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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo y la causa mas
importante de demencia a nivel mundial. En el departamento de Antioquia, se descubri6 la mutacién
E280A-PSEN1 (mutacién Paisa) causal de la EA familiar precoz. Esta mutacion aumenta la produccion
y acumulacion del péptido AB promoviendo una respuesta inflamatoria mediada por microglia y
astrocitos, activando asi las vias de sefializacion que podrian conducir a la neurodegeneracién.

Actualmente, no se han establecido completamente los mecanismos bioldgicos de la EA, ni el papel que
juegan los astrocitos en los procesos de neuroinflamacion. Esta limitacion, estd relacionada con la
carencia de modelos naturales adecuados que simulen la fisiopatologia de la enfermedad y permitan un
enfoque multifactorial en el entendimiento de la patologia desde el estudio de otras células de importancia
clinica como son los astrocitos, las cuales son las células gliales mas abundantes a nivel de sistema
nervioso central y que cumplen variadas funciones en la homeostasis, la comunicacion celular y la
respuesta inmune; ademas estan implicados desde etapas tempranas en procesos neurodegenerativos. Por
lo cual, el presente trabajo tiene como finalidad establecer un modelo de neuroinflamacién mediante la
diferenciacion de células mesenquimales estromales (CME) de sangre menstrual (SM) a astrocitos, y
posterior evaluacién de la capacidad de respuesta inmunoldgica a través de la estimulacién con
compuestos proinflamatorios. En este contexto, las células transdiferenciadas a células similares a
astrocitos fueron estimuladas con lipolisacarido (LPS), péptido AP42 y sobrenadante de células
colinérgicas (CC) PSEN1- E280A en funcién de la expresidn y activacion del marcador NF-

kB, citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-1 B e IL-6, y los marcadores de linaje, la proteina acida
fibrilar glial (por su sigla en inglés, glial fibrilar acidic protein, GFAP) y la proteina S100B. Como
resultado describimos un método répido y robusto para la diferenciacion de CME-SM a células similares
a astrocitos, a través de un protocolo de 7 dias con la utilizacion de un medio comercial para el
mantenimiento de astrocitos. El analisis revelo que las CME-SM expresan constitutivamente GFAP y
S100B, proteinas que incrementan con el uso del medio para mantenimiento de astrocitos en un 25% y
59% en los dias 4 y 7. Ademas responden a la estimulacion con glutamato con el incremento de calcio
intracelular, la activacién del factor nuclear NF-xB y la produccion de citoquinas proinflamatorias.

Palabras claves: células mesenquimales estromales, sangre menstrual, transdiferenciacién, astrocitos,
neuroinflamacion.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder, and the most important cause of
dementia worldwide. In the department of Antioquia, the E280A-PSEN1 mutation (‘“Paisa mutation”),
the cause of early familial AD, was discovered. This mutation increases the production and accumulation
of the AP peptide promoting an inflammatory response mediated by microglia and astrocytes, thus
activating the signaling pathways that could lead to neurodegeneration. Currently, the biological
mechanisms of AD have not been fully established, nor the role that astrocytes play in neuroinflammation
processes. This limitation is related to the lack of adequate natural models that simulate the
pathophysiology of the disease and allow a multifactorial approach in understanding the pathology from
the study of other cells of clinical importance such as astrocytes. These cells are abundant at the central
nervous system level and fulfill various functions in homeostasis, cellular communication and the
immune response; they are also involved from early stages in neurodegenerative processes. Therefore,
the present work aims to establish a model of neuroinflammation through the differentiation of
mesenchymal stromal cells (MSCs) from menstrual blood (MenB) to astrocytes, and subsequent
evaluation of the immune response capacity through stimulation with pro-inflammatory compounds. In
this context, cells transdifferentiated to astrocyte-like cells were stimulated with lipolysaccharide (LPS),
AP42 peptide and cholinergic cell supernatant (ChCS) PSEN1-E280A as a function of the expression
and activation of the marker NF-kB, pro-inflammatory cytokines such as TNFa, IL-1B and IL-6, and the
marker acidic fibrillar acid protein (for its acronym in English, glial fibrillar acidic protein, GFAP), and
the protein S100B. As a result, we describe a rapid and robust method for the differentiation of MSCs-
SM to astrocyte-like cells (ALCs), through a 7-day protocol using a commercial medium for the
maintenance of astrocytes. The analysis revealed that the CME- MenB constitutively express GFAP and
S100p, proteins that increase with the use of the medium for astrocyte maintenance by 25% and 59% on
days 4 and 7. They also respond to glutamate stimulation with the increase of intracellular calcium, the
activation of the nuclear factor NF-xB and the production of proinflammatory cytokines.



LISTA DE FIGURAS

Figuras introductorias

Figura 1. Neuropatologia de la EA en cerebro humano ----------=--=-====mmmmcemnue-- 9
Figura 2. Produccion del peptido AB. 11
Figura 3. Patofisiologia de la enfermedad de Alzheimer --------=--=mmmmrmmmmmmmmeeee 14
Figura 3. Vision general sobre los genes que se han visto implicados en la EA a la fecha -------------- 15
Figura 4. Fuentes de obtencion y diferenciacion de 1as CME ---------=-=mmmmmm oo 21
Figura 5. Funciones de las CME derivadas de sangre menstrual ---------=-====-=mmmemmmmmmmm oo 23

Figuras resultados

Figura 1. Caracterizacion de CME-SM ---m-mmmmmmmm e 42
Figura 2. Anélisis de citometria de marcadores de CME-SM tras la transdiferenciacion a Células
SIMIlArES @ ASUOCIIOS 45
Figura 3. Las CME-SM aumentan marcadores astrociticos -----------=-==-====mcmmcmen--- 47
Figura 4. Analisis de citometria para la diferenciacién de CME-SM a células similares a astrocitos -----
_______________________________________________________________ R - {
Figura 5. Las CSA responden al glutamato con transitorios de calcio intracelular. 47
Figura 6. Las CME-SM aumentan marcadores astrociticos con la exposicidn a estimulos

PrOINT MO 08 50
Figura 7. Las CME-SM no presentaron cambios significativos con la exposicion a estimulos
PrOINT AM B O 08 51
Figura 8. Activacidon del factor de transcripcion NF-kB con la exposicion de factores proinflamatorios
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 53
Figura 9. Las CSA responden a estimulos inflamatorios (LPS) produciendo IL-6 y sobrenadantes de
cultivos de neuronas colinérgicas E280A, regulando la concentracion de IL-6 54
Figura 10. Las CSA responden a sobrenadantes de cultivos de neuronas colinérgicas E280A, regulando
la concentracion de L1 B--m-m-m-mmmmm oo 55

LISTA DE TABLAS
Tabla 1. Resumen de la busqueda bibliografica de cocteles de diferenciacion a astrocitos utilizados en
CME de diferentes fuentes. 25



CAPITULO I: ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)

1.1. Definicién

La EA es una condicion neurodegenerativa progresiva que implica cambios neuropatolégicos como la
acumulacion de placas B amiloide y los ovillos neurofibrilares (Serrano-Pozo et al., 2016; Zhong et al.,
2019) (Figura 1); ademé&s se presenta astrogliosis, activacion de células microgliales, pérdida de
neuronas, neuropilos y elementos sinapticos (Serrano-Pozo et al., 2011) que conducen al deterioro

cognitivo del paciente (Zhong et al., 2019).

1.2. Clasificacion

Figura 1. Neuropatologia de la EA en cerebro humano.
Imagenes de secciones histologicas tefiidas con
hematoxilina y eosina (400X) (A) Degeneracion
granulovacuolar  (puntas de flecha), (B) ovillos
neurofibrilares intracelulares (C) placas amiloides
extracelulares cerosas. Tincién tioflavina s (color verde
fluorescente, 100X) abundantes placas amiloides
extracelulares  (flechas) 'y ovillos neurofibrilares
intraneuronales (puntas de flecha) en neocortex. Las
imagenes de mayor potencia (400 X) muestran (E) ovillo
neurofibrilar 'y (F) placa amiloide. (G) ovillos
neurofibrilares (flechas, 100 x) se tifien con anticuerpos que
reconocen epitopes de proteina tau fosforilados. Nétese
también la presencia de grupos de inmunorreactividad de
fosfo-tau (circulos) que marcan neuritas distroficas en
asociacion con placas amiloides. (H) Las placas amiloides
(400 aumentos) (E. B. Lee, 2011).

La enfermedad se subdivide segun la edad de inicio en enfermedad de Alzheimer de inicio temprano que
representa aproximadamente entre el 1% y el 6% de todos los casos, con una edad de aparicion que oscila
entre los 30 a 65 afios, y la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio que presenta una edad de inicio
posterior a los 60 o 65 afios y esta relacionada con la enfermedad de Alzheimer esporadica (Dai et al.,
2018), es decir aquellos pacientes con EA que no tienen causa conocida; adicionalmente, existe alrededor
de 1% de casos que se atribuyen a mutaciones autosomicas dominantes en los genes relacionados con el
metabolismo amiloide, por ejemplo, la proteina precursora de amiloide (PPA), presenilina 1 (PSEN-1) y
presenilina 2 (PSEN-2) que causan la forma hereditaria llamada enfermedad de Alzheimer familiar de
inicio temprano (EAF) (Brickell et al., 2006; Kvartsberg et al., 2019; Lane-Donovan & Herz, 2017).



1.3. Epidemiologia

La EA es la causa mas comun de demencia a nivel mundial, que segun la Organizacion Mundial de la
Salud representa entre el 50 al 75% de los casos (Eratne et al., 2018) y se espera un aumento de casos
para 2050; por lo tanto, la EA ha alcanzado proporciones epidémicas con importantes implicaciones
socioeconomicas. Si bien el envejecimiento, en general, es el mayor factor de riesgo para la EA, se han
estudiado varios factores demograficos adicionales que contribuyen al aumento de la EA en los EE. UU.
Uno de estos factores estd asociado con el crecimiento relativamente rapido de la poblacion latina. Varios
informes indican que la EA es mas frecuente entre la poblacién afroamericana y los latinos; sin embargo,
la razon de la disparidad de EA entre los diferentes grupos étnicos todavia es poco conocida y altamente
controvertida (Vega et al., 2017).

En Colombia existen pocos estudios sobre la epidemiologia de la enfermedad. Uno de estos fue realizado
en el 2010, por la Clinica de la Memoria de la Universidad Javeriana, y el Hospital Universitario de San
Ignacio en Bogota, donde evaluaron 2018 pacientes con demencia, de los cuales 49,56%, se
diagnosticaron por consenso con EA, siendo en este centro la principal causa de demencia primaria. De
ellos 248 (28.4%) eran mujeres y 626 (71.6%) hombres. La edad en la que se realiz6 el diagnostico fue
en promedio de 71.5+11.4 afios. La mayoria de pacientes con EA consultaron dentro de los primeros 3
afios de evolucion del cuadro clinico y el mayor porcentaje se encuentra entre los 71 a 80 afios.
Aproximadamente una tercera parte de los pacientes (177 o 20.25%) con EA tenian entre 4-5 afios de
escolaridad y 155 (17.73 %) entre 10-11 afios de escolaridad (Ruiz de Sanchez et al., 2010).
Adicionalmente, en la region de Antioquia se ha identificado el grupo més grande de personas con EA
genético de inicio temprano (antes de los 65 afios), con cerca de 5.000 miembros distribuidos en 25
familias, de los cuales alrededor de 1.500 portan la mutacion PSEN1- E280A asociada al metabolismo
amiloide (Fleisher et al., 2012; Lopera et al., 1997).

1.4. Manifestaciones clinicas

Segun el Instituto Nacional sobre el Envejecimiento y la Asociacion de Alzheimer, existen tres etapas de
la EA: La primera etapa se refiere a la EA preclinica, en la que el cerebro de una persona presenta
acumulacion del péptido B amiloide, disfuncion sindptica e hiperfosforilacion de tau, sin embargo, no
existen signos externos de enfermedad y las habilidades cognitivas permanecen intactas. La segunda
etapa corresponde a un deterioro cognitivo leve, la persona tiene modificaciones cerebrales patoldgicas
acompafadas por cambios en la memoria, el lenguaje, la funcidn ejecutiva, la atencion o las habilidades
de pensamiento que aun no han interferido con el funcionamiento cotidiano. La tercera etapa se llama
demencia debido a la EA y se caracteriza por una enfermedad que es lo suficientemente grave como para
afectar la capacidad de una persona para completar las tareas diarias de forma independiente (Kumar
etal., 2016).
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1.5. Neuropatologia en la EA familiar (EAF)

1.5.1. Acumulacion del péptido B amiloide

La agregacion y acumulacion del péptido AP en el cerebro se considera una caracteristica patologica
importante en la enfermedad de Alzheimer (Reiss et al., 2018). El péptido B-amiloide se genera por la
escision proteolitica secuencial de la Proteina Precursora Amiloide (PPA) (Pahrudin Arrozi et al., 2017).
La PPA es una proteina transmembrana que es crucial para la plasticidad neuronal y la supervivencia.
Esta proteina esta compuesta por un gran dominio extracelular, un corto dominio transmembrana y una
cola citoplasmatica. El procesamiento de PPA depende de tres proteasas ubicadas en distintas zonas
intracelulares: a-secretasa que estd anclada en la membrana celular, mientras la f-secretasa y y-secretasa
estan dentro de compartimentos endociticos (Janelidze et al., 2016) La escision de PPA por la a-Secretasa
impide la generacion de AP, ya que el sitio de escision esta dentro del dominio AP, el corte libera un gran
ectodominio soluble de PPA llamado sPPAa, asi como un fragmento de carboxilo terminal (CTF) de
PPA llamado aCTF. Después de la escision a, la aCTF se escindira adicionalmente por la y-secretasa
para producir péptidos p3 y el dominio intracelular de PPA (AICD). La via se conoce como "no
amiloidogénica", puesto que el procesamiento de la a-secretasa de PPA evita la formacion de péptido AP
intacto (Tiwari et al., 2019).

