia se control6
mediante inmunodeteccién del factor inducible por hipoxia (HIF). Los test estadisticos aplicados
fueron ANOVA y post-hoc Sidak (*p<0,05, **p<0,005 y ***p<0,001).
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La monitorizacion del mantenimiento de las condiciones de hipoxia se realizé mediante
la inmunodeteccion del factor HIF-o. en extractos celulares. En condiciones de
concentracion alta de oxigeno, HIF-1a es sintetizado y degradado rapidamente por el
proteasoma. La ausencia de oxigeno, por el contrario, posibilita la estabilizacion y la
consiguiente acumulacion de HIF-a en el interior celular y la activacién de los genes
dependientes de HIF. Las figuras 23A y 23B muestran, en los pases analizados, un
incremento en la expresion de HIF-a en los cultivos mantenidos en hipoxia respecto a

sus homdlogos de normoxia.

El mecanismo de sintesis, procesamiento y secrecidn es analogo para las tres
neurotrofinas estudiadas. Basicamente, se generan intracelularmente como precursores
inmaduros (pro-factores con un tamafo comprendido entre 30 y 35KDa) que son
procesados en varias etapas hasta ser secretadas como proteinas homodiméricas
maduras activas (con tamafos entre 13 y 15KDa) (Lessmann et al., 2003; Pramanik
et al., 2017). Tal y como se observa en las figuras 23A y 23B, las hAMSC sintetizan,
de manera constitutiva, los precursores de las neurotrofinas analizadas. Esta expresion

permanece constante durante el tiempo en cultivo.

En nuestras condiciones experimentales la sintesis intracelular de BDNF no depende de
las condiciones de cultivo, lo que se deduce al no apreciarse diferencias de expresion
con el tiempo en cultivo, ni en funcidn de la composicién de medio ni de la concentracion

de oxigeno (figura 23C,D).

Respecto a NT3, la sintesis de su precursor es menor que la de pro-BDNF y no depende
del pase celular utilizado. A pesar de que la expresidn de pro-NT3 en hipoxia es
ligeramente mayor que en normoxia, la diferencia observada no es estadisticamente

significativa (figura 23C,D).

Por Ultimo, la expresion de pro-NGF por las hAMSC en condiciones de normoxia es la
menor de las tres neurotrofinas analizadas, siendo mas eficiente en células mantenidas
en DMEM rico en glucosa. En ambos medios de cultivo, las condiciones de hipoxia
aumentan entre 3 y 4 veces la expresion del pro-factor, alcanzando valores similares a
la expresion de BDNF cuando las células son mantenidas en su medio éptimo DMEM
(figura 23C,D).

En conclusién, podemos afirmar que las hAMSC sintetizan constitutivamente los
precursores de las neurotrofinas BDNF, NT3 y NGF, tanto en su medio basal (DMEM rico
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en glucosa) como en el medio de cultivo utilizado en los ensayos de neurorregeneracion
(NB-B27). La expresion, en ninguin caso, varia en los pases utilizados en dichos ensayos.
Finalmente, las condiciones de hipoxia incrementan significativamente la expresion de

NGF, no afectando a la expresion de BDNF y NT3.
4.3.3 Secrecion de factores neurotroficos por hAMSC

Una vez confirmada la sintesis constitutiva de las neurotrofinas por las hAMSC, nos
propusimos cuantificar la secrecion de estos factores neurotréficos en los medios
condicionados. Se analizaron medios condicionados de co-cultivos directos e indirectos,
asi como medios condicionados de los monocultivos de hAMSC mediante ensayos de

inmunoadsorcién (ELISA).

No se detectd la presencia de las neurotrofinas en los medios condicionados de las CGR
sembradas sobre el sustrato PLL, lo que podria sugerir que la secrecion de los factores
por las neuronas axotomizadas es muy limitada o inexistente. Por ello, podemos inferir
que la deteccidn de los factores en los co-cultivos directos e indirectos se debe a la
secrecion de éstos por las hAMSC.

Efectivamente, como se observa en la figura 24A,B,C, las hAMSC, cultivadas en medio
NB-B27 (8x10* hAMSC), secretan la forma activa de las tres neurotrofinas analizadas.
Sorprendentemente, se observa una disminucidén en la concentracion de los factores
detectados en el secretoma cuando el mismo nimero de hAMSC (8x10* células) son
cultivadas en presencia de CGR. Sin embargo, esta disminucion Unicamente es

significativa en el caso de la NT-3.

En hAMSC cultivadas en medio NB-B27, la concentracion de BDNF detectada en
normoxia (37,33 £ 9,49 pg/mL) es mayor que en hipoxia (27,7 £ 4,02 pg/mL). Este
resultado podria sugerir que, aunque la sintesis de pro-BNDF no se ve afectada por la
concentracion de oxigeno en cultivo (figura 23D), la secrecion del factor soluble activo

es mas efectiva en normoxia (figura 24A).

En el caso de NT3, al igual que su sintesis intracelular, la concentracidon del factor en el
medio NB-B27 condicionado por hAMSC es ligeramente (no significativamente) mayor
en hipoxia (33,35 + 1,13 pg/mL) que en normoxia (32,87 £ 0,10 pg/mL) (figura 24B).
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Figura 24. Secrecion de factores neurotroéficos por las hAMSC. La concentracién de
las neurotrofinas BDNF (A), NT3 (B) y NGF (C) fue analizada mediante ELISA en medios
condicionados de co-cultivos, cultivos indirectos (Transwell) y de hAMSC (MC) en normoxia e
hipoxia. Los test estadisticos aplicados fueron ANOVA y post-hoc Dunnett (¥*p<0,05, **p<0,005,
***p<0,001 y ¥***p<0,0001).
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Por Ultimo, como se ha mostrado anteriormente, la sintesis de pro-NGF es de 3 a 4 veces
mayor cuando las hAMSC son cultivadas en medio NB-B27 en hipoxia respecto al cultivo
en normoxia (figura 23D). Los resultados muestran que también la secrecion de la
neurotrofina activa es mayor en hipoxia, alcanzando una concentracién dos veces
superior (43,15 + 19,15 pg/mL) que en normoxia (21,77 * 6,77 pg/mL) (figura 24C).

En nuestros ensayos, no se detectdé NT3 en los medios condicionados de los co-cultivos
de CGR y hAMSC. Como se expuso en el apartado anterior (figura 23D), las hAMSC
sintetizan el precursor de NT3 en ambas condiciones de oxigeno. La expresion de pro-
NT3 fue intermedia respecto a la sintesis de los precursores de BDNF y NGF. Sin embargo,
la secrecién de la forma activa soluble de bajo peso molecular de NT3 se reduce
drasticamente en presencia de CGR (co-cultivos directos y Transwell). El limite de
resolucion del ELISA empleado es de 4 pg/mL, por lo que no podemos descartar la

presencia de la neurotrofina en concentraciones menores a este valor.

En los medios condicionados de los co-cultivos directos, la concentracion de BDNF y NGF
no depende del niumero de hAMSC que forman la monocapa sobre la que se siembran
las CGR, aunque el orden del nimero de células no varia demasiado entre nuestras
condiciones. La concentracion de BDNF en los co-cultivos directos mantenidos en
normoxia es de 25 + 13,68, 32,74 £ 9,49 y 24,4 £ 11,99 pg/mL en las monocapas de
5x10%, 8x10* y 1x10°> de hAMSC, respectivamente. En el caso de NGF, la concentracion
del factor secretado es de 13,93 + 3,17, 9,33 + 2,75y 10,92 + 3,30 pg/mL. En hipoxia,
la concentracion de BDNF es de 30,12 + 8,04, 25,24 + 7,92 y 25,83 = 2,18 pg/mL).
pg/mL). La secrecion de NGF en condiciones de hipoxia es, de media, dos veces mayor
que en normoxia (17,06 + 4,76, 29,66 + 11,93 y 20,23 + 5,15 pg/mL, en 5x10%, 8x10*
y 1x10° de hAMSC, respectivamente).

Finalmente, la presencia de CGR en los co-cultivos parece modular la secrecién de
factores neurotrdéficos por parte de las hAMSC. Como ya se ha mencionado, el contacto
directo entre ambas lineas celulares disminuye la concentracion de factores en los
medios condicionados. Es destacable la drastica reduccion de la secrecion de NT-3 en
los co-cultivos hasta niveles indetectables de la neurotrofina. También es significativa la
reduccidn de la secrecion de NGF, en ambas condiciones de concentracion de oxigeno.
Por su parte, la liberacion de BDNF se reduce, pero no de manera significativa, tanto en

normoxia como en hipoxia.
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Cuando las hAMSC y CGR estan separadas fisicamente por una membrana Transwell,
también se detectaron los factores neurotréficos BDNF y NGF en los medios
condicionados de los monocultivos de hAMSC (3x10%® células/membrana). Asi, la
concentracion de BDNF en los co-cultivos indirectos fue de 12,97 + 7,09 pg/mLy 21,19
+ 3,61 pg/mL en normoxia e hipoxia respectivamente. En el caso de NGF, la
concentracion en normoxia es de 10,51 + 0,92 pg/mL y en hipoxia 6,91 + 0,60 pg/mL.

4.3.4 Analisis del papel de los factores neurotroficos secretados por hAMSC

en la neurorregeneracion

Para determinar el papel que juegan las neurotrofinas en la promocidon de la
regeneracion axonal inducida por hAMSC, realizamos ensayos de neurorregeneracion in
vitro en condiciones en las que se interferia con la sefializacién de estos factores
neurotroficos. Se llevaron a cabo co-cultivos de CGR y hAMSC en ausencia (control
positivo) y en presencia de anticuerpos neutralizantes de las dos neurotrofinas
detectadas en los medios de cultivo analizados previamente (BDNF y NGF). Los
parametros de regeneracién axonal obtenidos en estas condiciones se compararon con
los obtenidos para el control positivo (co-cultivos directos sin anticuerpos) y con los que
se dieron en el tratamiento con IgG de conejo (IgG Rb) o IgG de oveja (IgG Sh),
controles para los tratamientos de los co-cultivos con anti-BDNF y anti-NGF,

respectivamente.

Como se muestra en la figura 25, los resultados para estos controles fueron similares
en todas las condiciones. En condiciones de normoxia, la regeneracion axonal se inhibi6
en presencia de los anticuerpos neutralizantes de BDNF y NGF. El porcentaje de
neuronas con axon regenerado (4,93% = 1,30 con anti-BDNF y 4,95% =+ 1,99 con anti-
NGF) disminuyd un 30% respecto al control positivo. Ademas, la accién combinada de
anti-BDNF y anti-NGF inhibié hasta un 44% el nimero de CGR capaces de recrecer su
axon (3,93% + 1,98) (figura 25A). Resultados similares se obtuvieron respecto a la
longitud media de estos axones. Al afiadir los anticuerpos neutralizantes a los co-cultivos,
la longitud axonal por neurona se redujo un 27% en el caso de anti-BDNF (11,46 £+ 1,27
um/neurona), un 37% con anti-NGF (9,96 £ 2,52 um/neurona) y un 49% en presencia
de ambos (7,96 + 2,75 um/neurona) (figura 25B).