Una ruta alternativa que esta presente en las neuronas, es la "via amiloidogénica" que implica la escisién
de la PPA por la B-secretasa (BACEL). Esta escision genera una forma secretada de APP truncada
(sAPPP) y un fragmento carboxi-terminal anclado a la membrana de 99 aminoacidos (C99) que contiene
toda la region AB. El fragmento C99 es posteriormente escindido por y-secretasa para generar el C-
terminal del péptido AP, es decir AICD (Tian et al., 2016) (Figura 2).

Existen dos tipos principales de polimeros de AP que tienen un rol directo con la formacion de placas e
induccion de neurotixicidad: APso y APsz. APso es mas abundante y menos neurotoxico que el AP4 el
cuél es altamente insoluble, neurotoxico y tiende més a la agregacion, actuando como una fraccién
constructora altamente toxica en el ensamblaje de AP La agregacion de APso /A4 resulta la alteracion
de la homeostasis de calcio, induciendo la deslocalizacion de la proteina tau, rompiendo los microttbulos,
alterando los procesos de trafico de membrana y los niveles de expresidn en la superficie de los canales
ionicos sinapticos, aumento del estrés oxidativo mitocondrial y disminucion del metabolismo energético
y regulacion de la glucosa, que contribuye al deterioro de la salud neuronal y finalmente a la muerte
neuronal (Tiwari et al., 2019).
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Figura 2. Produccién del péptido Ap. En la via no amiloidogénica (izquierda), la PPA se escinde secuencialmente por a-
secretasa y y-secretasa, via que no conduce a la generacion de especies AB. En la via amiloidogénica (derecha), la APP es
escindida por BACE seguido de la y-secretasa que libera los péptidos AP y el dominio intracelular de PPA (AICD) (Tiwari
et al., 2019).

1.5.1. Formacion de ovillos neurofibrilares

La proteina Tau pertenece a la familia de proteinas asociadas a microtibulos (MAP) y se expresa
principalmente en los axones de las neuronas. EI gen MAPt que codifica la proteina Tau se encuentra en
el locus 17921, contiene 16 exones y puede someterse a un corte y empalme alternativo de los exones 2,
3y 10 en el cerebro humano, generando 6 isoformas principales (Laurent etal., 2018). Ademas presenta
multiples modificaciones postraduccionales, entre las mas comunes se encuentra la acetilacion, glicacion,
glicosilacidn, metilacion, nitracién, truncamiento, ubiquitinacion y fosforilacion (Laurent etal., 2018),
que permiten el correcto funcionamiento de la proteina como estabilizadora de los microtubulos al
promover el ensamblaje de tubulina para regular las funciones normales de las neuronas (F. P. Chong
etal., 2018).

En la EA la hiperfosforilacidn de tau, conduce a cambios conformacionales en los que la conversion de
mondmeros en oligdmeros induce la agregacion de Tau, lo que lleva a la formacién de ovillos
neurofibrilares (Congdon & Sigurdsson, 2018), fibras entrelazadas en forma de remolino que miden
alrededor de 10 nm de diametro, se presentan en pares y estan enrolladas de forma helicoidal con una
periodicidad regular de 80 nm (Wisniewski etal., 1976), comprometiendo la supervivencia neuronal y
que explican las fuertes correlaciones entre la carga de ovillos neurofibrilares y el deterioro cognitivo en
pacientes con EA. Ademas, el descubrimiento de mas 30 mutaciones en el gen MAPt en la degeneracion
lobular frontotemporal familiar, sugiere que las anomalias Tau por si solas pueden causar
neurodegeneracion (Iba etal., 2013).
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1.6. Neuroinflamacion en la EAF

El término neuroinflamacién ha sido utilizado para describir diversos fendmenos patoldgicos, que
abarcan desde la alteracion en la morfologia de las células de la glia hasta la invasion y destruccién de
tejidos por leucocitos que migran desde la periferia. Las alteraciones en la homeostasis de los tejidos y
el dafio neuronal provocado por diferentes factores (microorganismos, lesion, isquemia, agregacion
proteica, entre otros) inician una respuesta tisular por células residentes del sistema nervioso central
(SNC), mediada principalmente por microglia y astrocitos, que involucra una gran produccion de factores
inmunoldgicos como son citoquinas o quimioquinas, al igual que la produccién de especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno (ERO y ERN) (Becher et al., 2017).

Cuando la microglia se activa por patégenos, proteinas mal plegadas o lesiones, estas células sufren
cambios morfologicos visibles, que incluyen la disminucion de las ramificaciones, el crecimiento del
soma, la adquisicion de una forma ameboide (Gyoneva et al., 2016) y la expresion de marcadores de
superficie celular especificos como el receptor tipo Toll, polarizando la microglia hacia un fenotipo
inflamatorio que induce la liberacion de citoquinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, TNFa,
quimioquinas y moléculas del complemento (Bolés et al., 2017). Estudios en modelos animales que
sobreexpresan AP, muestran que se da una respuesta inflamatoria en procesos de amiloidosis, durante
estos procesos la microglia presenta neuroproteccion a través del aclaramiento del péptido AP a través
de TLR4; el mismo receptor que reconoce LPS; sin embargo, esta capacidad se ve disminuida, lo que
promueve la acumulacién del péptido (Bolds et al., 2017). De otro lado, en los monémeros patoldgicos
de tau se presenta opsonizacion, facilitando la fagocitosis por células de la microglia (Dejanovic etal.,
2018).

Las citoquinas secretadas por la microglia también estimulan la activacion de los astrocitos con la
finalidad de amplificar las sefiales inflamatorias (Liddelow etal., 2017) y estimular la fagocitosis
astrocitica (Sollvander etal., 2016). Los mediadores inflamatorios generados por éstas células del SNC y
los oligomeros AP, inducen el reclutamiento de células inmunes periféricas, promoviendo una rapida
adhesion, tréfico y extravasacion de neutrdfilos (Zenaro etal., 2015), monocitos (células fagociticas que
migran a &reas de lesion y se diferencian en macro6fagos para eliminar patégenos o desechos celulares)
(Koronyo-Hamaoui etal., 2020) y linfocitos T, las células T de los pacientes con EA estan enriquecidas
con el receptor de quimiocinas CXCR2 que, al unirse a CXCLS8, promueve la transmigracién de las
células T a través de las barreras endoteliales, incluida la barrera hematoencefalica (Calsolaro & Edison,
2016).

Las citoquinas proinflamatorias también pueden estimular la actividad de la y-secretasa y mejorar el
procesamiento de la PPA (W. Wang et al., 2019; Yamamoto et al., 2007) igualmente se ha demostrado
que los niveles elevados de IL-1B aumentan la produccion de otras citoquinas, incluida la IL-6, que
estimula la activacion de CDKS5, una quinasa conocida por hiperfosforilar la proteina tau (Quintanilla
etal., 2004).

Ademaés de los cambios proinflamatorios que ocurren en la EA, hay evidencia que sugiere una
desregulacion en las vias antiinflamatorias dependiente de la cronicidad. Los estudios
inmunohistoquimicos han revelado que el factor neurotréfico TGF-f2, localizado en astrocitos reactivos
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y microglia ubicada alrededor de las placas neuriticas se encuentra aumentado (Flanders et al., 1995), lo
que puede representar un esfuerzo por frenar la respuesta inflamatoria iniciada por la acumulacion de
amiloide B (Tapella et al., 2018; X. Zhang et al., 2016), ademéas la sobreexpresion de citoquinas
antiinflamatorias, como IL-4, IL-13 y TGF-B1, reduce la placa beta amiloide (Cherry et al., 2015;
Kawahara et al.,, 2012) por ende la microglia y los astrocitos también puede adquirir un fenotipo
neuroprotector antiinflamatorio en el contexto de las primeras etapas de la EA (Pereira Diniz etal.,
2017)(Ren et al., 2020) que disminuye con el avance de la enfermedad (Figura 3).
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Figura 3. Patofisiologia de la enfermedad de Alzheimer. 1. La proteina precursora amiloide (PPA) y el amiloide beta (AB)
existen como proteinas transmembrana encontradas principalmente en las sinapsis. En el procesamiento no amiloidogénico,
la PPA es clivada por la a-secretasa seguido de la y-secretasa, sin consecuencias de acumulacion proteica. 2. En personas
sanas, la proteina Tau tiene como funcién la estabilizacién de los microtibulos en los axones neuronales. 3. Existen multiples
factores de riesgo genéticos y esporadicos. 4. En un procesamiento amiloidogénico, la APP es cortada inicialmente por la beta
secretasa, seguido de la gama secretasa, resultando en los fragmentos AP (Ap 42 en particular). La acumulacion, acompafiado
de las dificultades para su aclaramiento, resulta en la agregacion como placas extracelulares. El procesamiento de A anormal,
su aclaramiento y acumulacion se conoce que ocurre décadas antes de la aparicion de los sintomas clinicos. 5. En un estado
patolégico, la hiperfosforilacion de Tau resulta en la desestabilizacién de los microtibulos y la formacion de ovillos
neurofibrilares, que se encuentran principalmente en el cuerpo neuronal. Existe un debate respecto a si la taupatia se da de
forma paralela al depdsito de AP, potenciando los efectos tdxicos de cada uno, o si es un efecto cascada debajo de la
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acumulacion de AP. 6. Existe evidencia que muestra que hay una desregulacion y acumulacion de hierro en cerebros de
pacientes con enfermedad de Alzheimer, los cuales interactuan de formas complejas con AP y la proteina Tau anormal,
resultando en la formacidn de especies reactivas de oxigeno y dafio oxidativo, promoviendo finalmente la neurodegeneracion.
7. Se evidencia que los exosomas estan involucrados de alguna forma en el transporte de placas y ovillos, resultando en su
dispersién a otras areas del cerebro. 8. La acumulacion de estas proteinas patogénicas yradicales libres, resulta en la activacion
microglial, inflamacion, dafio mitocondrial, estrés oxidativo, déficit de neurotransmisores (particularmente acetilcolina),
disfuncion sinaptica y finalmente a la muerte neuronal. 9. Los cambios més tempranos en los biomarcadores ocurren décadas
antes de la aparicion de los sintomas, con unareducida aparicion de Ap en el fluido cerebroespinal y la evidencia del acumulo
de péptido AP en tomografias. A estos eventos le siguen cambios en la imagenologia funcional y estructura, antes de que se
presenten los sintomas cognitivos y el declive funcional (Eratne et al., 2018).

1.7. Etiologia

Aunque la causa de la enfermedad no se comprende completamente, los estudios clinicos y
neuropatologicos han planteado que la formacidn de placas AP y ovillos neurofibrilares es fundamental
para la patogenia de la EA, ya que los péptidos AP (AB40 y AB42) son los componentes principales de
las placas seniles comunmente presentes en la EA. La PPA es el precursor de la proteina B amiloide, el
componente principal de las placas amiloides, y como tal, ha dado lugar a la hipotesis de la cascada
amiloide para la EA, que plantea que el mal procesamiento y la regulacion anormal de la PPA conducen
a la sobreproduccion gradual o acumulacién de AB en oligomeros y placas extracelulares, iniciando una
secuencia de eventos que resulta en EA (Tyan et al., 2012).

En la hipotesis amiloide muchos estudios sugieren que estos péptidos pueden formar oligémeros y
fibrillas toxicas en condiciones fisioldgicas relaciondndose con el estrés oxidativo acelerado que resultara
en la pérdida neuronal (N.-J. Gong et al., 2019), pero el mecanismo por el cual se produce la depdsito
cerebral de AP relacionado con la edad sigue sin estar claro (Selkoe & Hardy, 2016), al igual que los
mecanismos que conducen a la patologia de Tau (Vergara et al., 2019). Sin embargo un pequefio
porcentaje de los casos de EA se producen por mutaciones genéticas en la PPA, PSEN-1 y PSEN-2 (Gao
etal., 2019).

1.7.1. Factores genéticos

Aproximadamente, el 1% de los casos de EA se producen por mutaciones autosémicas dominantes en
los genes de APP, PSEN-1 y PSEN-2. La EA autosémica dominante tiene un fenotipo clinico variable,
que incluye la disminucién del rendimiento en las pruebas de memoria, los sintomas extrapiramidales
atipicos y otras caracteristicas neuroldgicas (Gao etal., 2019). Existen algunas variables que resultan
comunes, pero representan un riesgo bajo de desarrollar la enfermedad. No obstante, algunas menos
tipicas, producida por alelos raros, como las que trataremos a continuacion, representan un alto riesgo
del desarrollo de la enfermedad (Figura 4).

Adicionalmente, se han relacionado errores al momento realizar la reparacion del ADN, mutaciones
debido a estrés oxidativo y otros factores genéticos relacionados con una inestabilidad genética, que
repercute en un aumento de probabilidad de padecer la EA (Hou et al., 2017).
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Figura 4: Esquema general sobre los genes que se han visto implicados en la enfermedad de Alzheimer. El color interno
corresponde a su funcién entendida. Cuando hay mas de un color interno, el gen esta involucrado en mas de una via. Los
genes que estan encerrados en un circulo amarillo podrian también influir en el metabolismo de la PPA, los genes encerrados
en circulos rojos se piensan que influyen en el metabolismo de Tau (Lane-Donovan & Herz, 2017).

1.7.1.1. Mutaciones en la proteina precursora amiloide (PPA)

La PPA es una proteina transmembrana tipo | altamente expresada en dendritas y axones neuronales. Las
funciones de PPA no se comprenden completamente; sin embargo, la evidencia actual respalda roles
importantes para la PPA y sus metabolitos en la regulacién de la dinamica del axdn, la adhesion sinéptica
y el neurotropismo (Swaminathan et al., 2016).

La PPA madura puede procesarse mediante una de las dos vias de escision mutuamente excluyentes: a-
secretasa (procesamiento no amiloidogénico) en membrana plasmatica o -Secretasa (procesamiento
amiloidogénico) en el endosoma, seguido de escision por y-secretasa. La escision no amiloidogénica se
produce principalmente en la superficie celular, mientras que el procesamiento amiloidogénico se lleva
a cabo en compartimentos intracelulares, incluidos los endosomas, lisosomas y autofagosomas. El
procesamiento amiloidogénico libera el péptido AP que posteriormente puede ser secretado por las
células. Ademas, los fragmentos C-terminales de la PPA (PPA-CTF) de ambas vias de escision pueden
translocarse al nudcleo e inducir sefializacion nuclear. Tanto A como PPA-CTF contribuyen
potencialmente a la patologia de EA y pueden exhibir propiedades neurotoxicas a través de multiples
vias (Sun et al., 2019).
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Segun Alzforum, en la actualidad hay 68 mutaciones registradas para la proteina PPA. La mayoria de
estas mutaciones estan ubicadas en el exén 16 y 17, cerca de los sitios de reconocimiento por las a, B y
y-secretasas (https://www.alzforum.org/mutations/app) afectando el procesamiento y el metabolismo
normal de la proteina, del mismo modo que la producciéon de AB y su tendencia a agregarse. Estas
mutaciones generalmente representaban un patrén autosomico dominante , sin embargo, una mutacion

en PPA, A673V, se asocid con una herencia autosomica recesiva (J. Park et al., 2017).

La EAF también puede ser causada por la duplicacion del locus PPA. En el sindrome de Down, una copia
adicional del cromosoma 21, que alberga el gen PPA , conduce a la sobreexpresion de la proteina PPA,

niveles elevados de AP, deposito de placa y a la EA en los pacientes sindrome de Down mayores de
edad (Jaeger et al., 2010).

1.7.1.2 Mutaciones en las presinilinas

En humanos, hay dos genes homdlogos, PSEN-1 y PSEN-2, ubicados en los cromosomas 14 y 1,
respectivamente. Las proteinas codificadas PSEN-1 y PSEN-2 son proteinas transmembrana de multiples
pasos sintetizadas en el reticulo endoplasmico, que se encuentran expresadas ubicuamente entre los
tejidos y son reguladas en diferentes etapas del desarrollo, ademas, se han mostrado diversos estudios
que evidencian que la disminucion de la expresion de PSEN-1 causa una regulacién positiva de la
expresion de PSEN-2, lo que puede interpretase como un mecanismo regulatorio (Escamilla-Ayala et al.,
2020). Después de la sintesis y durante el transporte desde el reticulo endoplasmico hasta los
compartimentos de Golgi, las presinilinas de longitud completa se someten a endoprotedlisis y se
ensamblan con las proteinas adicionales nicastrina (NCT), faringe anterior defectuosa-1 (APH1) y
presenilina 2 (PSEN-2) para formar el complejo de y-secretasa cataliticamente activo en la membrana
plasmética (Pimenova & Goate, 2020).

Las presinilinas también se encuentran en sistemas de membrana subcelular incluyendo endosomas,
lisosomas, envoltura nuclear, y mitocondrias. Sin embargo, mientras que PSEN-1 se localiza
principalmente en el compartimento de Golgi, en la membrana plasmatica y en los endosomas, la PSEN-
2 se localiza predominantemente en endosomas y lisosomas, ademas no solo se expresan en neuronas y
células gliales sino también en tejidos fuera del cerebro (Oikawa & Walter, 2019).

Dentro de las funciones biologicas, la PSEN2 / y-secretasa se encuentra asociada a la pigmentacion. Los
melanocitos humanos deficientes en PSEN2 / y-secretasa tienen un defecto en la maduracion de
melanosomas (Jiang et al., 2018). Ademas, la PSEN2 / y-secretasa es importante en la diferenciacion
epidérmica. En la capa epidérmica suprabasal, las células diferenciadas tienen PSEN-2, pero no PSEN-
1, localizado especificamente en los cilios, necesario para la correcta diferenciacion mediante el control
de la sefializacidn de Notch (Ezratty et al., 2016) y por Gltimo la deficiencia de PSEN-2 también afecta el
funcionamiento normal de las mitocondrias (Contino et al., 2017).

De otro lado, la PSEN-1 cumple funciones en el desarrollo embrionario. En ratones la ausencia de PSEN-
1 es letal, mientras que PSEN-2 no tiene ningun efecto, lo que subraya un papel critico para PSEN-1 en
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el desarrollo embrionario, probablemente al estar vinculada con la sefializacion de Notch (Pluta etal.,
2016).

Las mutaciones de PSEN-1 tienen una mayor frecuencia en la EA, ya que se informaron
aproximadamente 322 mutaciones diferentes, mientras que para PSEN-2 se ha reportado 64 mutaciones
de PSEN-2 (https://www.alzforum.org/mutations)

Las mutaciones de PSEN podrian alterar la conformacion del complejo y-secretasa, bloquear la
endoproteolisis inicial y favorecer la liberacion de productos intermediarios, incluido los péptidos largos
de AP (AP42, Ap43, AP48, AB49). La generacion de péptidos amiloides més largos puede estar asociada
con fenotipos EA agresivos, pero se necesitan mas estudios sobre su correlacion con la edad de inicio (J.
Park et al., 2017).

En Colombia, concretamente en el departamento de Antioquia se descubrié en 1995 la mutacion E280A-
PSEN1 (mutacién Paisa) que consiste en el cambio de un acido glutdmico por una alanina en el codon
280 (g.50024 A > C, c.839A>C, ex0n 8) en la PSEN-1, causal de la EA familiar precoz o temprana con
un patron de herencia autosomica dominante en una de las mas grandes familias del mundo con 5.000
miembros de los cuales aproximadamente 1.800 tienen esta mutacion que causa la EA (Alzheimer’s
Disease Collaborative Group, 1995) Los hallazgos de 15 afios de estudios observacionales de 1995 a
2010 en 449 portadores de la mutacion E280A de PSEN1 mostraron un curso clinico predecible con una
edad media de 44 afios al inicio del deterioro cognitivo leve (MCI) y 49 afios al inicio de la demencia
(Fleisher et al., 2012).

1.8. Factores de riesgo parala EA

1.8.1. Gen APO E4

Otro gen implicado en la EA es el gen de susceptibilidad APOE (alelo E4). Se encontrd que las personas
con 1 o 2 copias del alelo E4 tenian, respectivamente, un riesgo 3 0 12 veces mayor de padecer de EA,
ademas de presentar edades méas tempranas de inicio en comparacién con los no portadores del alelo E4.
Elriesgo de EA a los 85 afios de edad se estim6 en un 18% -35% para los portadores de una copia E4 y
en un 51% a 68% para los portadores de dos copias E4, en relacion con el riesgo estimado de 4% -12%
para portadores no E4 en una poblacion de ascendencia europea (Lo et al., 2019). Se han propuesto
varias hipotesis para explicar cobmo la proteina ApoE influye en el riesgo de EA, incluidos los efectos
sobre el metabolismo de los lipidos, el metabolismo del AP, la funcidon mitocondrial, la integridad
cerebrovascular y la inflamacién. Sin embargo, el mecanismo por el cual la variacion alélica en el gen
APOE influye en el riesgo de EA sigue sin estar claro (Dai et al., 2018).

1.8.2. Factores modificadores de la EA

Los estudios de observacion han identificado varios factores de riesgo modificables para la EA. Con base
en una revision sistematica integral de factores de riesgo para el deterioro cognitivo y la EA, los Institutos
Nacionales de Salud de EE. UU. destacaron que la diabetes mellitus, el tabaquismo, la depresion, la
inactividad mental, la inactividad fisica y la mala alimentacion se asocian con un mayor riesgo de
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deterioro cognitivo, EA, o ambos (A Armstrong, 2019). Mas tarde, esta lista se amplié aln més para
incluir hipertension, obesidad y bajo nivel educativo (Silva et al., 2019). A pesar de que algunos de estos
factores aun estan en debate se ha estimado que hasta un tercio de los casos de EA esporadica se atribuyen
potencialmente a estos factores y en consecuencia, podrian prevenirse (de Bruijn et al., 2015).

Dentro de éstos factores, la diabetes podria aumentar fuertemente el riesgo de tener EA al afectar
directamente la acumulacion de AP en el cerebro, ya que en la hiperinsulinemia interrumpe la eliminacion
de AP cerebral al competir por la enzima que degrada la insulina (A Armstrong, 2019) y en la
hipertension arterial la evidencia sugiere que en la mitad de la vida, y no en la edad avanzada, se asocia
con un aumento del 50% en el riesgo de EA y demencia, ademas la presion sanguinea elevada puede
aumentar el riesgo de EA al disminuir la integridad vascular de la barrera hematoencefalica, lo que da
como resultado una extravasacion de proteinas en el tejido cerebral, provocando dafio celular, apoptosis
y un aumento en la acumulacion de AB (A Armstrong, 2019).

1.8.3 Edad

El envejecimiento, en esencia, es el principal factor de riesgo para enfermedades neurodegenerativas y
durante mucho tiempo estas enfermedades fueron consideradas como resultados naturales del
envejecimiento cerebral. Ahora se considera que el envejecimiento cerebral saludable no esta asociado
con una pérdida notable de neuronas (Rodriguez-Arellano etal., 2016), por lo tanto, aunque la edad es el
principal factor de riesgo de demencia, la enfermedad no es una consecuencia inevitable del
envejecimiento. Ademas, la demencia no afecta exclusivamente a personas mayores. La demencia de
inicio temprano (aparicion de los sintomas antes de los 65 afios) representa hasta un 9% de los casos
(Organizacion Mundial de las Salud, s. f.).

1.9. Tratamiento

El manejo terapéutico de la EA se centra en el tratamiento sintomético del deterioro cognitivo o de los
problemas de comportamiento afectivo. En la actualidad, los inhibidores de la acetilcolinesterasa estan
indicados para el tratamiento de la EA de intensidad leve a moderado (Epperly et al., 2017), teniendo en
cuenta que el deterioro clinico esta asociado con una pérdida profunda de neuronas colinérgicas que
surgen en los nucleos del cerebro anterior y una reduccion asociada en la neurotransmisién mediada por
acetilcolina (Chase et al., 2017). Los medicamentos que tienden a normalizar los niveles del transmisor
de acetilcolina incluyen la tacrina (autorizada el afio 1993), aunque actualmente esta fuera del mercado
farmacéutico por las reacciones de hepatotoxicidad asociadas a su uso; donepezilo (afio 1998),
rivastigmina (afio 2000), galantamina (afio 2001). En el afio 2003 se autoriz6 la memantina, un
antagonista no competitivo del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), siendo en la actualidad el Unico
medicamento antidemencia con la indicacion de EA de intensidad moderada a grave (Chase et al., 2017).
Sin embargo, todos estos medicamentos son paliativos, mejorando temporalmente los sintomas,
disminuyendo la presion arterial y equilibrando el estado de animo, y no representan una cura de la EA.
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Ademas, es importante tener en cuenta que, si los pacientes recibieron estos medicamentos por un tiempo
prolongado, también traerdn eventos adversos (Cummings et al., 2018).
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CAPITULDO II: Celulas Mesenquimales Estromales (CME) como modelo de la enfermedad de
Alzheimer familiar

2.1 Definicion de CME

Las células madre mesenquimales, también conocidas como células mesenquimales estromales (CME)
se definen como células madre adultas multipotentes, que poseen capacidad de auto renovacion y
potencial de diferenciacion a maltiples linajes (Leite etal., 2014), segin la Sociedad de Terapia Celular
Internacional, las CME deben ser adherentes al plastico cuando se mantienen en condiciones de cultivo
estandar, expresar marcadores celulares para CD105, CD73 y CD90 y carecer de la expresién de CD45,
CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y moléculas de superficie HLA-DR y finalmente deben
diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condroblastos in vitro (Kobolak et al., 2016).