En condiciones de baja concentracion de oxigeno, la presencia de anticuerpos
neutralizantes de BDNF y NGF, de manera individual o combinada, no parece afectar al

porcentaje de neuronas que extienden sus axones (5,85% =+ 1,22 en el control positivo,
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6,03% % 1,70 con anti-BDNF y 6,31% =% 1,35 con anti-NGF) (figura 25A). Respecto a
la longitud axonal, la alcanzada en presencia de anti NGF (13,16 £ 4,21 um/neurona)
es similar a la obtenida en el control positivo (13,46 + 2,03 um/neurona), mientras que
el bloqueo de BDNF reduce un 30% la longitud axonal (9,37 £ 2,90 um/neurona)
respecto al control positivo. La accién concomitante de los dos anticuerpos neutralizantes
inhibe la extension axonal un 32% (9,13 £+ 1,97 um/neurona) (figura 25B).
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Figura 25. Efecto de la neutralizacion de factores neurotréficos en la
neurorregeneracion mediada por las hAMSC. Se realizaron co-cultivos de CGR y hAMSC
(a una densidad de 8x10%) a los que se anadieron anticuerpos neutralizantes de BDNF (anti BDNF),
de NGF (anti NGF), la combinacion de ambos (anti BDNF + anti NGF), anticuerpos control IgG de
conejo (IgG Rb) y oveja (IgG Sh). En los histogramas se representan las cuantificaciones de (A)
porcentaje de neuronas con axén y (B) la longitud media de los axones regenerados expresado
con pm/neurona. Los test estadisticos aplicados fueron ANOVA y post-hoc Dunnett (***p<0,001).
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En resumen, la secrecion de BDNF y NGF por las hAMSC parece ser necesaria pero no
suficiente para aumentar la habilidad de las CGR axotomizadas para recrecer su axon.
Por ello, podemos inferir que, probablemente, la regeneracién mediada por hAMSC
requiera de la accién combinada de estas neurotrofinas con otras moléculas y el contacto

célula-célula.
4.4 ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DE LOS AXONES REGENERADOS

Tras la confirmacion del potencial neurorregenerador de las hAMSC, se abordd la
evaluacion de la funcionalidad de los axones regenerados mediante el andlisis de la
expresion de proteinas asociadas al mecanismo de sinapsis por un lado y el estudio de
las propiedades electrofisioldgicas de las neuronas por otro.

4.4.1 Estudio de la maduracion de axones regenerados

Con el objetivo de evaluar el estado de desarrollo (maduracién) de los axones
regenerados, se realizaron inmunofluorescencias empleando anticuerpos especificos
contra sinapsina y la proteina de vesiculas sinapticas 2A (SV2A, del inglés, Synaptic
Vesicle Protein 2A). Tanto la sinapsina como SV2A forman parte de la membrana de las
vesiculas sinapticas, que son las encargadas de la concentracion, almacenamiento y

liberacion de neurotransmisores.

Normoxia

Hipoxia

Figura 26. Estudio del estado de desarrollo de los axones regenerados. Imagenes
representativas de la inmunodeteccion de sinapsina. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. La
barra de escala corresponde a 50 um.
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La sinapsina es una proteina neuronal que desempefia un papel importante en la
regulacién de la liberacion de neurotransmisores en las sinapsis. Se une a las vesiculas
sinapticas y ayuda a localizarlas cerca de la membrana presinaptica. Ademas, regula la
liberacién de neurotransmisores al modular la movilizacion de las vesiculas sinapticas y

su fusion con la membrana presindptica (Zhang & Augustine, 2021).

Por su parte, la proteina SV2A es una glicoproteina de membrana de vesiculas sinapticas
que experimentan una secrecion regulada por calcio. SV2A se expresa exclusivamente
en neuronas y células endocrinas y es esencial para la liberacion de neurotransmisores
(Ciruelas et al., 2019).

Se detectd la expresidon de sinapsina (figura 26) y SV2A (figura 27) en los axones
regenerados de las CGR tras el co-cultivo con hAMSC en normoxia e hipoxia. Se pueden
observar puntos de inmunotincion positiva para ambas proteinas a lo largo de los axones,

con un tamafo y forma similares a los descritos previamente (Nowack et al., 2010).

Normoxia

Hipoxia

Figura 27. Estudio del estado de maduracion de los axones regenerados. Imagenes
representativas de la inmunotincion con el anticuerpo 514, contra MAP2A,B (marcador del
compartimento somatodendritico) y contra SV2A (glicoproteina de membrana de vesiculas
sinapticas 2). La barra de escala corresponde a 100 um.
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La inmunopositividad de sinapsina y SV2A en los axones regenerados sefiala que éstos
se encuentran en una etapa avanzada de maduracion. Ademads, sugiere que la
regeneracion promovida por hAMSC no sélo permite el recrecimiento axonal (confirmado
por la expresion de marcadores estructurales como SMI31), sino también una posible

recuperacion funcional de los mismos.

4.4.2 Deteccion de la expresion y localizacion de canales de sodio
dependientes de voltaje

Los canales de sodio activados por voltaje (VGSC, del inglés, voltage-gated sodium
channels) son responsables de la iniciacion y propagacién de potenciales en células
excitables. La subunidad Navl.la de los VGSC (también conocida como SCN1A) se
expresa predominantemente en los cuerpos celulares y las dendritas, y participa en la
generacion de potenciales de accion somatodendriticos y axonales (Catterall et al., 2010).

Como ya se ha mencionado anteriormente, la inmunotincion de MAP2A,B permite la
identificacion del compartimento somatodendritico neuronal. En la figura 28, el marcaje
de SCN1A en axones regenerados de CGR reveld, en ambas condiciones de
concentracion de oxigeno, la presencia de VGSC. La co-expresion de SCN1A y MAP2A,B
indica la localizacién de los canales en los cuerpos celulares, dendritas y la parte inicial

de los axones de CGR.

Normoxia Hipoxia
/MAP2A,B/ /MAP2A,B/

Figura 28. Expresion y localizacion de canales de sodio dependientes de voltaje
en axones regenerados. Imagenes representativas de la inmunotincién contra la subunidad
Navl.la del canal de sodio activado por voltaje (SCN1A, rojo), 514 contra MAP2A,B (blanco) y
tincion nuclear con DAPL. La barra de escala corresponde a 50 um.
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Las imagenes de las figuras 26 y 27 revelan la presencia de vesiculas sinapticas
maduras a lo largo de los axones regenerados en ambas condiciones de oxigeno. Este
hecho sugiere que los axones regenerados han adquirido caracteristicas similares a las
de los axones maduros funcionalmente establecidos, incluida la capacidad de formar
eventuales sinapsis y participar en la transmision sinaptica. Ademas, la expresion de
VGSC y su localizacién en el segmento inicial (figura 28) apunta a la posibilidad de que
los axones regenerados hayan desarrollado la capacidad de ser plenamente funcionales,
a través de la generacién y propagacion adecuada de potenciales de accidn.

4.4.3 Electrofisiologia de los axones regenerados

Finalmente, procedimos a explorar funcionalmente la actividad eléctrica de las neuronas
regeneradas. Para ello, registramos las corrientes idnicas generadas por las células
mantenidas en condiciones de normoxia e hipoxia, mediante la técnica de patch clamp,

en configuracion de "célula entera".

En una serie de experimentos de fijacion de voltaje (voltage clamp) realizados en células
regeneradas, se registraron las corrientes idnicas activadas por la despolarizacion celular.
Se aplicaron pulsos de despolarizacion desde un potencial de membrana de -80 mV
(milivoltios) en pasos de 5 mV. La figura 29 muestra las corrientes activadas por
despolarizacion registradas en una muestra en condiciones de normoxia (figura 29A),

asi como en una muestra en condiciones de hipoxia (figura 29B).

En ambas concentraciones de oxigeno, es posible observar la corriente transitoria de
sodio (Ina), seguida de la corriente sostenida de potasio (Ik). Estos experimentos,
realizados en un grupo de axones regenerados en normoxia (n=8) y axones regenerados
en hipoxia (n=7), permitieron observar que la amplitud de las corrientes de sodio
registradas a partir de células regeneradas en hipoxia era significativamente menor (468
pA) (pico amperios) que la corriente de las células regeneradas en normoxia (1627 pA)
(figura 29C). Del mismo modo, la amplitud de las corrientes de potasio mostré menor
amplitud en el grupo hipoxico (444 pA) que en el grupo normoxico (706 pA) (figura
29D). Estos resultados sugieren que, a pesar de que hemos confirmado la expresion y
localizaciéon de los canales de sodio dependientes de voltaje, su nimero (densidad) o

tipo concreto es menor en axones regenerados en hipoxia que en normoxia.

A pesar de las diferencias observadas, ambos tipos celulares fueron capaces de generar
trenes de potenciales de accién cuando se registraron en modo de fijacion de corriente
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(current clamp) (figura 29E,F). Por lo tanto, nuestros experimentos demuestran que

las células regeneradas son activas desde un punto de vista electrofisioldgico.
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Figura 29. Estudio de las propiedades eléctricas de los axones regenerados.
Registros representativos de corrientes de sodio y potasio de célula entera en respuesta a pulsos
de 5mV de paso creciente desde un voltaje de mantenimiento de -80 mV en condiciones de
normoxia (A) e hipoxia (B). (C,D) Relacion corriente-voltaje de las corrientes de sodio (C) y de
potasio (D) promediadas a partir de un total de 8 células en condiciones de normoxia y 7 células
en condiciones de hipoxia. (E,F) Registros representativos de voltaje de células enteras de las
células mostradas en (A,B) en respuesta a un pulso de corriente de 0,1 nA.

En conclusiéon, podemos afirmar que, bajo nuestras condiciones experimentales, la
actividad regenerativa de hAMSC ejercida sobre CGR habilita a éstas a recrecer axones
capaces de expresar suficientes canales de sodio en la localizacion adecuada, inducir una

despolarizacion de la membrana y generar potenciales de accion.
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5 DISCUSION

El objetivo principal de esta tesis doctoral es la caracterizacion de hAMSC para su empleo
en terapias avanzadas y el tratamiento de lesiones de SNC.

Nuestro grupo de investigacion dirigié su atencién hacia una fuente de células accesible
y exenta de debates éticos como es la membrana amnidtica humana. La placenta
constituye un importante reservorio de MSC que ofrece muchas ventajas con respecto a
otras fuentes de MSC adultas. Por un lado, se trata de un material bioldgico postnatal
de desecho del parto que generalmente se descarta. El aislamiento de las MSC, por tanto,
no implica la destruccién de embriones ni el uso de métodos invasivos y es mas eficiente
que el obtenido de otras fuentes de MSC adultas. Ademas, las MSC derivadas de la
placenta son células mas jovenes (presentan una homogeneidad en términos de
juventud celular) y no han sido expuestas a agentes quimicos y ambientales nocivos ni
a otros factores de estrés (o ha sido una exposicion reducida en el tiempo), lo que se
traduce en una potencial mayor eficacia y seguridad clinicas frente a MSC procedentes
de otros tejidos (Caruso et al., 2012).

Por todo ello, nuestro primer objetivo se centr6 en la caracterizacién de la linea celular
de hAMSC como un paso previo ineludible para su empleo en terapia celular y medicina
regenerativa. Entre las propiedades fundamentales que deben ser estudiadas para
determinar la idoneidad de estas células en aplicaciones clinicas concretas, se incluye la
capacidad de proliferacion y expansion in vitro, ya que para cualquier tratamiento de
terapia celular es necesario amplificar las células extraidas y obtener un nidmero
suficiente de células. El potencial de diferenciacion también debe ser rigurosamente
evaluado. Ademas, su perfil de expresion de antigenos de histocompatibilidad, que
influye en la inmunogenicidad y el riesgo de rechazo, y su patron de secrecién de factores
troficos y citoquinas, que median efectos inmunomoduladores y regenerativos, son
rasgos clave. Por otro lado, la capacidad migratoria y de homing es otra caracteristica
esencial, ya que las hAMSC deben ser capaces de migrar e injertarse en los sitios de
lesién o inflamacidn para ejercer su funcidn terapéutica /n situ. Por Ultimo, la viabilidad
y la capacidad de las hAMSC para mantener sus caracteristicas fenotipicas y funcionales

tras la expansion in vitro son, también, aspectos criticos que deben ser considerados.

El procesamiento de las MSC extraidas de su entorno natural para su cultivo, expansion
y/o manipulacion para su empleo en terapia celular y/o ingenieria de tejidos implica

someter a las células a variaciones en las condiciones de concentracién de oxigeno:
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desde sus nichos naturales en los tejidos adultos o prenatales, donde las concentraciones
de oxigeno son bajas (la media en el organismo humano es del 3%), el cultivo y
expansion /n vitro en el que la concentracion de oxigeno estandar considerada como
normoxia es del 21% vy su trasplante de nuevo a individuos receptores, con
concentraciones de oxigeno de nuevo fisioldgicas. La hipoxia es una de las principales
causas del fracaso de los trasplantes y de la muerte de las células injertadas (Haque
et al., 2013). Se ha demostrado que el pre-acondicionamiento hipdxico de las MSC
mejora la expresion de marcadores de supervivencia y agentes quimioatrayentes, la
secrecion de factores de crecimiento, las actividades antioxidantes, los efectos
antiapoptoticos y la angiogénesis (Mohyeldin et al., 2010; Haque et al., 2013; Li et al.,
2017; Zhang et al., 2019; Moeinabadi-Bidgoli et al., 2021; Wang et al., 2024).

El primer paso para caracterizar nuestra linea celular consistié en la determinacion de
las hAMSC como células bona fide mesenquimales estromales. El primer workshop
internacional sobre células madre derivadas de placenta que tuvo lugar en Brescia (Italia)
en marzo de 2007, proporcioné los criterios generales minimos que deben cumplir las
MSC derivadas de tejido placentario: adherencia a superficies de cultivo, un patrén de
expresion de antigenos de superficie que incluya marcadores mesenquimales y
hematopoyéticos (CD73, CD90, CD105, CD14, CD34, CD45) y capacidad de diferenciarse
in vitro en las condiciones inductoras adecuadas a las lineas celulares del linaje
mesodérmico (osteogénesis, adipogénesis y condrogénesis) (Parolini et al., 2008). Estos
criterios estan en linea con los detallados previamente por la ISCT para las MSC con

independencia de su origen (Dominici et al., 2006).

Las células empleadas en esta tesis doctoral se adhirieron a las superficies de cultivo,
mostrando la clasica forma fibroblastica de huso de las MSC, tanto en normoxia como
en hipoxia, manteniéndose esta morfologia uniforme con los pases (Alviano et al., 2007;
Kim et al., 2007; Soncini et al., 2007; Portmann-Lanz et al., 2010; Umezawa et al., 2019).

La membrana amnidtica es la fuente de MSC de la placenta cuyos cultivos presentan
menor riesgo de contaminacidn con otras células de morfologia no fibroblastica, como
UCB-MSC u otras partes de la placenta (Alviano et al., 2007). Sin embargo, es la zona
de la placenta que mayor heterogeneidad celular presenta, ya que son aisladas de ella
las hAEC y MSC. Algunas publicaciones analizadas en este trabajo no detallan la parte
del amnion de la que sus autores aislan las células de estudio, mezclando probablemente

hAEC y hAMSC. No obstante, la presencia de hAEC puede ser detectada con cierta
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facilidad, ya que ambos tipos celulares son morfoldgicamente distinguibles. Por otra
parte, los protocolos de aislamiento de hAMSC comienzan normalmente con una
digestion enzimatica (tripsina) que permite eliminar el epitelio amnidtico, compuesto por
una poblacién de células epiteliales de morfologia redondeada y aplanada que expresan
citoqueratina-18 y E-cadherina (CD324), siendo negativa su expresion para vimentina
(Ochsenbein-Kolble et al., 2003; Bilic et al., 2004; Alviano et al., 2007; Diaz-Prado et al.,
2011; Pipino et al., 2013; Miki, 2018). A continuacion, para obtener la poblacién de
células mesenquimales, la membrana amnidtica se somete a una nueva digestion
enzimatica, con colagenasa o dispasa habitualmente. Las MSC aisladas son positivas
para vimentina y negativas para citoqueratina y E-cadherina (Ochsenbein-Kolble et al.,
2003). En nuestros cultivos, no se observaron células con morfologia cuboidal en
ninguno de los pases ni condiciones experimentales analizadas, lo que nos permitié
descartar la presencia de hAEC en los mismos. Este hallazgo fue corroborado, ademas,
mediante el analisis de marcadores mesenquimales y epiteliales, que se mencionara mas

adelante.

Continuando con la caracterizacion de las hAMSC, confirmamos mediante citometria de
flujo la expresidn de los marcadores mesenquimales ecto-5’-nucleotidasa (CD73), Thy-
1 (CD90) y endoglina (CD105), y la ausencia de expresién de marcadores de linaje
hematopoyético (CD14, CD19, CD34 y CD45) bajo nuestras condiciones experimentales.
Este patron es consistente con los datos previos publicados (Alviano et al., 2007; Chang
et al., 2010; Diaz-Prado et al., 2010, 2011; Kim et al., 2007; Koike et al., 2014; Mihu
et al., 2009; Portmann-Lanz et al., 2006; Roubelakis et al., 2012; Soncini et al., 2007;
Tsuji et al., 2010; Umezawa et al., 2019). Existe en la bibliografia analizada un relativo
consenso respecto al perfil inmunofenotipico de las hAMSC, aunque se aprecian
diferencias sutiles en cuanto al nivel de expresion de estos marcadores. Algunas
discrepancias pueden ser atribuibles a la edad gestacional, la region del disco placentario
de la que se extraen las células, el método de aislamiento, pase analizado,
heterogeneidad celular intrinseca de las poblaciones de MSC, complementos del medio
de cultivo (FBS o lisado plaquetario), transicion epitelio-mesénquima y contaminacién
celular cruzada (Portmann-Lanz et al., 2010; Wolbank et al., 2010; Ghamari et al., 2020).

Segun las directrices marcadas por el workshop internacional sobre células madre
derivadas de placenta, la expresion de los marcadores positivos debe ser, al menos, del
95% (Parolini et al., 2008). Sin embargo, se han reportado casos en los que la expresion
de algunos marcadores de hAMSC, al igual que en otras fuentes de MSC, no alcanza este

121



DISCUSION

valor recomendado. En nuestras manos, las hAMSC mostraron una expresion de CD90
por debajo del 80% en ambas concentraciones de oxigeno. Existen en la literatura
estudios que muestran expresion de CD90 variable, desde niveles bajos e incluso
ausencia de expresion (Hwang et al., 2009; Wolbank et al., 2010; Leyva-Leyva et al.,
2013; Grzywocz et al., 2014; Koike et al., 2014) hasta porcentajes superiores al 95%
(Chang et al., 2010; Diaz-Prado et al., 2010; Portmann-Lanz et al., 2010; Umezawa et al.,
2019). Algunos autores vinculan una expresion limitada de CD90 con un mayor potencial
de diferenciacion osteogénica (Moraes etal., 2016), y con una limitacion de la
inmunosupresién (Leyva-Leyva etal., 2013) o puede estar relacionado con
procedimientos de aislamiento y expansion. Ademas, no observamos diferencias en el
perfil de marcadores cuando las células se mantuvieron en concentraciones bajas de
oxigeno respecto a sus homodlogas cultivadas en normoxia. El grupo de Zhu et a/. mostrd
que las hAMSC crecidas en hipoxia se adherian a la placa de cultivo y adquirian una
forma alargada y fusiforme, sin diferencias significativas en comparacion con las células
cultivadas en condiciones normales de oxigeno. Ademas, mostraban un nivel de
expresion elevado de CD44, CD90 y CD105 y una expresion disminuida de CD31, CD34
y CDA45. Nuestros resultados coinciden con estos hallazgos y corroboran que el pre-
acondicionamiento en hipoxia no influye en la expresién de marcadores de superficie
(Wang et al., 2024).

Por lo que se refiere al estatus inmunoldgico celular, esta ampliamente aceptado que las
MSC expresan niveles bajos de HLA-ABC y no expresan HLA-DR ni moléculas co-
estimuladoras, con lo que no sufren rechazo al ser trasplantadas alogénicamente
(Insausti et al., 2014; Naji et al., 2019). Los resultados obtenidos en nuestra linea celular
mediante citometria de flujo revelan una baja expresion de HLA-DR cuando son
incubadas en concentraciones normales de oxigeno. Sin embargo, observamos un
aumento de su expresidon en hipoxia. El grupo de Bilic et al. sefialan que las hAMSC
expresan HLA-ABC y HLA-DR en pases iniciales de cultivo, que pierden en pases tardios
(Bilic et al., 2008). En los estudios inmunohistoquimicos realizados en membranas
amnidticas criopreservadas, sin cultivo /in vitro, el grupo de Kubo et al. demostrd
inmunorreactividad positiva frente al antigeno HLA de clase II en células con morfologia
fibroblastica del mesénquima amniético (Kubo et al., 2001). Dado que la membrana
amnidtica es un tejido considerado como hipdxico en comparacion con los tejidos
normdxicos del cuerpo adulto, puede hipotetizarse que una baja concentracion de
oxigeno incremente la expresidn de antigenos HLA-DR. Seria interesante evaluar la
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expresion de estos antigenos en cultivos mantenidos en hipoxia durante tiempos mas
prolongados con el objetivo de determinar el efecto de la concentracion de oxigeno sobre
la inmunogenicidad de las hAMSC.