2.2 Caracterizacion Morfoldgica e inmunofenotipica

Las CME fueron caracterizadas por Friedenstein, quien las aislo de la médula 6sea, describiéndolas como
células adherentes de morfologia fibroblastoide (Friedenstein et al., 1974). Estas células expresan una
variedad de proteinas de superficie, incluidas numerosas integrinas, receptores del factor de crecimiento
(bFGFR, PDGFR, EGFR, TGFBIR / IIR), receptores de quimioquinas (algunas interleuquinas, receptores
de CC y CXC) y moléculas de adhesién celular (VCAM-1, ICAM-1/2, ALCAM-1, L-selectina, CD105,
CD44). Ademas, producen una amplia gama de moléculas de matriz que incluyen fibronectina, colageno
tipo I, 111, IV, laminina, hialuronano y proteoglicanos (Docheva et al., 2007).

El marcador CD73 o 5'-ectonucleotidasa es una glicoproteina de 70 kDa que ha sido identificado en
diferentes células de mamiferos que tiene como funcion catabolizar el ATP a adenosina (Minor et al.,
2019). La adenosina en los tejidos normales ejerce funciones protectoras tisulares, mientras que los
niveles cronicos de adenosina en los tejidos expuestos a la quimioterapia o radioterapia, que dafian el
ADN, promueven procesos de remodelacion patoldgica y fibrosis, por ejemplo, en la piel y el pulmon
(de Leve et al., 2019). En las CME se ha observado que la adenosina convertida por la actividad
ectonucleotidasa de CD73 puede ser responsable de la inhibicion plaquetaria y contribuye a la actividad
inmunomoduladora (Netsch et al., 2018).

El marcador CD 105 o endoglina es una glicoproteina homodimérica transmembranal de 180 kDa que
contiene un dominio extracelular de 561 residuos y una region citoplasmatica rica en serina y treonina
de 47 residuos y forma parte del complejo receptor del TGF-beta. La proteina tiene como funciones la
fibrogénesis, angiogénesis y en la sefalizacion del TGF-beta, al igual que la adhesién (Meurer &
Weiskirchen, 2020). Aunque no se conoce su funcién en CME, un estudio demostré que al combinar las
CME con células formadoras de colonias endoteliales aceleran la recuperacién muscular en un modelo
de ratdn de isquemia de la extremidad posterior, a través de un mecanismo dependiente de endoglina
(Rossi et al., 2017).

La molécula CD90 o Thy-1 es el gen que codifica para una glicoproteina de la superficie celular y es
miembro de la superfamilia de proteinas de las inmunoglobulinas. La proteina codificada esta
involucrada en la adhesion celular y la comunicacion celular en numerosos tipos de células, pero
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particularmente en las células de los sistemas inmunoldgico y nervioso. Este gen puede funcionar como
un supresor de tumores en el carcinoma nasofaringeo (Kumar et al., 2016).

2.3. Fuentes de obtencion
La primera fuente de obtencion de CME fue la médula 6sea. En este tejido, las CME ocupan una

poblacion minoritaria (0.001-0.01% de células nucleadas) encargada del soporte estructural, pero
también pueden identificarse en musculo, periostio, tejido adiposo y otros tejidos conectivos adultos
(Frausin et al., 2015). A nivel fetal pueden derivarse del liquido amni6tico, la sangre del cordon
umbilical, el compartimento perivascular (PVC) o la gelatina de Wharton (CME-GW) (Barilani etal.,
2018). Las CME de sangre menstrual se aislaron por primera vez en el 2007 (Meng et al., 2007), muestran
ventajas con respecto al procedimiento de recoleccion no invasivo, alta tasa de proliferacién,
multipotencia, baja inmunogenicidad y riesgo de anormalidades cariotipicas, en comparacién con los
otros tipos de células madre (Y. Liu et al., 2018) (Figura 4).
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Figura 4. Fuentes de obtencién y diferenciacion de las CME. Tomado y modificado (Brown et al., 2019).

Las CME derivadas de sangre menstrual han Ilamado la atencion en la actualidad como una de las fuentes
de maés facil obtencion, que presenta propiedades similares o mejores a otras fuentes, como
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inmunomoduladoras del sistema inmune innato y adaptativo (Bozorgmehr et al., 2020). Ademas, las
CME derivadas de sangre menstrual se han utilizado como plataforma para usos novedosos como
modificacion genética a través del sistema CRISPR, Cas, como modelo base para la entrega de
medicamentos, la obtencion de exosomas para la implementacion de terapias libres de células y la
adecuacion y mejoramiento de nichos celulares (L. Chen et al., 2019) (Figura 5).
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Figura 5. A. Funciones de las CME derivadas de sangre menstrual. Las CME derivadas de sangre menstrual cumplen
funciones de diferenciacion a diversos linajes del mesodermo y transdiferenciacion a linajes de endodermo y ectodermo,
cumplen funciones de inmunomodulacion, facilitan el alojamiento y trasplante de células debido a su caracteristica de células
privilegiadas inmunol6gicamente y la produccion de factores solubles que permite una comunicacion paracrina. B. Efectos y
moléculas inmunomoduladoras generadas a partir de las CME derivadas de sangre menstrual y su funcidn en cada una de las

23



células inmunes especificas. (MenSC por sus siglas en inglés)Tomado y modificado de (Bozorgmehr et al., 2020; L. Chen
et al., 2019)

2.4. Caracteristicas biologicas y moleculares

Las CME secretan un amplio espectro de factores de crecimiento y citoquinas que promueven la
angiogénesis, la neurogénesis y la cicatrizacién de heridas (K. Yang et al., 2015) como el factor 1
inducible por la hipoxia (HIF-1), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), Angiopoyetina
1(ANG 1), interleuquina-11 (IL-11), prostaglandina 2 (PGE 2), factor de crecimiento similar a la insulina
1 (IGF-1), factor derivado de plaquetas (PDGF), factor derivado de células estromal-1 (SDF-1), proteina
6 del gen estimulado por TNF (TSG-6) (Spees et al., 2016).

Los efectos paracrinos también pueden ser mediados por vesiculas extracelulares (VE), fragmentos de
membrana extracelular que estan compuestos principalmente por exosomas, pequefias vesiculas
homogéneas (50-150 nm) y por microvesiculas, con un perfil de dimension més heterogéneo, producido
por la extrusion directa de la membrana plasmatica celular. Las VE transportan proteinas, factores de
transcripcion y diferentes especies de ARN. Entre las moléculas transportadas se encuentra las
quimiocinas de origen celular, moléculas pro-angiogénicas y promigratorias (Collino et al., 2017). Un
estudio demostroé que la administracion de vesiculas extracelulares de CME derivadas de medula 6sea
redujeron la muerte de las células cerebrales, mejoraron la supervivencia, la regeneracion neuronal y la
funcién motora en comparacion con la administracién de medios de cultivo libres de VE (Lu et al., 2019).

Otro mecanismo involucra la comunicacion intercelular mediante tdneles de nanotubos para la
transferencia de organelos, por ejemplo, las mitocondrias y/o moléculas mediado por la polimerizacion
de actina. La formacion de estas estructuras podria representar un mecanismo de defensa y rescate a
través de las fosfatidilserinas expuestas en la superficie de las células endoteliales apoptoticas y el
reconocimiento por parte de las CME, lo que resulta en el rescate de la respiracion aerdbica y la
proteccion de las células endoteliales de la apoptosis (K. Liu et al., 2014, 2019).

En el ambito inmunoldgico, las CME tienen efectos inhibitorios sobre las células T efectoras, células
dendriticas y células asesinas naturales (NK) in vitro. Las CME inhiben fuertemente la proliferacién de
linfocitos T a través de la produccion de factores solubles, incluido el factor de crecimiento de
hepatocitos, PGE,, hemocicloxigenasa-1 (HO-1), factor de crecimiento TGFB1, adenosina y 6xido
nitrico, aunque pueden promover la regulacion positiva de las células reguladoras Treg FoxP3 + (M.
Chen et al., 2013) mientras que el efecto inmunomodulador en las células B es todavia una materia de
controversia (Rosado et al., 2015).

2.5. Las CME y su capacidad de transdiferenciacion.
La transdiferenciacion es un proceso celular en el cual las células maduras de un tipo de célula
especializada se convierten en otra al variar los patrones de expresién génica. Estos patrones de expresion
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estan controlados por factores de transcripcion, proteinas reguladoras que se unen a las regiones
promotoras del ADN para activar la transcripcion de genes clave del desarrollo. La expresion ectopica
de estos factores de transcripcion en células somaticas puede cambiar los destinos celulares sin la
necesidad de inducir un estado pluripotente (Robinson et al., 2018).

Las CME poseen la capacidad de diferenciarse en células de otras capas germinales, como ectodermo y
el endodermo. Estudios recientes indican que las CME pueden ser expandidas in vitro para que den lugar
a multiples linajes, por definicion pueden diferenciarse en adipocitos, osteocitos, condrocitos,
cardiomiocitos y transdiferenciarse en neuronas. Los trasplantes de animales con injertos de multiples
organos también demuestran que estas células contribuyen a las tres capas germinales, especialmente a
tejidos derivados del ectodermo como el sistema nervioso (Jin et al., 2015).

2.6. Mecanismos de transdiferenciacion celular

La transdiferenciacién implica la reprogramacion genética de la célula que se especula puede ocurrir
directamente o a través de multiples pasos. Se ha propuesto que esta conversion celular puede suceder
por la activacién directa de un programa de diferenciacion que altere la especificidad del linaje original,
0 mediante un proceso de pérdida de la diferenciacion (dediferenciacién) de una célula de un tejido
especifico a un estado mas primitivo, seguido de la rediferenciacion hacia un nuevo linaje celular. Por lo
tanto, es probable que el microambiente induzca una reprogramacién genética por la exposicion a
factores inductores. Existe evidencia bioldgica de procesos de dediferenciacion y rediferenciacion en la
capacidad de regeneracion tisular de los anfibios y la transferencia nuclear en la clonacion de seres vivos;
sin embargo, la transdiferenciacion como mecanismo que explique la plasticidad debe seguir siendo
analizada a través de herramientas y pruebas experimentales realizadas con rigor cientifico (Beltran et al.,
2005).

2.6 .1 Transdiferenciacion en neuronas

Durante un periodo de tiempo, varios grupos de investigacion han presentado evidencias sobre la
diferenciacion in vitro de CME en células neuronales, utilizando diversas estrategias como sustancias
quimicas, factores de crecimiento, medios condicionados, co-cultivo, programacion genética directa,
diferenciacion inducida por células madre pluripotentes y la utilizacién andamios para imitar la matriz
(M. Singh et al., 2017). Dentro de las quimioquinas mas importantes utilizadas en los medios
condicionados se encuentran el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) y el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) (Zhao et al., 2016) y compuestos como el SHH (Sonic Headhog), acido
retinoico y la heparina (Mendivil-Perez et al., 2019). La transdiferenciacion a neuronas pueden involucrar
la generacion de neuroesferas conocidas como Células Precursoras Neuronales (NPC) que conservan su
capacidad para diferenciarse en neuronas o células gliales (Bonilla-Porras et al., 2017) o la conversion
directa de CME a células similares a neuronas que expresan marcadores de linaje neural como Neu-N,
Tuc-4, MAP 2 y B-tubulina 111 de tipo colinérgico (Mendivil-Perez et al., 2019) o dopaminérgico (Marei
etal., 2018).
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Las vias bioquimicas que actualmente inducen la transdiferenciacion de las CME involucran (i) el
aumento de AMPc activando la via clésica de PKA, (ii) la sefializacion por MEK-ERK y (iii) La actividad
CaM KII (Ca2+/Calmodulina Proteina quinasa IlI) que parece prescindible para la diferenciacion
neuronal y su inhibicidén podria contribuir a rescatar a las células diferenciadas de la muerte (Jori et al.,
2005).

2.6.2 Transdiferenciacion a Astrocitos

Los astrocitos son un grupo heterogéneo en morfologia celular, perfiles de expresion génica, origenes de
desarrollo, propiedades fisioldgicas, funciones y respuestas a lesiones y enfermedades (Tcw et al., 2017).
En la literatura se ha reportado diversos métodos para la transdiferenciacion de CME a astrocitos. Estos
procedimientos requieren un cultivo prolongado (14 o 28 dias) o un medio de diferenciacion complejo.
Algunos de los cocteles y condiciones de cultivo mas repetitivas y con mejores resultados se presentan a
continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de la busqueda bibliografica de cocteles de diferenciacion a astrocitos utilizados en
CME de diferentes fuentes.