Finalmente, para ultimar la tipificacion de la linea celular segun los criterios de la ISCT,
confirmamos la capacidad de diferenciacion de las hAMSC a los tres linajes mesodérmicos
clasicos (estirpe mesodérmica). En nuestras condiciones de estudio, una concentracion
del 1% de oxigeno en cultivo favorece el potencial de diferenciacion osteogénica y
adipogénica /n vitro de las hAMSC. En la literatura, no hay consenso respecto al efecto
de la hipoxia en el potencial de diferenciacion a estos dos linajes. Esta divergencia de
resultados puede ser explicada por variaciones en el disefio experimental tales como, la
metodologia de generacidon de hipoxia (incubador o mediante agentes quimicos que
mimetizan hipoxia como cobalto, deferoxamina o dimetiloxalilglicina), concentracion de
oxigeno en cultivo, tiempo de exposicion, substratos sobre los que se siembran las MSC,
factores de crecimiento empleados y tiempos de evaluacién (Gu et al., 2016; Samal et al.,
2021). En relacién con la diferenciacion condrogénica, la deteccidon positiva de
proteoglicanos mediante tincion con azul alcian confirmd la diferenciacién bajo ambas
concentraciones de oxigeno. Resultados similares sobre condrogénesis han sido
obtenidos por otros grupos (Alviano et al., 2007; Soncini et al., 2007; Diaz-Prado et al.,
2010). No obstante, no podemos concluir el efecto de la concentracién de oxigeno sobre
la diferenciacion condrogénica, ya que la metodologia empleada no permite la
comparacion entre ambas condiciones de oxigeno. La condrogénesis realizada en
monocapas celulares de hAMSC posibilitaria esta comparacion relativa del potencial de

diferenciacién al linaje condrogénico entre normoxia e hipoxia.

En resumen, los resultados expuestos confirman que nuestra linea de hAMSC cumple los

criterios de la SCIT en cuanto células mesenquimales estromales multipotentes.

Con el fin de completar la caracterizacion molecular de la linea celular objeto de estudio,
ampliamos el espectro de marcadores analizados e incluimos moléculas de adhesion y
marcadores mesenquimales como vimentina, CD44 y CD133, el marcador epitelial CD324
(E-cadherina) y los marcadores neurales nestina, Tuj-1, GFAP y NeuN. En nuestros
experimentos, la totalidad de las células mantenidas en cultivo marcaron positivamente
vimentina, marcador mesenquimal tipico, y expresan CD44 en la superficie celular.
Ademas, fueron negativas para E-cadherina y CD133. Tanto CD44 como CD133 son

proteinas de membrana vinculadas con procesos de adhesidon celular, proliferacion,
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migracion, autorrenovacion, diferenciacion, sefalizacion e interacciones célula-célula.
Aungue son utilizados como marcadores de diferentes poblaciones de células madre y
mesenquimales, se expresan en una amplia variedad de tipos celulares. En concreto,
CD133 es un biomarcador de células madre de cancer, particularmente de tejidos como
el cerebro, higado, mama, pulmén, entre otros y es utilizado para el aislamiento y la

caracterizacion de progenitores neurales (Barzegar Behrooz et al., 2019).

Este patron/perfil de marcadores para las hAMSC estda en linea con lo publicado
previamente por otros grupos, confirmando que las células, con independencia de las
condiciones de cultivo, expresan marcadores del linaje mesenquimal y son negativas
para el marcador epitelial analizado (Portmann-Lanz et al., 2006; Kim et al., 2007;
Soncini et al., 2007; Chang et al., 2010; Diaz-Prado et al., 2010; Nogami et al., 2012;
Koike et al., 2014). Asimismo, el marcaje negativo de E-cadherina nos permitié confirmar
la ausencia de hAEC en los cultivos. Algunos grupos, como el de Mariotti et a/., utilizan
el marcaje de E-cadherina para, de manera simultanea, demostrar la contaminacién
epitelial en sus cultivos y caracterizar las hAMSC aisladas (Mariotti et al., 2008). No
obstante, no seria sorprendente detectar expresion de marcadores epiteliales en hAMSC.
De hecho, algunos autores definen las hAMSC como una poblacion celular de
caracteristicas hibridas mesenquimales y epiteliales, tanto en cuanto a su ultraestructura
(Pasquinelli et al., 2007) como a la co-expresion de marcadores de ambos linajes
celulares (Sakuragawa et al., 2004). Esto sugiere que el proceso de la transicidn epitelio-

mesénquima puede estar presente en la membrana amnidtica humana.

Dado que nuestro objetivo es el empleo de hAMSC en aproximaciones de regeneracion
de SNC, el siguiente paso en la caracterizacion de las hAMSC consistid en valorar la
posibilidad de que estas células puedan desplegar caracteristicas de precursores
neurales. Los cultivos de las hAMSC indiferenciadas revelaron inmunofluorescencia
positiva para los marcadores neuronales generales B3-tubulina (Tuj-1) y el antigeno
nuclear neuronal NeuN/Fox3 (NeuN). Ademas, estos mismos cultivos mostraron una
tincidn positiva frente a los anticuerpos nestina y negativa para GFAP, marcadores de
progenitores gliales y de astrocitos, respectivamente. Al comparar cultivos mantenidos
en normoxia e hipoxia, observamos que la expresion de los marcadores analizados es
similar en ambas concentraciones de oxigeno. Los medios de cultivo estandar que
contienen FBS pueden incluir factores de crecimiento y sefiales que promuevan la
expresion basal de ciertos marcadores neurales. Sin embargo, en nuestras manos,

hAMSC conservan (muestran también) el fenotipo descrito cuando son crecidas en medio
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NB-B27 (medio neurobasal carente de suero), lo que nos permite atribuir la expresion
de los marcadores estudiados a la plasticidad intrinseca de estas células.

Varios grupos han descrito expresion de marcadores neurales en hAMSC y han detallado
diferenciacién a células con fenotipo similar a neuronas, aunque en ninguno de los casos
estudiados en la bibliografia se realizan estudios de funcionalidad (Sakuragawa et al.,
2004; Kim et al., 2007; Chang et al., 2010; Portmann-Lanz et al., 2010; Leyva-Leyva
et al., 2013). En nuestro caso, a pesar de la ausencia de expresion de CD133, la tincion
positiva de Tuj-1, NeuN y nestina en hAMSC no sometidas a diferenciacion neural
inducida sugiere la conservacion de un caracter de células progenitoras neurales,
independientemente de la concentracion de oxigeno en cultivo. Ademas, la falta de
expresion de GFAP sugiere la predisposicion de hAMSC a una diferenciacion especifica
hacia la linea neuronal frente a la glial. No obstante, para confirmarlo seria necesario
realizar estudios de diferenciacién neurogénica que incluyan un analisis mas detallado y
amplio de marcadores del fenotipo neural como Musashi-1, neurofilamento de alto peso
molecular (NF-H), neurofilamento de peso molecular intermedio (NF-M) o enolasa
especifica de neuronas. Asimismo, estos trabajos se completarian con estudios de
electrofisiologia a fin de comprobar la funcionalidad de las células diferenciadas.

Sobre este punto, la caracterizacion de las hAMSC como progenitores neurales y su
habilidad para cruzar la restriccion de la linea mesodérmica, sugiere que pueden situarse
en un estadio intermedio entre células pluripotentes y multipotentes. En la literatura
encontramos varios ejemplos que apoyan esta hipotesis, en los que se confirma que las
hAMSC son capaces de diferenciarse a diferentes tipos celulares no derivados del tejido
mesodérmico embrionario, como diferenciaciones ectodérmicas (Sakuragawa et al.,
2004; Kim et al., 2007; Chang et al., 2010; Portmann-Lanz et al., 2010; Leyva-Leyva
et al., 2013) y endodérmicas (Tamagawa et al., 2007, 2009). Ademas, las hAMSC
expresan marcadores vinculados a pluripotencia, aunque de manera variable (Miki et al.,
2005; Alviano et al., 2007; Kim et al., 2007; Bilic et al., 2008; Mihu et al., 2009; Chang
et al., 2010; Tsuji et al., 2010; Ge et al., 2012; Nogami et al., 2012; Koike et al., 2014;
Umezawa et al., 2019; Belmar-Lopez et al., 2022). De hecho, los grupos de Koike et al.,
y Alviano et al. afirman que esta expresion es mayor en hAMSC que en MSC derivadas
de otras fuentes de MSC humanas, como BM-MSC, pero no a niveles de iPSC, lo que
puede situar a las hAMSC en una posicion mas elevada que hBM-MSC en la jerarquia de
células madre (Alviano et al., 2007; Koike et al., 2014).
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Mediante analisis por RT-PCR en nuestra linea de hAMSC, comprobamos que la expresion
de genes relacionados con pluripotencia es mayor que la detectada en células
diferenciadas o unipotentes (linea HEK293T). Sin embargo, el nivel de expresion es
menor al compararlo con el de células pluripotentes inducidas (iPSC control). Salvo en
el caso de SOX2, cuya expresion es mayor en normoxia que en hipoxia, la concentracion
de oxigeno en cultivo no influye en la expresion de marcadores de pluripotencia en
nuestra linea celular. Ademas, como ya se ha comentado con anterioridad, las hAMSC
no expresan E-cadherina en ninguna de las concentraciones de oxigeno ensayadas. E-
cadherina es empleado, de manera habitual, como marcador de células pluripotentes (Li
etal.,, 2012). Todo ello, apunta a que la linea celular de hAMSC no presenta
caracteristicas de células pluripotentes. No obstante, estos resultados parecen sugerir
que, si bien las hAMSC no podrian ser consideradas como células pluripotentes, si pueden

conservar un potencial de diferenciacién superior al de otras células multipotentes.

Como se ha mencionado, uno de los mayores retos para el empleo de MSC en terapias
de medicina regenerativa y de reemplazamiento tisular consiste en la obtencién del
nimero de células necesarias. El nimero de MSC aisladas de sus nichos es relativamente
bajo, por lo que el paso previo de cultivo y expansion in vitro es necesario. Nuestra linea
celular fue mantenida en cultivo hasta pase 12 sin senescencia, lo que esta en
consonancia con otros trabajos previos publicados (Kim et al., 2007; Chang et al., 2010).
Centramos nuestro estudio de proliferacion entre los pases 4 a 8 por su eventual
aplicabilidad en clinica, tratando de evitar pases superiores en los que pueda generarse
inestabilidad genética, disminucion de la actividad telomerasa, etc. El tiempo de
duplicaciéon del cultivo de hAMSC fue significativamente menor en hipoxia que en
normoxia. Esto conlleva, ldgicamente, a la obtencién de un nimero mayor de células y
duplicaciones con el tiempo en cultivo en condiciones de baja concentracidn de oxigeno.
La mayor tasa de proliferacion junto con una mayor duplicacion de la poblacién en
condiciones de hipoxia puede deberse a la menor generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, del inglés, reactive oxygen species) y a la sobreexpresion de los genes
diana de las vias moduladas por HIF. En condiciones de hipoxia, HIF-1a bloquea el ciclo
de los acidos tricarboxilicos y reduce las ROS. Una menor generacion de ROS reduce la
tasa de acortamiento de los teldmeros y, como consecuencia, podria retrasarse la
senescencia replicativa. Ademas, un entorno hipdxico aumenta la expresion de los genes
diana de Notch y se activan las vias de senalizacion PI3K/Akt y ERK1/2, responsables de
la proliferacién celular (Haque et al., 2013).
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Como Uultimo paso en la caracterizacion de las hAMSC, analizamos su capacidad de
migracién. La migracidn eficiente de las MSC hacia los sitios de lesién o inflamacion es
esencial para asegurar que las células actien directamente en las areas que requieren
reparacion o regeneracion, bien como agentes medicinales per se o bien como vehiculos
transportadores de moléculas terapéuticas. En nuestro trabajo, la evaluacion de la
capacidad de migracion in vitro fue realizada mediante ensayos de herida en placa. Las
hAMSC fueron capaces de cerrar la herida con independencia del pase o tiempo en
cultivo. El cierre total de la herida se observa a las 24 horas tanto en pases iniciales
como en pases tardios. En nuestra aproximacion, el ambiente hipdxico promueve en
hAMSC una mayor habilidad para migrar. Se han obtenido resultados similares en
ensayos de migracién con membranas Transwell (Li et al., 2019; Wang et al., 2024).
Ademas, la linea celular de hAMSC utilizada en esta tesis doctoral fue empleada por el
grupo de la Dra. Pilar Martin-Duque en sus trabajos sobre la eficiencia y la eficacia en
terapia antitumoral de MSC derivadas de 5 fuentes diferentes. Se confirmé la habilidad
de hAMSC de migracién /in vivoy su tropismo especifico hacia tumores al ser inyectadas
por via intravenosa en un modelo animal (Belmar-Lopez et al., 2013). Por otra parte,
mediante técnicas de resonancia magnética nuclear y SPECT-CT (tomografia
computarizada por emision de fotdn Unico), detectaron la presencia de las hAMSC 24

dias después de la inyeccion.

En conjunto, los resultados de nuestro trabajo indican que las hAMSC despliegan
caracteristicas Unicas en lo relativo a su plasticidad fenotipica, proliferacion y capacidad
de migracion. Ademas, el cultivo en condiciones de hipoxia no afecta a la morfologia ni
a las caracteristicas fenotipicas de las hAMSC, pero mejoran cualidades determinantes
para su empleo en clinica, como son la proliferacion y la migracién /in vitro e in vivo (Ni
et al., 2014; Wang et al., 2024). Por ello, el mantenimiento de las hAMSC en hipoxia es
una aproximacion metodoldgica de gran valor y potencial, ya que induce un incremento
de la proliferacién, diferenciacion y migracion celular. Ademas, mimetiza mejor el
contexto fisioldgico normal y patoldgico en el que las MSC pueden ser utilizadas como
agentes terapéuticos (Rosova et al., 2008; Li et al., 2017). Asimismo, comprobamos que
las propiedades exhibidas por las hAMSC que las sitian en un lugar aventajado para su
empleo en terapia celular se mantienen con los pases, por lo que la expansion en cultivo

/n vitro no parece alterar su viabilidad y sus funciones.
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Uno de los mejores modelos para estudiar y cuantificar in vitro la neurorregeneracion es
el co-cultivo de CGR con células potencialmente capaces de inducir regeneracion axonal.
Siguiendo la aproximacion establecida por el grupo de la Dra. Moreno Flores, llevamos
a cabo ensayos de co-cultivo directo /in vitro de hAMSC con CGR axotomizadas de rata
adulta (Portela-Lomba et al., 2020) y, ademas, adaptamos este modelo a la evaluacion

de la neurorregeneracion en co-cultivos indirectos y con medios condicionados.

El recuento del nimero de CGR por campo (nimero de CGR total en los cultivos) en las
cuantificaciones de (todas) las diferentes condiciones ensayadas fue similar, tanto en los
controles negativos, en los que se sembraban las CGR sobre PLL, como al realizar co-
cultivos directos e indirectos con hAMSC. Esto sugiere que la presencia de hAMSC o de
sus medios condicionados en nuestras condiciones de cultivo no modifica
significativamente la supervivencia de las CGR axotomizadas. En ratas adultas, la
axotomia orbital proximal /7 vivo de CGR conduce a una ola de muerte por apoptosis
que comienza 4-5 dias después de la lesion y alcanza su maximo en el dia 7-8
aproximadamente. A las dos semanas, el 85-90% de las CGR han muerto (Villegas-Pérez
et al., 1993; Harvey et al., 2006). No obstante, existen estudios que detallan promocién
de la supervivencia neuronal tras la administracion de MSC en modelos de lesion de
nervio Optico (Li et al., 2022; Norte-Mufoz et al., 2021). Por ello, dado que nuestros
trabajos se extienden Unicamente hasta 4 dias después de la axotomia y siembra de las
CGR, no podemos descartar la posibilidad de que las hAMSC puedan promover
supervivencia neuronal a largo plazo. Ademas, resultados preliminares de nuestro grupo
(observaciones no publicadas) indican un posible efecto inhibitorio de apoptosis mediada
por las hAMSC en un modelo de desarrollo en retinas de embriones de pollo. Seria de
gran interés, por tanto, poner a punto los modelos de co-cultivo empleados en este
trabajo durante periodos de tiempo mas prolongados, con el fin de evaluar la
supervivencia de las CGR adultas tras su axotomia en presencia de hAMSC y/o sus

medios condicionados.

No obstante, la supervivencia neuronal per se no es suficiente para el crecimiento axonal
(Boia et al., 2020). El grupo de Goldberg et al. demostrd que la sobreexpresion de Bcl-
2 en neuronas ganglionares de la retina era capaz de mantener la supervivencia de estas
neuronas en ausencia de senales moleculares tréficas. Sin embargo, las neuronas que
expresaban Bcl-2 no extendian axones a menos que factores tréficos peptidicos, como
BDNF, NGF o insulina estuvieran presentes en el medio de cultivo (Goldberg et al., 2002).
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Esto demuestra que el recrecimiento de los axones no es una funcién por defecto de la
neurona superviviente, sino que debe ser estimulada a través de una sefalizacion

especifica.

En este trabajo se ha confirmado la neurorregeneracion de CGR axotomizadas. Ahora
bien, el recrecimiento o re-extension axonal observado en los co-cultivos se podia deber
a un efecto neurorregenerador mediado por las hAMSC o a una diferenciacion de éstas
hacia un fenotipo similar a neuronas. Hemos demostrado que las hAMSC expresan
marcadores asociados a progenitores neurales. Sin embargo, en la literatura, las
diferenciaciones de hAMSC a linaje neural /n vitro han sido descritas en cultivos con
medios de induccién durante un periodo variable de tiempo, que abarca desde los 6 a
los 21 dias. Ademas, estos medios de induccidn contienen factores como el acido trans-
retinoico, forskolina, acido valproico, bFGF, PDGF, EGF, hidroxianisola butilada, entre
otros (Sakuragawa et al., 2004; Kim et al., 2007; Chang et al., 2010; Portmann-Lanz
et al., 2010; Leyva-Leyva et al., 2013; Dallatana et al., 2024). Sin embargo, los co-
cultivos de hAMSC y CGR se mantuvieron durante 96 horas en medio NB-B27, que carece
de factores inductores de diferenciacion y de FBS (ver Materiales y Métodos). La
evaluacién de la expresion del marcador axonal SMI31 en monocultivos de hAMSC
mantenidas en estas mismas condiciones no mostré marcaje positivo. Por el contrario,
las inmunotinciones revelaron que la presencia de axones SMI31 positivos se producia
Unicamente en los co-cultivos de hAMSC y CGR previamente axotomizadas. Por esta
razon, aunque no podemos descartar que, eventualmente, alguna hAMSC pueda adquirir
un fenotipo similar a neurona durante los co-cultivos con CGR, nuestros resultados
indican que estamos ante una re-extension axonal de CGR adultas axotomizadas y no

de axones derivados de la diferenciacion de hAMSC.

Parece claro, por tanto, que las hAMSC proporcionan el suficiente aporte tréfico /in vitro
para el eventual recrecimiento de axones de las CGR axotomizadas supervivientes,
desempefiando asi un papel esencial en la promocidn de la regeneracién axonal de las

CGR axotomizadas adultas.

Una vez confirmada la capacidad neuroregenerativa de las hAMSC, el siguiente objetivo
que nos propusimos fue la determinacion del mecanismo por el cual las hAMSC inducen
regeneracion axonal en neuronas del SNC. Uno de los modelos de acciéon de las MSC
mas estudiados esta ligado a inmunomodulacién. Se ha descrito que el contacto célula-
célula es un prerrequisito para la inhibicion de la proliferacion de PBMC (linfocitos T) por
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parte de las hAMSC. Ademas, las citoquinas inflamatorias liberadas por linfocitos T y
células presentadoras de antigeno durante la respuesta inmunitaria modulan la funcién
de hAMSC, dando lugar a la secrecién de factores de crecimiento, moléculas de adhesién
y factores inmunosupresores que ejercen efectos pleiotropicos sobre una amplia
variedad de células inmunitarias (Wolbank et al., 2007; Kang et al., 2012; Insausti et al.,
2014).

Las CGR adultas axotomizadas cultivadas sobre un sustrato no celular, como es PLL, en
medio NB-B27, mostraron una reducida habilidad para regenerar sus axones,
especialmente en condiciones de baja concentracién de oxigeno. Sin embargo, en los
co-cultivos de CGR con un sustrato biolégico (TS12 o hAMSC), la neurorregeneracion
observada aumenta. Asi, confirmamos que TS12 es una linea celular de baja
regeneracion (Plaza et al., 2016) y promueve neurorregeneracion respecto a las CGR
sembradas sobre PLL (control negativo), aunque no de manera significativa. En contraste,
la monocapa de hAMSC proporciona un sustrato mas efectivo (regenerativo), ya que
incrementa de 4 a 14 veces con respecto a PLL el porcentaje de neuronas con axon en
condiciones de normoxia e hipoxia, respectivamente. Ademas, la longitud axonal media
aumentd 4,5 veces en normoxia y 25 veces en hipoxia, al sembrar las CGR sobre la
monocapa de hAMSC respecto a los cultivos de CGR sobre PLL. No parece que el nUmero
de hAMSC determine la regeneracidon observada en ambas concentraciones de oxigeno,
ya que no se apreciaron diferencias significativas en los parametros cuantificados entre
las diferentes densidades empleadas (5x10%, 8x10* y 1x10°> hAMSC). Estos resultados
concuerdan con lo publicado anteriormente, ya que en la literatura esta ampliamente
aceptado que es necesario un sustrato permisivo para la regeneracién axonal (Wigley &
Berry, 1988; Sonigra et al., 1999; Horner & Gage, 2000). Se han descrito sustratos
permisivos, como células de Schwann o células de glia envolvente olfativa (Sonigra et al.,
1999; GOmez et al., 2018; Horner & Gage, 2000; Moreno-Flores et al., 2002, 2003).