(Avola et al., Células DMEM/F12 +SFB 10% 28 dias Astrocitos
2017) estromales FGF (Factor de crecimiento GFAP
mesenquimales fibroblastico) 40 ng / ml
de tejido EGF (factor de crecimiento Neuronas
adiposo/ humano epidérmico) 20 ng/ ml Nestina
Medio neurobasal
SFB 10%

forskolina 4 mM
heregulina g-1 10 ng/ ml

(Shahbazi et al., Células 1 DMEM/LG 8 horas Neuronas
2016) estromales del SFB 10% Nestina
Cordon umbilical forskolina 10 uM TUJ-1
especificamente 3-isobutil-1-metilxantina 200 uM MAP 2
de la Gelatina NSE
Wharton
Astrocitos
GFAP
(Jang et al., Células 1 DMEM/LG 7 dias Neuronas
2010) estromales de SFB 1% Nestina
tejido adiposo FGF 100 ng/ ml TUJ-1
forskolina 10 uM MAP 2
NSE, NeuN
NFM, NFH
Astrocitos
GFAP
(Salehinejad Células 1 DMEM/LG 14 dias Neuronas
etal., 2015) mesenquimales SFB 10% Nestina
estromales de DMSO (0.5%) B-Tubilina I
FGF 20ng/ ml Neurofilamento

Heparina 5 ug/ mL
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cordon umbilical EGF (factor de crecimiento Astrocitos
matriz epidérmico) 20 ng / ml GFAP
(Bahat-Stroomza Células DMEM/LG 48 hrs Astrocitos
etal., 2009) mesenquimales FGF 20 ng/ ml GFAP
de la Médula Heparina: 5 pg/ mL S100B
Osea EGF 20 ng/ ml
N2 (5 pg/ mLde insulina, 20 nM de No cuantificacion de
progesterone, 100 uM putrescina, 30 marcadores neuronales
nM de selenio, 100 pg/mL de
transferrina)
Dibutiril-ciclismo AMP (dbcAMP) 1
mM
isobutilmetilxantina 1 mM
factor de crecimiento derivado de
plaguetas humano
5ng/ ml
FGF 20 ng/ ml
Neuregulina humana 1- 150 ng/ ml
(Y.Liuetal., Células 3 18 dias Astrocitos
2018) Mesenquimales DMEM/HG +g-mercaptoetanol GFAP
de Sangre 1 mM por 1 dia
Menstrual

DMEM/HG + 35 ng/ ml de &cido
trans-retinoico por 3 dias

DMEM/HG + 5 ng / ml de factor de
crecimiento derivado de plaquetas +
10 ng/ ml FGF + 14 uM forskolina +
126 ng / ml de factor de crecimiento
glial (GGF - 2), durante 14 dias.

Como puede observarse con lo reportado en la literatura que ha sido resumido en la tabla anterior, la
mayoria de los cocteles que han sido utilizados hasta la actualidad requieren de una mezcla compleja de
moléculas, algunas de ellas con costos elevados, y en la mayoria de los reportes se requiere de un tiempo
largo de cultivo (entre 7 y 28 dias), lo que representa una alta utilizacion del medio preparado, para poder
mantener las células sometidas al estimulo sostenido en este tiempo, aumentando también la posibilidad
de contaminacién y mortalidad del cultivo, sin garantizar alta eficiencia en el proceso de
transdiferenciacion a astrocitos. Es de resaltar, ademas, que en la mayoria de estos reportes no se presenta
una cuantificacion o eficiencia del proceso respecto a la cantidad de células que efectivamente presentan
marcadores gliales y astrociticos positivos. Finalmente, a pesar que la fuente de CME proveniente de
sangre menstrual fue reportada hace una década, no se han realizado muchos estudios donde se utilicen,
como fuente para la transdiferenciacién a ectodermo, especialmente para astrocitos.
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2.7. Aplicaciones en la investigacion y en la clinica

Las CME son una herramienta terapéutica atractiva para la medicina regenerativa debido a su capacidad
de autorenovacion y diferenciacion en una variedad de linajes mesodérmicos. Se ha postulado que debido
a su inherente multipotencialidad, las CME pueden integrarse directamente en oOrganos Yy tejidos
enfermos. En este contexto, se ha informado que el trasplante de CME es beneficioso en la regeneracion
del cartilago, la regeneracién del tejido 6seo y en los modelos agudos y cronicos de degeneracion
muscular (Mitchell et al., 2019) principalmente a través de la secrecion local de factores bioactivos y la
modulacién de las células inmunitarias, ademas las CME de donantes alogénicos o autélogos se pueden
usar de manera segura, puesto que no provocan respuestas inmunitarias dafiinas dentro del huésped
receptor. Los estudios preclinicos han demostrado su eficacia con las CME modificadas genéticamente
para llevar a cabo diversas terapias que alcanzaron su objetivo en el tratamiento incluso en el entorno
xenogeénico (Brown et al., 2019).

Las CME se obtienen facilmente de varios tejidos adultos, se expanden rapidamente y se almacenan ex
vivo, sin alteracién en sus capacidades celulares y ademas pueden transdiferenciarse en diferentes tipos
celulares como células B pancraticas (Shivakumar et al., 2019), queratinocitos (Dos Santos et al., 2019),
neuronas dopaminérgicas y colinérgicas (Marei et al., 2018), células del musculo liso (Bharti et al.,
2019), endotelio (S.-H. Wang et al., 2009) y astrocitos (Bahat-Stroomza et al., 2009), lo cual representa
un gran potencial para el modelamiento in vitro de diferentes patologias.

El uso de CME en la investigacion como plataforma para posibles terapias novedosas para las
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Cui et al., 2017; Kim et al., 2018; X. Wang et al.,
2018) y Parkinson (Jamali et al., 2017; Kim et al., 2018) muestran la importancia del uso de este tipo de
estrategias y la importancia de su investigacién. Duncan y Valenzuela en el 2017 realizaron una revision
donde muestran el amplio espectro de posibilidades, no solo con CME sino con otro tipo de células
madres (células madre embrionarias, células reprogramadas iPSCs) para el tratamiento de demencias, en
especial el Alzheimer, concluyendo que tiene un gran potencial, presentdndose como una estrategia
prometedora que requiere aun de desarrollo (Duncan & Valenzuela, 2017).

Los estudios enfocados en el entendimiento de las CME derivadas de sangre menstrual para su utilizacion
en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer apuntan a que estas tienen un potencial de
transdiferenciacion a neuronas similar al que presentan las CME derivadas de médula 6sea (Azedi et al.,
2014), ademas de presentar un aumento de marcadores de compromiso con el linaje glial (OLIG2 y
GFAP). Més recientemente, Azedi y colaboradores en el 2016 muestran la capacidad de estas dos
poblaciones celulares para expresar marcadores neuronales (Nestina, BIII Tubulina, GABBR1, MAP2,
entre otros) y astrociticos (GFAP) (Azedi et al., 2017).
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CAPITULDO Il11I: Los astrocitos y la neuroinflamacién en la EA

3.1 Descripcion de astrocitos

Los astrocitos (Del griego actpovkytoc; astron, estrella y kytos, un vaso hueco, célula posterior, es decir,
célula similar a una estrella) son células gliales de origen ectodérmico y neuroepitelial que sostienen la
homeostasis y proporcionan defensa inmunitaria en el SNC. Los astrocitos son altamente heterogéneos
en forma y funcion y demuestran una notable plasticidad adaptativa que define el mantenimiento
funcional del SNC en el desarrollo y el envejecimiento (Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

En el SNC realizan diversas funciones como a) el soporte en el metabolismo de lipidos y carbohidratos
a las neuronas (Camargo et al., 2017; Muller et al., 2018); b) el mantenimiento homeostatico de iones
extracelulares, pH y agua (Denizot et al., 2019; Formaggio et al., 2019; Y. Song & Gunnarson, 2012); c)
absorcién y eliminacién de neurotransmisores tales como glutamato y GABA (Flanagan et al., 2018;
Ishibashi et al., 2019; H. Park et al., 2013); d) regulacién del flujo sanguineo (Huang et al., 2019) y
participacion en procesos inmunoldgicos (Belkacemi et al., 2017; Cekanaviciute & Buckwalter, 2016;
Proust et al., 2017). Aunque los astrocitos no generan potenciales de accién, son células excitables con
capacidad de comunicarse a través de la activacion de sefiales internas o externas, enviando mensajes a
sus células vecinas. Los astrocitos presentan aumentos transitorios de calcio intracelular, estos son
responsables de la comunicacién astrocito-astrocito y astrocito-neurona (Guillamén-Vivancos et al.,
2015).

Las disfunciones en astrocitos pueden contribuir o desempefiar roles primarios en las enfermedades
neurologicas como la Enfermedad de Alzheimer (Fong et al., 2018; Lane-Donovan & Herz, 2017),
Parkinson (K. Singh et al., 2018; Tong et al., 2015) y enfermedades psiquiatricas (Eusemann et al., 2015;
Plitman et al., 2016; Xu et al., 2016).

3.2. Caracteristicas morfoldgicas

La estructura y morfologia que poseen los astrocitos humanos se ha caracterizado claramente de
mamiferos como el raton. Una gran cantidad de investigadores desde 1893 comenzaron a realizar
observaciones que permitieron la categorizacion de los astrocitos que se utiliza en la actualidad y con los
avances en la tecnologia de imagen, se pudo dar un reporte mas comprensivo de la cantidad de tipos de
astrocitos estudiando tejidos humanos post-mortem. Actualmente se reconocen cuatro categorias de
astrocitos estructural y anatomicamente diferentes: interlaminares, localizado en las capas | y I,
protoplasmicos, ubicados en las capas Il y IV, de proyecciones varicosas, encontrados en las capas V' y
VI 'y finalmente la astroglia fibrosa de la materia blanca (Vasile et al., 2017). Algunas caracteristicas de
cada una de las clases se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Tipos de astrocitos humanos. Imagen y texto tomado y adaptado de Vasile et al., 2017

Morfologia de los astrocitos | Tipo de astrocito Caracteristicas

Largas proyecciones citoplasmaticas. Su cuerpo

< ‘Astrocifo interlaminar celular mide aproximadamente de 10 pm: Sus
interlaminar A 1 = (Capas 1y2) funciones siguen siendo desconocidas, podrian
astrocyte / el et P — apoyar la comunicacion a distancia.
/ 2 X
&% Son el tipo de astrocito mas abundante en el
{ 3 Astrocito protoplasmitico cerebro. Sus ramificaciones son de
: Gy4) aproximadamente 100 pm y son numerosas,
PR v dando una apariencia voluminosa a los astrocitos
humanos vs los de roedor.
protoplasmic 4
s Células especificas de primates, tienen cinco
Astrocito de proyecciones proyecciones citoplasmaticas muy largas (<1 mm)
) =Y S que son con frecuencia rectas, sin ramificar.
varicose / T\ | P varicosas (3 y 6)
projection\ | /) ™
astrocyte ,
S 6 Son grandes (185um) y mas simples que los
\ \J / Astrocitos fibrosos astrocitos protoplasmaticos. prolongaciones largas
fibrous . y menos ramificadas. Sus funciones podrian estar
S materia blanca J
asrooe=—. I\ WM ( ) relacionadas al soporte metabélico.

3.3. Caracteristicas inmunofenotipicas

Aunque en la literatura se reportan gran variedad de proteinas para marcar diferentes componentes
celulares y subpoblaciones, como ALDH1L1, CD44, NDRG2 vy transportadores de aminoacidos,
ninguno de estos marcadores identifica a toda la poblacién de astrocitos. Se reconoce una heterogeneidad
creciente en la poblacidn de astrocitos, una complejidad que es relevante tanto para su funcion normal
como para sus funciones patogénicas (Garwood et al., 2017), sin embargo, en inmunohistoquimica las
proteinas mas utilizadas son el GFAP y el S100p.

La proteina acida fibrilar glial (GFAP) es una proteina de filamento intermedio |1l que se encuentra en
los astrocitos, las células Schwann amielinicas y las células gliales entéricas, aunque es considerado el
marcador tipico para identificar astrocitos inmunohistoquimicamente. Es responsable de la estructura del
citoesqueleto y el mantenimiento de la fuerza mecénica (Z. Yang & Wang, 2015).

El GFAP esté codificado por un solo gen ubicado en el cromosoma humano 1721 y hasta la fecha, se
han identificado 10 isoformas. EI GFAP-a (isoforma 1) es la mayor predominante en el cerebro y la
médula espinal (Eng et al., 2000), seguido de la GFAP-5, también llamada GFAP-¢ (Isoforma 2) que se
expresa preferentemente por astrocitos neurogénicos en la zona subventricular (Roelofs et al., 2005). La
expresion de GFAP esta regulada por varios factores de crecimiento, hormonas y lipopolisacaridos (Z.
Yang & Wang, 2015).
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En el contexto de la EA, la regulacion del GFAP en astrocitos reactivos puede ser tan dramatico que, en
las etapas avanzadas, la proteina se deposita en las ramificaciones primarias de los astrocitos formando
estructuras alargadas eosinofilicas llamadas fibras Rosenthal. Aunque los astrocitos reactivos no son
exclusivos de la EA, la relacion entre los astrocitos reactivos y las sefias de identidad patologicas de EA,
particularmente las placas amiloides, es la mas intima en cualquier enfermedad neurodegenerativa. De
hecho, las placas amiloides seniles se definen entre otras caracteristicas por la presencia de un grupo de
astrocitos reactivos que penetran y abrazan depoésitos amiloides con sus procesos, fragmentando y
aislando las placas de los neuropilos circundantes (Perez-Nievas & Serrano-Pozo, 2018).

La proteina S1004, también llamada proteina de union a calcio g, es un miembro de la familia S100, que
se distribuye en el citoplasma y en el nlacleo, ademas puede ser secretado. La proteina se expresa
ampliamente en astrocitos (Formaggio et al., 2019; J. Zhang & Jiao, 2015), especificamente en astrocitos
maduros que envuelven los vasos sanguineos; también marca oligodendrocitos, células ependimales,
células de Schawnn, entre otras (Camargo et al., 2017; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Es interesante
resaltar que este marcador es propio de células que tienen funciones relacionadas al sistema
inmunoldgico, lo que lo hace particularmente Gtil para células de caracter glial a nivel cerebral.

El S100p secretado en concentracion nanomolares se comporta como una neurotrofina que protege a las
células neuronales contra estimulos neurotoxicos a través de la regulacién positiva mediada por NF-kB,
mientras que a dosis micromolares conlleva a muerte neuronal través de la estimulacion y produccion de
especies reactivas del oxigeno y/o potenciacion de los efectos neurotoxicos de f amiloide, igualmente
promueve actividades inflamatorias en astrocitos a dosis altas, mientras que a dosis bajas atenta la
activacion de la microglia; también favorece la proliferacion y migracion celular (Benesova et al., 2012;
Denizot et al., 2019; Yardan et al., 2011).

3.4. Los astrocitos en la neuroinflamacion.

Los datos genéticos muestran que la mayor parte del riesgo de desarrollar la EA se asocia principalmente
con genes expresados en células gliales. Entre estos, Clusterina (ApoJ), receptor 1 relacionado con
Sortilin, el homologo 2 de la familia de las fermitinas, y el principal factor de riesgo para la enfermedad
de Alzheimer, ApoE, se expresan principalmente por astrocitos, lo que sugiere un papel crucial de la
astroglia en la patogénesis de la enfermedad (Arranz & De Strooper, 2019). En la EA los astrocitos
presentan una serie de cambios morfologicos frente a proteinas mal plegadas, moleculares y en casos
graves la formacidon de cicatrices gliales, ademas de un aumento en la expresion de GFAP y vimentina
(Olsen et al., 2018). En conjunto estos fendmenos se conocen como astrogliosis reactiva y es un estado
altamente heterogéneo en el que las actividades de los astrocitos se alteran para responder a la lesion
especifica desempefiando papeles beneficiosos o perjudiciales (Acosta et al., 2017; Arranz & De
Strooper, 2019).

Una de las alteraciones que se puede dar en las etapas iniciales del Alzheimer es la disfuncién metabdlica;
es ampliamente conocido que los astrocitos tienen un rol crucial proveyendo energia al cerebro a través
de la implementacion de una serie de pasos metab6licos como glicolisis, produccion de lactato, entre
otros, los cuales apoyan las necesidades energéticas del cerebro. Se ha reportado que la actividad de
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enzimas glucoliticas fundamentales se ven alteradas en cerebros de pacientes con enfermedad de
Alzheimer, conduciendo a un aumento de la piruvato quinasa y la lactato deshidrogenasa en la corteza
frontal y temporal, ademas de una disminucion de la actividad de la glucosa-6 fosfato en el hipocampo
(Mamelak, 2017). La disfuncién metabolica de los astrocitos puede desencadenar el aumento de los
depdsitos de AP y una disminucion de su aclaramiento que a su vez puede involucrarse con el aumento
de la fosforilacion de la proteina Tau y el estrés oxidativo, lo que finalmente desencadena la
neuroinflamacion (Cai et al., 2017).

Los astrocitos pueden ser inducidos por IL-1a, el factor de necrosis tumoral (TNFa) y clg secretados
por la microglia activada en un subconjunto neurotéxico de astrocitos reactivos llamado Al (Liddelow
et al., 2017). Los astrocitos reactivos Al de raton aumenta la expresion de genes de la cascada del
complemento, incluido el componente 3 del complemento (C3) y liberacién de una neurotoxina no
identificada que induce la muerte de neuronas y oligodendrocitos. Ademas, muestran una capacidad
disminuida para promover la supervivencia y crecimiento neuronal, fagocitar elementos sobrantes de la
sinapsis y restos de mielina (Hong et al., 2016). Alrededor del 60% de los astrocitos en la corteza
prefrontal de cerebros post mortem de pacientes con EA expresan C3 al igual que cerebros post mortem
de pacientes de enfermedad de Huntington, Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica y esclerosis multiple,
por lo tanto, el fenotipo Al podria representar una via de neurodegeneracién comun (Liddelow et al.,
2017). Ademés, los astrocitos pueden activarse directamente por la exposicién a oligobmeros AP,
mediante receptores de insulina, receptores ionotrépicos de glutamato NMDA y AMPA, receptores Whnt,
receptor PrP¢ (Pereira Diniz et al., 2017) y receptores de reconocimiento de patrones (PRR) incluidos los
receptores carrofieros, los receptores para productos finales de glicacion avanzada (RAGE) y los
receptores de tipo toll (TLR) (Frederiksen et al., 2019). Ambas vias inducen la secrecion de TNFa, IL-
6, IL-8, IL-10, IL-18 y oOxido nitrico sintasa inducible (Frederiksen et al., 2019), ademas los astrocitos
activados producen numerosas moléculas proinflamatorias, una de ellas es la S100B, la cual es altamente
expresada por astrocitos reactivos en estrecha proximidad a los depdsitos p amiloides (Mori et al., 2009).

En los astrocitos, el NF-xB controla significativamente la secrecion de éstas citoquinas, quimioquinas y
moléculas de adhesion, favoreciendo la infiltracion de linfocitos periféricos y aumentando la respuesta
inflamatoria; éste proceso se convierte en un mecanismo autorregulador que conduce a la
neurodegeneracion (Carrero et al., 2012; Meraz-Rios et al., 2013, p.); ademas el NF-xkB desempefia un
papel importante en la regulacion de la transcripcion de la enzima 1 de escision de APP de sitio
(BACEL), ya que se han identificado numerosos sitios de union a NF-kB cerca del promotor BACE1
(Kinney et al., 2018) (Olsen et al., 2018), esta proteina también se encuentra en astrocitos, por tanto
estos pueden contribuir en la formacion de la placa f amiloide (W. Wang et al., 2019), aunque durante
las primeras etapas de la EA se ha demostrado que los astrocitos son mas eficientes que la microglia en
el aclaramiento de AP (Nielsen et al., 2010). EI hecho de que los astrocitos reactivos con alta carga de
AP en su interior se encuentren con frecuencia en el cerebro con EA confirma ain mas la importancia de
los astrocitos en la eliminacién de AB (Sollvander et al., 2016).

En el cerebro con inflamacidn, los astrocitos retraen sus pies de los vasos sanguineos, aumentando la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, mediante el aumento de la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular proangiogénico A (VEGF-A) que activa la enzima éxido nitrico
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endotelial (eNOS) para regular negativamente la expresion de proteinas de uniones estrechas, lo que
conduce a la interrupcion de las uniones endoteliales y a la infiltracion de céelulas inmunes (H. J. Park
etal., 2015).

Aunque las funciones estructurales y de comunicacion de los astrocitos se han caracterizado bien, algunas
evidencias sugieren que los astrocitos tambien tienen la capacidad de actuar como células
inmunocompetentes. Se ha observado que, bajo ciertas condiciones como tratamiento con IFN-y, la
activacion de astrocitos se caracteriza por una version mejorada del complejo principal de
histocompatibilidad clase Il, sugiriendo que pueden actuar de manera similar a las células presentadoras
de antigeno y, por lo tanto, activar linfocitos (Vardjan et al., 2012).

De otro lado, también en la literatura, se encuentra el papel beneficioso de los astrocitos durante las
primeras etapas de EA, por ejemplo los astrocitos reactivos liberan grandes cantidades de GABA
(neurotransmisor inhibitorio), lo que se cree puede ayudar a regular la funcion proinflamatoria de la
microglia (M. Lee et al., 2011)(Le Meur et al., 2012), al igual que la expresion de TGF-B1, un ligando
para los receptores que se encuentran en las neuronas, los astrocitos y la microglia; TGF-B1 es
neuroprotector contra la produccion, deposito y dafio de AP, regula la neuroinflamacion e inhibe la via
de una de las enzimas que fosforila tau, GSK-3p (Hu et al., 2019). Estos datos revelan un papel complejo
de los astrocitos, que puede ser protector durante las primeras fases de la neuroinflamacion, pero
perjudicial durante la inflamacién cronica del SNC.

3.4.1. Induccidn de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias secretadas por los astrocitos
En condiciones normales, el ambiente del SNC es fuertemente antiinflamatorio, con presencia alta de IL-
10 y el factor de crecimiento transformante (TGF)—; la mayoria de las citoquinas proinflamatorias se
expresan a niveles muy bajos o indetectables. Varias de estas moléculas estan involucradas en la funcion
normal del cerebro, pero cuando se produce una invasion de patégenos u otro dafio en el SNC, se regula
una gama de citoquinas para instigar la respuesta inmune adecuada. Las citoquinas proinflamatorias
pueden originarse de células dafiadas, microglia activada, astrocitos, neuronas o linfocitos activados, una
respuesta al peligro incluira la elevacion de las principales citoquinas proinflamatorias TNF-a, IFN-y,
IL-1PB e IL-6 que activan los astrocitos, células del SNC y células del sistema inmune (Jensen et al.,
2013).

La IL-1P ha sido descrita como un "“regulador maestro” dentro de la cascada inflamatoria cerebral debido
a su papel integral en la regulacion de la expresion de otras citoquinas proinflamatorias, incluidas TNF-
a e IL-6 (Mendiola & Cardona, 2018). Es producida principalmente por microglia, no obstante, también
por astrocitos. Hay once miembros de la superfamilia, sin embargo, la mayor parte de la atencion en
neuroinflamacion se presta a IL-1f debido al potente efecto en la inflamacion (Dinarello, 2011).

En pacientes con deterioro cognitivo leve y EA se encuentra elevada, lo que sugiere que el aumento de
la produccion de IL-1p comienza temprano y permanece elevado a medida que la enfermedad progresa
(Forlenza et al., 2009). Se ha evidenciado que la IL-1p aumenta la secrecion de APP en células gliales y
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el procesamiento amiloidogénico de PPA a través de la activacion de la proteina quinasa C y el aumento
de la actividad y-secretasa (Y.-F. Liao et al., 2004).

La IL-6 es una citoquina multifuncional importante que puede considerarse proinflamatoria o
antiinflamatoria segun la cantidad y el estado de liberacién. La IL-6 es crucial para la homeostasis normal
del tejido neuronal, y la eliminacién de esta via de sefializacion conduce a una activacién microglial
reducida, aunque la sobreproduccion de IL-6 conduce a neuroinflamacion crénica y neurodegeneracion
(Guzman-Martinez et al., 2019). En la EA, los estudios han demostrado que la tincion de IL-6 en el
hipocampo y la corteza cerebral estd fuertemente asociada con las placas AP (Hampel etal., 2005).
Ademas el péptido AP estimula la sintesis y liberacion de IL-6 por las células gliales (Y. Chong, 1997),
mejora la transcripcion y expresién de APP y el complejo del receptor- ligando soluble en el suero y en
el LCR (Ringheim et al.,, 1998). También se ha demostrado que la IL-6 da como resultado la
hiperfosforilacion de varios epitopes de tau al aumentar la actividad de CDKS5 a través del activador de
CDKS5 p35, que puede servir como un puente importante entre las patologias centrales de EA (Quintanilla
etal., 2004).

El TNF-a, esta implicado en la inflamacion sistémica y es producido principalmente por macrofagos
activados, linfocitos T CD4 y células Natural Killer. TNF-o interactua con dos receptores de factor de
necrosis tumoral el TNFR1 y TNFR2 (CD120a y CD120b respectivamente). TNFR1 se expresa en la
mayoria de las células y responde al TNF-a soluble y unido a la membrana, y transmite las funciones
més proinflamatorias y proapoptéticas del TNF-a. El TNFR2 se encuentra en las células inmunes y
responde solo al TNF-o unido a la membrana, y es mas responsable de las respuestas de supervivencia y
pro-crecimiento (Decourt et al., 2017). Los astrocitos expresan TNFR1 constitutivamente y expresan
TNFR2 en respuesta a la estimulacion por TNF-a, IL-1B o IFN-y (Ng et al., 2018). Los estudios
demuestran que el tratamiento con TNF-a en cultivo de astrocitos conduce a la regulacién positiva leve
de IL-6 y a moléculas antivirales IFN-o e IFN-B. Ademas, existe una leve regulacion positiva de la 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS) generado por la microglia que genera una via de activacion a astrocitos
cruzada, produciendo radicales libres que son tdxicos para los patdégenos (Xie et al., 2020).

El factor de crecimiento transformante 3 (TGF-P) participa en la regulacion del crecimiento celular, la
diferenciacion celular y la inmunosupresion. Los estudios han demostrado que el TGF-p esté elevado en
el LCR, el suero y las células endoteliales microvasculares cerebrales de pacientes con EA (Tominaga &
Suzuki, 2019), pero se encuentra disminuido en el plasma de los pacientes con EA, lo que podria
contribuir a la muerte neuronal y la exacerbacion de la neuroinflamacién. Ademas, se han reportado
déficits en las vias de TGF-B en cerebros con EA (Diniz et al., 2017).