La interaccion directa célula-célula puede facilitar la transferencia de sefiales que
promuevan supervivencia neuronal y el crecimiento axonal. La expresidn de moléculas
de adhesion de la superficie celular de las hAMSC, como CD44, CD73 o CD90, puede
desempenar un papel importante en el proceso de regeneracion. Por otro lado, la
comunicacion intercelular se realiza a través de gap junctions. El grupo de Tarasiuk et
al. constata la formacién de estas estructuras entre MSC y neuronas de los ganglios de
la raiz dorsal de rata. De hecho, el bloqueo de las uniones anula el efecto pro-
supervivencia observado en el co-cultivo directo de las neuronas con MSC durante 30
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dias (Tarasiuk et al., 2022). La transferencia de material citoplasmatico y mitocondrial
intracelular también se realiza a través de estructuras tubulares recientemente descritas
conocidas como TNT (del inglés, tunneling nanotubes). Estas estructuras, de didmetro y
longitud variables, estan formadas por microfilamentos del citoesqueleto de F-actina y
permiten el intercambio bidireccional y unidireccional entre células de moléculas y
organulos como las mitocondrias. Se ha descrito la formacién de TNT entre MSC y
diferentes tipos celulares, como cardiomiocitos, hepatocitos, neuronas sensoriales,
células del epitelio de la cérnea y CGR (Staff et al., 2019; Jiang et al., 2020; Tarasiuk
etal., 2022). La capacidad de las hAMSC de transferir moléculas reguladoras,
mediadores, factores tréficos o mitocondrias “sanas” a CGR en nuestra aproximacion
podria representar un mecanismo valido para explicar la transferencia de sefales que
promueven regeneracion axonal. Por ello, el estudio mas detallado de estas interacciones
celulares y las moléculas implicadas proporcionara una vision mas profunda de los

mecanismos subyacentes a la neurorregeneracién mediada por hAMSC.

En ausencia del sustrato bioldgico proporcionado por las hAMSC, el porcentaje de CGR
capaz de regenerar axon (porcentaje de neuronas con axén SMI31 positivo) al ser
incubadas con medios condicionados previamente por hAMSC se reduce
significativamente respecto al de las CGR sembradas sobre una monocapa de hAMSC.
Sin embargo, la longitud media alcanzada por los axones regenerados es equivalente a
la observada en los co-cultivos directos con la monocapa de células mesenquimales. Esto
indica que, sin el sustrato bioldgico proporcionado por las hAMSC, un menor nimero de
CGR son capaces de recrecer su axon, pero los axones regenerados elongan mas micras
(aquellas que lo hacen, regeneran axones mas largos). A pesar de que el medio
condicionado de hipoxia promueve una re-extensién axonal media similar a la de
normoxia, la diferencia respecto al control no es significativa, probablemente porque las
hAMSC proliferan mas en hipoxia y, como resultado de su mayor crecimiento, el medio
puede contener mayor concentracion de moléculas y productos de desecho del

metabolismo celular.

Por otra parte, al establecer co-cultivos indirectos mediante membranas Transwell, en
los que las CGR y las hAMSC compartian las mismas condiciones, pero estaban separadas
fisicamente (se permite la comunicacidn célula-célula sin que haya un contacto directo),
se observa una reduccion del porcentaje de neuronas con axén SMI31 positivo que es
también significativa respecto a las CGR sembradas sobre una monocapa de hAMSC.

También se reduce la longitud media axonal, pero no de manera significativa.
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Estos datos sugieren la presencia de moléculas y factores directamente implicados en la
extensién (elongacién) de los axones regenerados, bien en forma de factores solubles o
encapsulados en vesiculas extracelulares en los medios condicionados de hAMSC.
Basandonos en la bibliografia, escogimos los tres factores neurotrdéficos implicados en la
biologia neuronal mas estudiados, como son las neurotrofinas BDNF, NGF y NT-3
(Lessmann et al., 2003; Pramanik et al., 2017; Norte-Munoz et al., 2024b; Li et al.,
2022). La administracion intravitrea de factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
es el mejor neuroprotector descrito hasta la fecha para CGR axotomizadas por
transeccion completa del nervio o aplastamiento (Parrilla-Reverter et al., 2009; Sanchez-
Migallon et al., 2011).

Las hAMSC cultivadas /n vitro sintetizan constitutivamente y a lo largo de los pases
estudiados, tanto en su medio de cultivo dptimo como en el medio NB-B27, los
precursores intracelulares de estas neurotrofinas. Ademas, se ha comprobado que estos
factores son secretados al medio en forma de factores solubles. Se ha descrito que las
hAMSC sintetizan y secretan factores neurotrdficos (Li et al., 2022; Park et al., 2018;
Seong et al., 2023; Volkman & Offen, 2017).

La secrecion de las neurotrofinas podria estar modulada por el contacto entre las CGR y
las hAMSC en los co-cultivos directos (la interaccion dinamica entre ambos tipos celulares
puede articular la secrecién). Tanto en normoxia como en hipoxia, la liberacién de las
formas solubles de las NT por parte de las hAMSC disminuye en presencia de las CGR,
siendo significativamente menor en el caso de NT-3. La menor liberacion de las
neurotrofinas en los medios de los co-cultivos indirectos muy posiblemente se debe al
nimero de hAMSC sembradas sobre la membrana Transwell, que es un orden de
magnitud inferior (3x10° células) respecto al de los co-cultivos directos (5-10x10*
hAMSC). Ademas, esta menor concentracion puede explicar que la longitud axonal media
alcanzada en los co-cultivos indirectos sea menor que la promovida por los medios
condicionados de hAMSC.

Con el objetivo de profundizar en el mecanismo de regeneracion neuronal observado en
nuestro modelo se realizaron ensayos de neutralizacion de BDNF y NGF solubles,
observando una disminucidn parcial de la neurorregeneraciéon mediada por hAMSC. El
bloqueo de BDNF y NGF disminuyd el porcentaje de neuronas capaces de regenerar su
axon en normoxia, aunque no de manera significativa. Asimismo, la longitud media de

los axones regenerados disminuye en ambas concentraciones de oxigeno al neutralizar

132



DISCUSION

BNDF, tanto de manera individual, pero también de manera conjunta con anti-NGF en

condiciones de normoxia.

Nuestro estudio sobre el papel que ejercen las NT en neurorregeneracion mediada por
hAMSC fue realizado en un modelo de cultivo de CGR con sustrato bioldgico. En su
articulo de revisidn sobre la regeneracion de SNC, Horner y Gage afirman (que se asume)
que las neurotrofinas inducen crecimiento axonal cuando el sustrato permisivo esta
presente. Mas aun, las CGR no son capaces de sobrevivir en presencia de factores
troficos como BDNF y CNTF a menos que sus niveles de cAMP estén elevados (Boia et al.,
2020). Por ello, las NT no se utilizan como un efector individual sino en combinacién con
matrices o células promotoras de crecimiento (Horner & Gage, 2000). Por otro lado, hay
estudios que apoyan que la sefializacién de las NT para los eventos que son locales al
axon y la sinapsis serian separables de la sefializacion para los eventos mediados por el
cuerpo celular distal (Howe & Mobley, 2005; Harvey et al., 2006). En nuestro modelo,
por tanto, el contacto célula-célula podria compensar, a nivel local, la disminucidn de la
concentracion de los factores solubles presentes en el medio de cultivo, mediante el
mantenimiento de niveles adecuados de cAMP en las CGR, la internalizacion de las NT y
sus receptores en el soma neuronal, o por el aporte continuo de NT solubles y mediante
exovesiculas. Ademas, los estudios de MacInnis y Campenot, mostraban que una sefal
neuronal de supervivencia puede llegar a los cuerpos celulares sin ir acompanada del
NGF que la causa (Maclnnis & Campenot, 2002). De esta manera, aunque haya un
reduccion de la concentracion de NGF y BDNF en el medio, puede ser que éstos
interactien con receptores TrkA y TrkB e induzcan también sefales de supervivencia y
elongacion axonal mediante transporte retrogrado. Este mismo mecanismo podria
explicar que, en ausencia de las hAMSC como sustrato bioldgico, se reduzca el porcentaje
de CGR capaces de regenerar axdn, pero se mantenga la elongaciéon axonal observada
respecto a los co-cultivos directos. Estudios del bloqueo de las NT en cultivos de CGR
axotomizadas sin sustrato bioldgico permitirian completar la caracterizacién del
mecanismo subyacente de la neurorregeneracion mediada por hAMSC y el rol

desempefiado por las NT en dicho proceso.

Por otra parte, los andlisis realizados se basan en la cuantificacion y neutralizacion de
las formas solubles de las NT secretadas al medio por hAMSC. Estd ampliamente
documentada la actividad paracrina de las MSC a través de la secrecion de moléculas y
factores tréficos, incluidas NT, encapsulados en VE y exosomas (Staff et al., 2019;
Kulubya et al., 2021; Seong et al., 2023). Sin embargo, el efecto parece ser transitorio
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(Chen etal., 2009a). En nuestro caso, datos preliminares del grupo sobre la
caracterizacion de exosomas secretados por hAMSC confirman la presencia del factor
activo BDNF de bajo peso molecular en el cargo de los mismos. Es posible suponer,
entonces, que la actividad neurorregenerativa de las hAMSC pueda ser realizada también
a través de liberacion factores neurotréficos contenidos en microvesiculas y/o exosomas.
Por esta razén, la neutralizacion de las formas solubles de las NT sdlo bloquearia
parcialmente la accion de éstas sobre las CGR adultas axotomizadas. Ademas, la
liberaciéon de VE por parte de hAMSC en condiciones de hipoxia es mayor que la
detectada en cultivos mantenidos en normoxia. La realizacién de cultivos de CGR adultas
axotomizadas con y sin sustrato biolégico en presencia de vesiculas extracelulares
obtenidas a partir de cultivos de hAMSC (o una combinacién de exosomas de hAMSC y
CGR sembradas sobre sustratos bioldgicos) sera lo que permitira conocer de manera
mas detallada el mecanismo de regeneracion y abordar los estudios /n vivo con mayor
conocimiento del proceso. Ademas, identificar y caracterizar las moléculas bioactivas,
como proteinas, lipidos, ARN mensajero (mRNA) y microARN (miRNA) que contengan
los exosomas sera fundamental para la comprension mecanistica del proceso, el disefio

y la optimizacion de una posible terapia efectiva.

En conjunto, estos resultados sugieren un mecanismo dual para la neurorregeneracion
inducida por hAMSC. El contacto célula-célula y la secrecién por parte de las hAMSC de
moléculas y factores troficos. Ambos mecanismos, ademas, son complementarios. En
nuestro modelo experimental, el co-cultivo directo entre hAMSC y CGR adultas es un
requisito necesario para promover en las CGR un aumento de su capacidad para recrecer
su axon. Es decir, el contacto célula-célula es imprescindible para generar el ambiente
adecuado para que las CGR puedan regenerar su axon. Las NT secretadas al medio por
hAMSC, como factores solubles o a través de VE, participarian, ademas, de manera

determinante, en la elongacion de los axones regenerados.

Los resultados obtenidos sobre la neurorregeneracion inducida por hAMSC no muestran
diferencias significativas en relacion con la concentracion de oxigeno en los cultivos. Si
bien es cierto que la capacidad inherente de las CGR axotomizadas para regenerar axon
/n vitro es menor en un contexto de hipoxia que en normoxia. En los diferentes modelos
utilizados la regeneracion axonal promovida en hipoxia es equivalente a la alcanzada en
los cultivos homdlogos mantenidos en normoxia. Esto sugiere que las hAMSC y sus
medios condicionados generan el entorno adecuado para que las CGR se adapten a esta

condicién. En un contexto /n vivo, la muerte de CGR debida a isquemia puede asociarse,

134



DISCUSION

entre otras causas, a disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo. La inyeccion de factores
troficos incrementa la viabilidad de las CGR tras isquemia, pero los efectos son
temporales (Bickler & Donohoe, 2002; Harvey et al., 2006). La proteccidon contra el
estrés oxidativo proporcionado por hAMSC y su aporte de factores tréficos puede resultar
en un soporte mas a largo plazo de las CGR, por lo que seria necesario realizar estudios

en una ventana de tiempo superior.

Ademas, la estabilizacion de HIF-1o. modula la expresion de cientos de genes implicados
en una gran variedad de procesos celulares. La expresion de estos genes se refleja en
el contenido de las VE secretadas. Varios estudios demuestran que las VE derivadas de
MSC acondicionadas en hipoxia tienen una mayor capacidad regenerativa que las

obtenidas en condiciones de normoxia (Pulido-Escribano et al., 2022).

Finalmente, afrontamos el estudio de la funcionalidad de los axones regenerados
mediante la deteccién de proteinas vinculadas al proceso de sinapsis y transmision de

potenciales de accidn, y ensayos de electrofisiologia.

Tanto la sinapsina como SV2A son marcadores asociados con axones en desarrollo y con
sinapsis maduras. Ambas juegan un papel esencial en la regulacidon del ciclo de las
vesiculas sinapticas y su movilizacion, asi como en la liberacion de neurotransmisores y
la plasticidad sinaptica de axones activos, maduros y funcionalmente establecidos
(Ciruelas et al., 2019; Zhang & Augustine, 2021). La deteccidn de estas proteinas
sinapticas en los axones regenerados de las CGR adultas axotomizadas en co-cultivos
con hAMSC, tanto en normoxia como en hipoxia, es un indicio de que el proceso de
regeneracion neuronal esta progresando de manera adecuada y que los axones estan
recuperando no Unicamente algunas de sus caracteristicas estructurales normales sino
también funcionales. Asimismo, la presencia de sinapsina y SV2 en los axones apunta
que éstos tienen el equipo necesario para la liberacién de neurotransmisores, indicando
que pueden establecer sinapsis potencialmente funcionales e integrarse en los circuitos

neuronales preexistentes.

Por otra parte, la funcionalidad de los axones se define por su capacidad para generar,
conducir y transmitir potenciales de accion de manera eficiente y coordinada. Los canales
de sodio activados por voltaje (VGSC) son cruciales para la excitabilidad y la propagacién
de sefales eléctricas en las neuronas y otras células excitables. La subunidad Nav1.1 a
(SCN1A) es una de las varias isoformas de las subunidades alfa de VGSC, localizada

preferentemente en cuerpos celulares y dendritas (Catterall et al., 2010). La tincién
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positiva de SCN1A de los axones regenerados de las CGR en los co-cultivos en las
diferentes concentraciones de oxigeno ensayadas sugiere que dichos axones estan
adquiriendo caracteristicas eléctricas similares a las de los axones maduros, lo que es
crucial para su funciéon normal en el sistema nervioso. No obstante, se requiere que la
densidad de VGSC en el segmento inicial del axon sea alta para que una neurona pueda
generar potenciales de accién (Kole et al., 2008). Tras el andlisis de las imagenes
obtenidas por inmunotincion, la co-expresion de la proteina MAP2A,B y SCN1A confirmo
la ubicacién adecuada en el compartimento somatodendritico neuronal de los VGSC. Si
bien la presencia y localizacion de VGSC es un requisito fundamental para la capacidad
de las neuronas de generar y transmitir potenciales de accién, su mera deteccién no
significa que esos axones sean activamente funcionales, es decir, que tengan la habilidad
de transmitir sefiales eléctricas. Por ello, decidimos realizar ensayos de electrofisiologia
con el objetivo de confirmar que la regeneracién mediada por hAMSC inducia el
recrecimiento de axones con la capacidad de generar potenciales de accidon cuando son

estimulados adecuadamente.

Los ensayos realizados mediante voltage clamp permitieron obtener registros de
corrientes de sodio de 1627 pA y 468 pA de axones regenerados en condiciones de
normoxia e hipoxia, respectivamente. La diferencia en la amplitud generada por la
entrada de sodio en ambas condiciones de oxigeno podria deberse a que el nimero o
tipo concreto de VGSC de los axones regenerados en condiciones de baja concentracién
de oxigeno es menor que sus homologos recrecidos en normoxia. En trabajos sobre la
adaptacion de neuronas corticales de tortugas a la hipoxia (y anoxia), Bickler observa la
retirada de moléculas de canales idnicos de la membrana plasmatica (Bickler et al., 2000).
Es posible que las neuronas, en respuesta a las condiciones de estrés generadas por la
hipoxia, reduzcan la actividad de los canales de sodio y potasio para minimizar el dano
celular. La reduccién de la actividad de los canales idnicos disminuye los requerimientos
celulares de ATP para mantener los gradiente idnicos a través de las membranas
celulares. Esto es crucial en condiciones de hipoxia, donde la produccion de ATP esta
comprometida por la disponibilidad de oxigeno. Por lo general, las acciones de la hipoxia
sobre canales idnicos parecen ser adaptativas, en el sentido de que el efecto es la
supresion de los canales excitatorios y el aumento de los inhibitorios (Bickler & Donohoe,
2002). La hipoxia puede inducir cambios en los niveles de segundos mensajeros
intracelulares, como el ATP y el AMP ciclico, asi como en la concentracién de iones Ca?*.
Estos cambios pueden afectar la fosforilacion y la regulacion de los canales Nav a través
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de diversas vias de senalizacién, como la proteina kinasa A y la proteina kinasa C. Por
otro lado, la hipoxia puede aumentar la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que pueden modificar la funcion de los canales de sodio a través de la oxidacion
de residuos especificos de aminodacidos en los canales (Bickler & Donohoe, 2002).

Los datos presentados en este tesis doctoral permiten afirmar que las hAMSC promueven
regeneracion axonal /in vitro de CGR adulta axotomizadas en condiciones de normoxia e
hipoxia. Asimismo, se demuestra que los axones regenerados en ambas condiciones de
cultivo son activos desde un punto de vista electrofisioldgico. El mecanismo subyacente
a esta neurorregeneracion mediada por hAMSC implica el contacto célula-célula y la
secrecion de factores neurotroficos. Futuros experimentos revelaran con mayor detalle
este proceso de regeneracién y abriran posibilidades para el abordaje de aproximaciones

terapéuticas /in vivo de neuroproteccion y regeneracion de SNC.
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6 CONCLUSIONES

1. Las hAMSC empleadas en esta tesis doctoral cumplen los criterios establecidos
por la ISCT como células mesenquimales estromales humanas en cuanto a su
adherencia a superficies de cultivo, panel de expresién de marcadores de
superficie y potencial de diferenciacion mesodérmica.

2. Las hAMSC expresan el marcador mesenquimal y la molécula de adhesion
vimentina y CD44, y no expresan el marcador epitelial E-cadherina, tanto en

normoxia como en hipoxia.

3. Las hAMSC expresan los marcadores neurales Tuj-1, NeuN y nestina. Sin
embargo, son negativas para el marcador de progenitores neurales CD133 y para
el marcador de astrocitos GFAP, no observandose diferencias en las diferentes

concentraciones de oxigeno ensayadas.

4. La expresion de los marcadores de pluripotencia NANOG, OCT4y SOX2 es mayor
en hAMSC que en células diferenciadas HEK293T, pero menor que la obtenida
en ipsc, por lo que las hAMSC no pueden ser consideradas como células

pluripotentes.

5. La baja concentracion de oxigeno en cultivo aumenta la capacidad de
proliferacion y migracion, asi como el potencial de diferenciacién osteogénica y

adipogénica /n vitro de las hAMSC.

6. Las hAMSC promueven neurorregeneracion de CGR de rata adulta axotomizadas
en co-cultivos directos e indirectos /n vitro, tanto en normoxia como en hipoxia.
En co-cultivos directos, el porcentaje de neuronas con axon y la longitud media
de los axones regenerados es significativamente mayor que la mostrada por las

CGR sembradas sobre el sustrato PLL.

7. Los medios NB-B27 condicionados por hAMSC en normoxia e hipoxia promueven
un aumento de la longitud media de los axones regenerados, pero no afectan al
porcentaje de CGR capaces de regenerar axon, respecto al control de CGR
sembradas sobre PLL.
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10.

11.

12.

13.

Las hAMSC sintetizan de forma constitutiva los precursores de los factores
troficos BDNF, NGF y NT-3, tanto en el medio basal DMEM-glucosa alta, como en
el medio NB-B27. La sintesis de los precursores de BNDF y NT-3 no depende de
los pases ni de la concentracion de oxigeno en el cultivo. La sintesis del precursor
de NGF no depende del tiempo en cultivo, pero aumenta significativamente en

condiciones de hipoxia.

Las hAMSC secretan las formas activas solubles de las NT BDNF y NGF cuando
son mantenidas en medio NB-B27. La concentracion de BDNF y NGF soluble en
los medios de los co-cultivos directos disminuye en presencia de CGR de rata

adulta axotomizadas. No se detectd en este medio NT-3 soluble.

La neutralizacion de las formas solubles de BDNF y NGF, de manera individual o
conjunta, tiende a disminuir, pero no bloquea completamente, la regeneracion
mediada por hAMSC en las diferentes concentraciones de oxigeno en cultivo,
aunqgue la media del porcentaje de neuronas con axén no presentd cambios en

hipoxia.

Los axones regenerados expresan los marcadores de vesiculas sinapticas

sinapsina y SV2A.

Los axones regenerados expresan canales de sodio dependientes de voltaje
Nav1.1 a. Esta expresion se localiza en los somas celulares, dendritas y la parte

inicial de los axones de CGR.