Dentro de esta familia de citoquinas, la isoforma mas abundante es TGF-B1, que es secretada por los
astrocitos y es un ligando para los receptores que se encuentran en las neuronas, los astrocitos y la
microglia. TGF-B1 es neuroprotector contra la produccién, depdsito y dafio de AP, regula la
neuroinflamacion e inhibe la via de la enzima quinasa encargada de fosforilar tau, GSK-3f (Diniz et al.,
2019).
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La IL-10 es una citoquina antiinflamatoria que se encuentra en el tejido cerebral sano, pero esta regulada
por aumento en pacientes con EA (Magalhdes et al., 2017; Ouyang & O’Garra, 2019). Existe una
correlacion entre los niveles de IL-10 y la progresion de EA, lo que sugiere que IL-10 podria servir como
un biomarcador para el diagnostico y / o progresion de EA. La IL-10 es liberada tanto por microglia
como por astrocitos en respuesta al aumento de citoquinas proinflamatorias para intentar mantener la
homeostasis en el sistema inmune (Elahi et al., 2020). Se ha demostrado que IL-10 inhibe las
citoquinasproinflamatorias, incluidas IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-6 y la quimioquina MCP-1 (Wang M. et
al., 2018).

Varias cascadas de sefializacion intracelular regulan la produccién de IL-10 por microglia y astrocitos.
Entre ellos se encuentran la quinasa regulada por sefial extracelular (ERK) que regula al alza la
produccion de IL-10 por las células microgliales tras la activacién de TLR4 y en astrocitos por la
estimulacion de TLR3 (Lobo-Silva et al., 2016).

3.5. Astrocitos y estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un estado crénico transitorio en el que se pierde el balance entre los oxidantes y
antioxidantes (enzimaticos o no enzimaticos) en favor de los oxidantes, conllevando a una disrupcion de
la sefalizacién redox, control y/o dafio molecular (Sies, 2015). ElI metabolismo produce especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS / RNS) como subproductos naturales. Entre los ROS mas
importantes estan los radicales peroxilo (ROO:), el 6xido nitrico (ON), el anion radical superoxido (Oy),
el radical hidroxilo (OH") y algunas otras especies no radicales como el peroxinitrito (ONOO"), el oxigeno
simple (O,) y el peroxido de hidrogeno (H;0,). Estas especies a niveles moderados pueden actuar como
segundos mensajeros (Lushchak, 2014).

Los astrocitos, desempefian un papel principal en la produccion de antioxidantes, la desintoxicacion de
especies reactivas y el mantenimiento del equilibrio redox en el cerebro, sin embargo, la sobreproduccion
de ROS / RNS, los defectos en la desintoxicacion, la lesion o enfermedad del SNC como la EA pueden
provocar astrogliosis reactiva (Rizor et al., 2019).

El péptido AP altera la actividad de NADPH oxidasa (NOX), enzima productora del radical superoxido,
mediante la accion de varios sustratos como calcio, lo que a su vez resulta en la generacion de ROS
(Tarafdar & Pula, 2018), aumento de calcio intracelular y astrogliosis (Wyssenbach et al., 2016).
Aungue, los astrocitos también pueden activar las vias ERK1/2 y la fosforilacién de la fosfolipasa A2
citosélica, independientemente de la activacion de NOX, que a su vez causa disfuncion al disminuir el
potencial de membrana mitocondrial, mejorar la actividad de NOX y la sobreproduccion de ROS
(Gonzélez-Reyes et al., 2017).

Ademas, durante la neuroinflamacion, el aumento de las concentraciones de ROS / RNS puede conducir
a la activacion del factor de transcripcion NF-kB que induce la sobreexpresion de 6xido nitrico sintasa
en los astrocitos y microglia, en particular NOX2 e iNOS, lo que resulta en la produccion de peroxinitrito.
También, la activacion de NF-kB induce la expresion de ciclooxigenasa (COX-2) y la fosfolipasa A2
citosélica, que a su vez estimulan la generacion de prostaglandinas, promoviendo la inflamacién

(Gonzélez-Reyes et al., 2017). Por lo tanto, se ha propuesto que la via de sefializacion NF-xB esta
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involucrada en reacciones inflamatorias y en la sefializacion redox, ya que se ha informado una diafonia
directa entre ROS y NF-«B (Turillazzi et al., 2016).

La capacidad antioxidante de los astrocitos también se ve afectada con la exposicion del péptido B
amiloide que induce un agotamiento de Glutation (GSH) en astrocitos, pero es mas grave en neuronas
mostrando una mayor tasa de muerte celular, lo que sugiere que la neurotoxicidad refleja la dependencia
neuronal de los astrocitos para el soporte antioxidante, puesto que los astrocitos son los productores de
los elementos primarios necesarios para la produccion de GSH en neuronas, como la glicina y la cisteina
(S.-F. Huang et al., 2020).
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PARTE II: INVESTIGACION
CAPITULO IV: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

La EA es el trastorno neurodegenerativo mas comun, causante del 60 a 70 % de las demencias a nivel
mundial. De hecho, cada 3 segundos se presenta un nuevo caso de demencia (Christina Patterson, 2018)
y se ha estimado que para el 2050, al menos 152 millones de personas estaran afectadas por dicha
patologia convirtiéndose en una epidemia a nivel mundial (Organizacién Mundial de las Salud, s. f.)
(Sepulveda-Falla et al., 2014).

Colombia no es ajena a esta problematica, en el departamento de Antioquia se ha identificado el mayor
grupo familiar con la EA de inicio temprano, personas que presentan la mutacion en el dominio de
Presenilina de la gamma secretasa PSEN1 E280A (Glu280Ala); existen aproximadamente 5.000
miembros vivos, entre ellos, 1800 portadores de la mutacién, de los cuales el 30% experimentan sintomas
de la EA, con edades promedio de 44 afios (IC del 95%, 43 - 45) para el inicio del deterioro cognitivo
leve y 49 afos (49-50) al inicio del desarrollo de la demencia (Lemere et al., 1996), lo que representa
fuerte impacto negativo en su edad productiva (Acosta-Baena et al., 2011).

Este panorama plantea varios desafios para la salud pablica mundial y para el pais, representando un reto
para la ciencia médica, donde uno de los mayores problemas en la investigacién actual sobre la EA reside
en la falta de un paradigma conceptual integrado y coherente que explique su patogénesis. Esta carencia
ha dificultado la blsqueda de nuevos medicamentos para una adecuada terapia farmacologica,
considerando que toda nueva droga debe orientarse hacia blancos terapéuticos relevantes para la
fisiopatologia de la EA desde sus estadios iniciales (Morales G et al., 2010).

Es por ello que se hace necesario generar nuevos enfoques y modelos que permitan una mayor
comprension de la EA, ya que la mayoria son modelos animales, generalmente ratones transgénicos que
expresan genes humanos para la patologia amiloidea y la taupatia, pero no recapitulan completamente la
patologia (Pavoni et al., 2018; Vidal & Ghetti, 2012). El uso clinico del cerebro fetal y del tejido
cerebral adulto post mortem es problematico debido a preocupaciones éticas que se presentan también
con el uso de células madre embrionarias. Estas ultimas células pueden formar teratomas al igual que
las células reprogramadas genéticamente iPSc (Portmann-Lanz et al., 2010).

Por tanto, una alternativa es el uso de CME que tienen capacidad de diferenciacion a condrocitos,
osteocitos y osteoblastos (Dominici et al., 2006) y capacidad de transdiferenciacion a neuronas
colinérgicas y astrocitos (Avola et al., 2017; Mendivil-Perez et al., 2019), favoreciendo su uso como
plataforma robusta para estudiar la EA in vitro y desde el enfoque de la neuroinmunologia, enfoque
relativamente nuevo que permite integrar los diferentes procesos neuropatoldgicos de la enfermedad
alrededor del proceso inflamatorio como un componente clave para la fisiopatologia del padecimiento
(Robinson-Agramonte et al., 2019).

Desde este punto de vista, la CME permiten establecer un modelo natural de la EA, desde el ambito
neuroinmunoldgico de la EA, mejorando las aproximaciones metodoldgicas y permitiendo dar respuesta
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a nuestra pregunta de investigacion: ¢ Podrian los astrocitos derivados de CME de sangre menstrual
(SM) reactivarse mediante estimulos proinflamatorios?
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CAPITULO V: DESARROLLO DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION
5.1. Hipotesis
Los astrocitos silvestres derivados de CME de Sangre Menstrual (SM) responden a estimulos

proinflamatorios mediante la produccion de citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL 1-f e IL-6 y
activacion de NF-xB.

5.2. Objetivos del proyecto

5.2.1. Objetivo general

Caracterizar las células astrociticas a partir de CME - SM como modelo de neuroinflamacién de la
Enfermedad de Alzheimer.

5.2.2. Objetivos especificos

1. Obtener y caracterizar astrocitos derivados de Células Mesenquimales Estromales de sangre
menstrual.

2. Evaluar el efecto del lipopolisacarido (LPS) en funcién del marcador NF-xB, citoquinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1pB e IL-6 y marcadores GFAP y S100p en astrocitos.

3. Evaluar el efecto del péptido AB42 en funcidn del marcador NF-xB, citoquinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-1P e IL- 6 y marcadores GFAP y S100p en astrocitos.

4. Evaluar el efecto del sobrenadante de las células colinérgicas PSEN 1 E280A en funcién del

marcador NF-«B, citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1p ¢ IL- 6 y marcadores GFAP y
S100p en astrocitos.

39



CAPITULO VI: DESARROLLO DE LOS OBJETIVOS Y METODOLOGIA DE LA
INVESTIGACION

6.1. MATERIALES Y METODOS.

6.1.1 Aislamiento de CME-SM

Las muestras de sangre menstrual provenian de donantes sanas (previo consentimiento informado),
recolectadas a través de copa menstrual o retencion de descarga durante los primeros tres dias de
menstruacion. La sangre menstrual se mezcld6 con voliumenes iguales de PBS, antibiotico
(penicilina/estreptomicina/ anfotericina) y EDTA. Una vez que se eliminaron los contaminantes
microbianos, las CME se aislaron dentro de las 4h siguientes, utilizando el método estandar de Ficoll
descrito previamente (Liu et al., 2018). Después se suspendieron en medio de crecimiento DMEM con
bajo contenido de glucosa (GIBCO®, Life Technologies, cat # 11885-084), suero fetal bovino (SFB)
(GIBCO®), Life Technologies, cat # 10082-147) y antibiético a 37°C en una atmdésfera humidificada que
contenia 5% de CO,. Al tercer dia de incubacion, las células no adherentes se lavaron y se adicion6 medio
de crecimiento con reemplazd cada 3 dias. Cuando las celulas alcanzaron una confluencia del 100 % se
tripsinizaron.

6.1.2 Caracterizacion de CME-SM

Las CME-SM fueron caracterizadas de acuerdo a su capacidad de formacién de colonias (la colonia
muestra crecimiento adherente tipico y morfologia en forma fibroblastoide); positividad para marcadores
de superficie mesenquimatosos CD90, CD9 y CD73 (99% de positividad) y capacidad de diferenciacion
a linaje osteocitico, condrocitico y adiposo realizados de acuerdo al protocolo descrito por Mendivil-
Pérez y colaboradores (Mendivil-Perez et al., 2019).

6.1.3 Ensayo de transdiferenciacién de CME-SM a astrocitos

Para la diferenciacion de astrocitos se sembraron 1x10° células en medio de cultivo regular (DMEM bajo
glucosa Sigma cat # D6046 suplementado con SFB) hasta alcanzar una confluencia baja. Luego, el medio
fue reemplazado y las células fueron incubadas en Astrocyte medium® durante 0, 4 y 7 dias.

6.1.4 Andlisis de citometria de flujo de marcadores astrociticos

La citometria de flujo se utilizé para determinar el porcentaje de células doble positivas GFAP/S1008
(Tew, J et al.,2017). Las células tratadas con Astrocyte medium® en los dias 0, 4 y 7 se suspendieron y
fijaron con paraformaldehido (durante la noche). Después del lavado, las células se incubaron
simultdneamente con anticuerpos primarios GFAP, S100B a 4°C durante la noche. Luego las
suspensiones celulares se lavaron e incubaron con anticuerpos secundarios (DyLight 594 donkey anti-
goat and DyLight 488 donkey anti-rabbit antibodies). Finalmente, las células fueron lavadas y re-
suspendidas en PBS para su andlisis en un citometro LSRFortessa (BD Biosciences, San Jose, CA). Se
adquirieron diez mil eventos y el analisis de adquisicion se realizé utilizando FlowJo 7.6.2 Data Analysis
Software. La tincion positiva se definié como la emision de fluorescencia que excedio los niveles de la
poblacion marcada en el control negativo.