Las CGR con axones regenerados son electrofisiolégicamente funcionales, siendo
capaces de disparar potenciales de accion en las dos concentraciones de oxigeno
ensayadas. La amplitud de las corrientes de sodio y potasio son menores en

axones regenerados en hipoxia que sus homdlogos de normoxia.
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8 ANEXOS

ANEXO 1. Descripcién de las MSC aisladas de la placenta humana

ANEXOS

Marcadores de

CD34-, CD45-, CD19-,
CD40-, CD80-, CD83-,
CD86-, HLA-II-

neurogénesis

modelo /in vivo de
Parkinson, diabetes,

cardiacas

Fuente Morfologia Marcadm:e_s de células Diferenciacion IV!etod?s de Comentarios Palsologlas/ Referencias
superficie embrionarias aislamiento Aplicaciones
CD44*, CD29*, CD90*, Cardiovasculares,
. CD105*(baja), L No forman teratomas /n | gastrointestinales, )
Tipo AF: Osteogénesis, ] ) ) ] L (Roubelakis et al.,
) CD166*, CD49e", T Amniocentesis o vivo. Mayor capacidad hematopoyéticas, o
) o cuboidales- OCT4+, NANOG+, adipogénesis 'y » ) » . 2012; Silini et al.,
Fluido amnicdtico o CD44*, HLA-T* L puncién de de proliferacion y musculoesqueléticas,
epiteliales, SSEA4+, TRA-1-60+, neurogenesis L 2020; Torre &
(hAF) L membranas fetales espectro de neurologicas,
forma huso TRA-1-81 (condrogénesis, i ) o ) ) Flores, 2020; Teoh
en cesareas diferenciacion mas respiratorias,
(hAF-MSC) CD34, CD45-, CD31-, pases iniciales) ) o et al., 2023)
amplio que MSC adultas | oftalmoldgicas y
HLA-II-
urinarias
&
Q@ CD44+, CD73+, Ingenieria de tejido
o
=2 CD105+, CD90+, CD cartilaginoso y
) o (Portmann-Lanz
49e+, CD146+, L modelo /n vitro de
Osteogénesis, A et al., 2006;
CD166+, CD106+, o, o, ) cancer de mama;
) L adipogénesis, Por digestién Alta capacidad o Abomaray et al.,
Vellosidades No tipica HLA-I OCT4+*, NANOG+¥*, o o . modelos /n vivo
. i condrogénesis, (colagenasas) y proliferativa. Posible ., 2015; Wang et al.,
corionicas fibroblastica SOX2+ hepatogénesi lant taminacis ; espina bifida 5015 Vent
epatogénesis y | explante contaminacion materna ; Ventura
(hCV-MSC) (Myelomeningocele);

Ferreira et al.,
2018)
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Tejido fetal

Subendotelio de

CD29+, CD13+,
CD44+, CD49e+,
CD54+, CD90+,
fibronectina+, VCAM-

Explante o digestion

MSC y células

Diabetes,

(Covas et al., 2003;

lavenay
) ) . 1+, HLA-I+ Adipogénesis, L endoteliales. Muy baja aterosclerosis, modelo | Salehinejad et al.,
arterias de Fibroblastica L enzimatica ) i B
i . osteogenesis frecuencia de de raton de contusion | 2020; Pethe & Kale,
cordon umbilical (colagenasas) . ) i .
hUCVEC-MSC) CD14-, CD45-, aislamiento de médula espinal 2021)
( CD106-, CD61-,
CD49d-, VWF-,
PECAM-, HLA-II-
Explante, digestion (Romanov et al.,
Membrana de i
enzimatica 2003; Lindenmair
recubrimiento . -
B (colagenasas, MSC y células epiteliales etal., 2012;
del cordon ] ) o
- hialuronidasa, Salehinejad et al.,
umbilical o
tripsina) 2020)
CD29+, CD146+,
CD73+, CD166+,
CD90+, CD177+,
CD105+, CD44+, Osteogénesis, (Lee etal.,, 2004;
Sangre de ) i Mayor potencial i i
, . . L CD13+, HLA-I adipogénesis* y | Drenaje o aspiracion ) ) Lesion de meédula Hong etal., 2005;
corddn umbilical | Fibroblastica proliferativo que BM-

(huC-MSC)
(no HSCs)

CD3-, CD7-, CD19-,
CD117-, CD133-,

CD31-, CD34-, CD45-,
CD14-, CD106-, HLA-II

condrogénesis,

hepatica y neural

in utero o ex utero

MSC. Numero reducido

espinal

Salehinejad et al.,
2020)
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Tejido fetal

Resultados

contradictorios:

CD10+, CD13+,
CD29+, CD44+,
CD73+, CD90+,
CD105+, HLA-I+

Explante o digestion

Autoinmunes,
pulmonares,

cardiovasculares,

(Troyer & Weiss,

subpoblaciones OCT4+, NANOG+, L L Alta capacidad L .
) , Mesodeérmica, enzimatica ] ] hepaticas, 2008; Musiat-
Gelatina de con morfologia SOX2+, KLF4+, SSEA- L proliferativa y de auto- .
. endodérmica y | (colagenasas, » musculoesqueléticas, Wysocka, Kot,
Wharton diferente. 14+, SSEA-4+, TRA-1- i renovacion. Alta
) CD11-, CD14-, CD19-, ectodérmica hialuronidasa, . diabetes y Sutkowski, et al.,
(hWJ-MSC) Homogénea con 60+, TRA-1-81+ o expresion de telomerasa )
i CD31-, CD38-, CD45-, tripsina) neurodegenerativas 2019)
morfologia » 3
i . CD40-, CD80-, CD86-, (lesién médula
fibroblastica .
HLA-II- espinal)
CD90+, CD44+,
CD73+, CD29+, )
SSEA-3+,  SSEA-4+, (Kim et al., 2007;
CD13+, CD105+, o
OCT-4+, REX-1+, Soncini et al., 2007;
CD166+, CD49%e, )
GATA-4+,  Stro-1+, Mihu et al., 2009;
, CD10+, CD55+, o, .
Células fosfatasa alcalina+* L Digestion enzimatica Pulmonares, Chang et al., 2010;
) CD59+, vimentina+, Mesodérmica, . . ,
mesenquimales . L L (tripsina+colagenasa muscoesqueléticas, Diaz-Prado et al.,
Fibroblastica HLA-I+ endodérmica vy

estromales de
amnion (hAMSC)

CD14-, CD34-, CD45-,
CD117-*, VCAM-1-,
ICAM-1-*, PECAM-1-,
BMP2-, FGF5-, Pax-6-,
HLA-II-

TRA-1-60-, TERT-

ectodérmica

o]

colagenasa/DNAsa)

hepaticas (fallo

hepatico, cirrosis)

2010; Portmann-
Lanz et al., 2010;
Roubelakis et al.,
2012; Umezawa
etal.,, 2019)

179




ANEXOS

Células

CD90+, CD73+,
CD29+, CD13+,
CD105+, CD54+,

Digestion enzimatica

Poblacién homogénea

Como andamiajes en

(Portmann-Lanz
et al., 2006; Soncini

CD31-, CD19-, STRO-
1, CD40-, CD80-,
CD83-, CD86-, HLA-II-

SSEA-1-, SSEA-4-,
TRA-1-60-, TRAS-1-81-

inmunosupresivo que
hwJ-MSC

accidente isquémico

. OCT4+, GATA-4+, | Mesodérmica, (dispasa+colagenasa | de células de menor cicatrizacion,
mesenquimales | L CD44+, CD166+, HLA- . N . et al., 2007;
Fibroblastica STAT-34+, NANOG+, | endodérmica vy | o tamano que otras MSC quemaduras, 6seas y
estromales de I+ o ) Nazarov et al.,
. TRA-1-60+ ectodérmica colagenasa/DNAsa) perinatales. Alta vasculares, L
corion ant n de HEG | 2012; Aradjo et al.,
0 explante expresion de ulmonares
(hCMSC) CD45-, CD34-, CD3-, y/o exp P P 2017)
I CD31-, HLA-II-
&
(]
=]
E‘ CD90+, CD73+,
. CD105+, CD166+, B Mayor capacidad
Células Osteogénesis, o ) ) .
. CD54+, CD106+, L proliferativa, migratoria Hepaticas,
mesenquimales ) L OCT4+, NANOG+, | adipogénesis, ] L (Sung et al., 2010;
Fibroblastica CDCD44+, HLA-I+ L e inmunomoduladora neuroldgicas y )
de plato SOX2+ condrogénesis y ) Kim et al., 2011)
. . que otras MSC genitales
corionico CD45-, CD34-, CD14 hepatogenesis inatal
=1 Ty Ty erinatales
(hCP-MSC) P
CD19-, HLA-II-
CD44+, CD90+,
CD105+, CD117+, Las MSC de origen
OCT4+, REX-1, GATA-
CD73+, CD29+, materno presentan i
4 i Cancer de mama,
. ) CD13+, CD146+, mayor vida util que las o
Decidua basalis L . esclerosis multiple, (Huang et al.,
2 o CD166+, HLA_I+ Mesodérmica, | de origen fetal. Mayor ] -
o y parietalis . L - L Explante y digestion ) ) ) diabetes, 2009; Araljo et al.,
® Fibroblastica endodérmica vy o capacidad proliferativa . N )
S (hDB-MSCy i enzimatica preeclampsia, dafo 2017; Subramani
o CD34-, CD14-, ectodérmica que hBM-MSC. Mayor )
=2 hDP-MSC) en médula espinal, etal., 2021)
o CD133-, CD45-, potencial

*Controversia en bibliografia
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ANEXO II. Descripcion de las células del epitelio amnidtico (hAEC) y del fluido amnidtico (hAF) humanos

ANEXOS

CD44+, CD29+,
CD90+, CD105+,
CD73+, CD146+,

OCT4+, SSEA4+,

Amniocentesis 0

No forman teratomas /in

Cardiovasculares,
gastrointestinales,

hematopoyéticas,

i Tipo F: NANOG+*, SSEA-3+*, | Mesodérmica, puncion de vivo. Mayor capacidad de i
Fluido amniotico | . CD166+, HLA-I+ L ) . musculoesqueléticas, (In 't Anker et al.,
fibroblastica TRA-1-60+* y TRA-1- | endodérmica membranas fetales proliferacion y espectro .
(hAF) _ . . L, neuroldgicas, 2003)
(hAFSCs) 81+* (solo detectadas | ectodérmica en cesareas y/o de diferenciacion mas ratori
i ) respiratorias,
en primer trimestre) seleccion por CD117 amplio que MSC adultas i
HLA-II- oftalmoldgicas y
urinarias
(Miki et al., 2005;
Portmann-Lanz
CD34°, CD45-, CD31-, et al., 2006;
HLA-II- Ilancheran et al.,
SSEA-3+, SSEA-4+,
. , 2007; Toda et al.,
TRA-1-60+,  TRA-1- L Digestién enzimatica Pulmonares, oculares,
Mesodérmica, o L. . 2007; Chen et al.,
81+, NANOG+, SOX- , (tripsina) hepaticas, auditivas,
endodérmica . 2009b; Izumi et al.,
Células del 2+, OCT-4+, Rex-1+ cardiovasculares,
€élulas de Armi : Diaz-
o " o | ectodérmica Amniocentesis o musculoesquelético 2009; Diaz-Prado
epitelio amniotico oligona » L et al., 2010;
P 9 OCT4+, SSEA4+, L puncion de (esclerosis mdltiple),
(hAEC) Mesodérmica, Wolbank et al.,

CD44+, CD29+,
CD90+, CD105+,
CD73+, CD146+,
CD166+, HLA-I+

NANOG+*, SSEA-3+%,
TRA-1-60+* y TRA-1-
81+* (solo detectadas

en primer trimestre)

endodérmica

ectodérmica

membranas fetales
en cesareas y/o

seleccion por CD117

neuroldgicas
(Parkinson, dafio

médula dsea, ictus)

2010; Roubelakis
et al., 2012; Koike
et al., 2014;
Centurione et al.,
2018; Miki, 2018)
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