40



6.1.5 Evaluacion de marcadores astrociticos mediante Western blot

Las células tratadas con Astrocyte medium® para 0, 4 y 7 dias se trataron con tripsina y se recolectaron
los pellets. Todos los lisados se cuantificaron utilizando el ensayo de acido bicinconinico (Thermo
Scientific cat # 23225), y fueron cargados en geles de poliacrilamida al 12%, después las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amersham Biosciences). Las membranas se
incubaron durante la noche a 4°C con anticuerpos primarios monoclonales/policlonales contra la regién
de determinacion, proteina acida fibrilar glial (GFAP, cat# sc6170, Santa Cruz), S100p (cat # 676604,
Biolegend), B-tubulina Il (cat # G712A, Promega), Neurofilamento-L (NF-L, cat# 125044, Thermo). Se
utilizé anticuerpo anti-actina (cat # MAB1501, Millipore) como control de expresién. Anticuerpos
infrarrojos secundarios (goat anti-rabbitl RDye® 680RD, cat #926-68071; donkey anti-goat IRDye®
680RD, cat # 926-68074; and goat anti mouse IRDye® 800CW, cat #926-32270; LICORBiosciences)
se usaron para el andlisis del Western blot y los datos se adquirieron mediante el uso del software
Odyssey.

6.1.6 Evaluacién de marcadores astrociticos y el factor nuclear NF-xB mediante
inmunofluorescencia

Para el andlisis de inmunofluorescencia de marcadores astrociticos y neuronales, las células tratadas con
Astrocyte Medium® para 0, 4 y 7 dias se fijaron con paraformaldehido. Después del lavado se incubaron
durante la noche con anticuerpos primarios contra proteinas GFAP, S100pB, B-tubulina 111, NFL y NF-kB
(cat # PA5-16545). Luego se lavaron y se incubaron con anticuerpos fluorescentes secundarios (DyLight
488 y 595 donkey anti-rabbit and goat and mouse, Cat DI 2488 and DI 1094, respectivamente). Los
nucleos fueron coloreados con Hoechst 33342 (Life Technologies) y las imagenes fueron adquiridas en
un microscopio Floyd Cells Imaging Station.

6.1.7 Imégenes intracelulares de calcio

La concentracion citoplasma de Ca?* ([Ca?"i) fue medida mediante microscopio de fluorescencia
(Axiocam ZEISS). Las células cultivadas en Astrocyte medium para 0, 4, y 7 dias fueron transferidas a
una solucion que contienen un indicador sensible Ca* (Fluo3-AM, una forma de acetoximeter del
colorante fluorescente Fluo-3; Thermo Fisher ScientificCat# F1242) durante 30 minutos a temperatura
ambiente y luego se procedié al lavado. Los transitorios intracelulares Ca?* fueron estimulados por
glutamato. Las amplitudes de los transitorios de fluorescencia relacionados con Ca?* se expresaron en
relacion con la fluorescencia en reposo (AF/ F) y se calcularon por la formula AF/ F= (Fmax-Frest)
/(Frest-Fbg) de acuerdo con Pap et al., 2009. El programa Image J (https://imagej.net/) se utiliz6 para el
calculo de las intensidades de fluorescencia publicadas anteriormente de acuerdo Mendivil-Pérez y
colaboradores (Mendivil-Perez et al., 2019).
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6.1.8 ELISA

Las CME-SM se sometieron al ensayo de diferenciacion explicado previamente en el numeral 6.1.3
durante 7 dias. Posteriormente, se sometieron las CSA a estimulos con LPS (1, 5 y 10 pg/mL), péptido
sintético AB42 (5 y 10 uM) y sobrenadantes tomados de cultivos de CME transdiferenciadas a neuronas
que poseen la mutacion PSEN2 E280A, se analiz6 un panel de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL1-
B e IL-6) y antinflamatorias (IL-10) a través del ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA,
por sus siglas en inglés). Brevemente, se tomaron los sobrenadantes de los cultivos de CSA tras 4 dias
de ser estimulados con los diferentes compuestos mencionados anteriormente, para la cuantificacion de
la produccion de citoquinas a través del kit ELISA (Biolegend, CA, USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El plato de 96 pozos utilizado fue sensibilizado con el anticuerpo de
captura durante toda la noche a 4°C; posteriormente, se lavé con buffer de lavado (PBS 1X y 0,05%
Tween-20) y luego se adiciond buffer de bloqueo (SBF 10% y PBS 1X) durante 2 horas. A continuacion,
las muestras y el estandar de citoquinas recombinantes se afiadieron durante 2h. Tras realizar lavados, se
afiadio el anticuerpo de deteccion por 1h a 25°C y luego la enzima avidina peroxidasa por 30 min.
Finalmente, se afiadio TMB (3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine) durante 15 minutos y se detuvo la reaccion
con acido sulfdrico 2N. La reaccién colorimétrica se leyd en un espectrofotémetro Dynex Technologies,
Inc. (Chantilly, VA, USA) a una longitud de onda de 450 nm.

6.1.9 Analisis de datos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el analisis Student-t o ANOVA unidireccional
seguido de la comparacion post-hoc de Bonferroni calculada con el software cientifico GraphPadPrism
6 (GraphPad, Software, Inc. La Jolla, CA, EE. UU.). La significacidn estadistica fue aceptada en *p<
0.05, **p< 0.005 y ***p< 0.001
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CAPITULO VII: RESULTADOS

7.2.1 Caracterizacion de CME-SM

Las CME aisladas de sangre menstrual fueron caracterizadas previamente en el grupo de investigacion.
Las evidencias sugieren que estas células cumplen con los criterios estandar para definir una Célula
Mesenquimal Estromal de acuerdo con la Sociedad de Terapia Celular (Dominici et al.,2006). Como se
muestra en la figura 1, las CME-SM presentan morfologia fibroblastoide y adherencia al frasco de
cultivo (Fig. 1A). El analisis de cariotipo no mostré alteraciones cromosomicas (Fig. 1B). Los
porcentajes de positividad para los marcadores de superficie celular CD73 (Fig. 1C), CD90 (Fig. 1D) y
CD9 (Fig. 1E) fueron superiores al 92%, mientras que el porcentaje de células negativas para marcadores
hematopoyéticos CD34 y CD45 fueron menores al 5% (Fig. 1F, 1G). Ademas, las células mostraron
capacidad para diferenciarse en osteocitos (Fig. 1K), adipocitos (Fig. 1L), y condrocitos (Fig. 1M) en
medios especiales, mientras que las CME- SM en medio de mantenimiento regular fueron negativas (Fig.
1H, 11, 1).

CD73 CD90 CD9 . CD34 CD45
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Figura 1. Caracterizacion de CME-SM (A) Imagen representativa de morfologia fibroblastoide y crecimiento adherente.
(B) cariotipo normal (46 XX). Analisis de citometria de flujo que demuestra positividad para CD73 (C), CD 90 (D), CD 9
(E). Negatividad para marcadores hematopoyéticos CD34 (F) y CD45 (G). Tincién Von Kossa negativa para CME-SM
indiferenciadas en medio regular (H). Tincién Oil red- O para CME-SM indiferenciadas en medio regular (1). Tincién azul
de toluidina para CME-SM indiferenciadas en medio regular (J). Tincién Von Kossa positiva para CME-SM diferenciadas a
osteocitos evidenciada por precipitacion intracelular plata (K). Tincién Oil- red-O positiva para CME-SM diferenciadas a
adipocitos evidenciada por vacuolas lipidicas rojas (L). Tincién azul de toluidina para CME-SM diferenciadas a condrocitos
(M). (Quintero-Espinoza 2021, Mol. Neurobiol. en evaluacion).

7.2.2 Las CME- SM disminuyen marcadores mesenquimales (CD9 y CD73) con la exposicion al
medio de cultivo comercial.

Se evaluaron los marcadores de células mesenquimales evaluados anteriormente (Figura 1) y en
marcador hematopoyético CD45 para evidenciar la regulacion de estas moléculas después de someter las
CME-SM al proceso de transdiferenciacion. La transdiferenciacion de las CME en células similares a
astrocitos (CSA por sus siglas en espafiol, astrocyte-like cells (ALCs) por sus siglas en inglés) se evalud
7 dias posterior a la incubacion en Astrocyte medium®. En la Figura 2 se evidencia que los marcadores
CD73 y CD9 se ven regulados negativamente, llevando su expresion a 0, mientras que el marcador CD90
permanecer presente en un 81%. Por otro lado, el marcador hematopoyético CD45 permanece invariable,
sin aumentar si expresién durante el proceso de transdiferenciacion.
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Figura 2. Analisis de citometria de marcadores de CME-SM tras la transdiferenciacion a células similares a astrocitos.
Las CME-SM fueron cultivadas en medio regular o Astrocyte médium® como se describe en materiales y métodos por 7 dias.

Porcentaje de células positivas para CD90, CD73, CD9 y CD45. Datos expresados como la media = SD de dos ensayos
independientes. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

7.2.3 Las CME- SM aumentan marcadores astrociticos con la exposicion al medio de cultivo
comercial

La transdiferenciacion de las CME en células similares a astrocitos (CSA) se evalud después de 0,4y 7
dias de incubacion en Astrocyte medium®. El analisis de western blot muestra que las CME presentan
niveles basales de S100B y GFAP en el dia 0 (Fig. 3A, 3C, 3D). La expresion de nivel de S100p aumentd
en el dia 4 (~-1.2-f.i., Fig. 3A and 3C), asi como la expresion GFAP a los 4 y 7 dias (~0.8- and ~0.6-f.i.,
Fig. 3A and 3D). En cuanto a los marcadores neuronales, la proteina de neurofilamento present6 una
expresion baja en el dia 7 comparada con el dia 4 (0,8 y 0,6-f.i., Fig. 3B y 3E), contrario a la expresion

de B-tubulina Il1, que aumento en el dia 7 (Fig. 3B y 3F). La misma tendencia con respecto al control se
observo por inmunofluorescencia (Fig. 3G-P).

Dado que GFAP y S100pB son los marcadores estandar para identificar astrocitos (Verkhratsky et al.,
2018), queriamos confirmar si las CME transdiferenciadas en CSA expresaron simultdneamente esto
marcadores. El analisis de citometria de flujo muestra un porcentaje de la doble positividad de
GFAP/S100p fue del 25 y59% a los 4 y 7 dias de cultivo respectivamente (Figura 4A, B).
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Figura 3. Las CME-SM aumentan marcadores astrociticos. Las CME-SM fueron cultivadas en Astrocyte medium como
se describe en materiales y métodos para 0, 4 y 7 dias. Después los extractos de las proteinas fueron marcados con anticuerpos
primarios contra las proteinas GFAP, S100B, NFL, p-tubulina 111 y actina. La intensidad de las bandas del western blot se
demuestra en (A, B) fueron medidas (C, D, E, F) por imégenes de infrarojo (Odyssey, LI-COR) y la intensidad fue normalizada
con actina. Las imagenes representan 1 a experimentos independientes. Los datos son presentados como media + SD.
*(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001) Las CME-SM fueron cultivadas en Astrocyte medium como se describe en materiales
y métodos por 0,4 y 7 dias. Después las células se tifieron doblemente como indica la figura con anticuerpos primarios contra
las proteinas GFAP (roja) y S100p (verde) (G- I). NFL (rojo) y B-tubulina 111 (verde) (J-L). Los nucleos fueron tefiidos con
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Hoechst 33, 342 (azul). (M-P). Intensidad media de fluorescencia (MFI) cuantificacion de imagenes obtenidas por
inmunofluorescencia Imagen ampliada a 200X. Datos expresados como la media = SD. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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Figura 4. Andlisis de citometria de diferenciacion de CME-SM a Células Similares a astrocitos. Las CME-SM fueron
cultivadas en Astrocyte medium como se describe en materiales y métodos por 0,4 y 7 dias. (A) y (B) Porcentaje de células
doblemente positivas para GFAP y S100B. Datos expresados como la media + SD de dos ensayos independientes. *(p<0.05),
**(p<0.01), ***(p<0.001).

7.2.4 El glutamato favorece la acumulacién intracelular de Ca?* en CSA

La sefalizacién de calcio intracelular en astrocitos se desencadena por multiples factores, incluyendo el
glutamato en la hendidura sinaptica, que estimulan los receptores acoplados a la proteina G en la
membrana, lo que lleva a la produccién de IP3. IP3 activa los receptores IP3R2 en reticulo
endoplasmaético (ER), resultando en la liberacion intracelular de calcio y posterior exocitosis (Jones et
al., 2018). Por lo tanto, la acumulacion de Ca** en CSA se evalué mediante imagenes Ca?* mediadas por
Fluo-3, con la estimulacién de glutamato. Mientras que los CSA sin tratamiento en el dia 0, no fueron
afectadas, el glutamato indujo una elevacion transitoria de Ca®* intracelular en el dia 4 y el dia 7 (Fig.
5A-B) bajo las mismas condiciones experimentales. Ademas, el cambio méximo de fluorescencia (AF/F)
en el dia 4 fue de 0,10 = 0,05 veces después de 120 s. de exposicion al glutamato en comparacion con
las células en el dia 0 (p<0.05), mientras que el maximo de AF/F en el dia 7 fue de 0,50 £ 0,2 veces
después de 240 s. tras la adicion de glutamato (p<0.05) y disminuye lentamente.
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Figura 5. Las CSA responden al glutamato con transitorios de calcio intracelular. Las CME-SM fueron cultivadas en
Astrocyte medium como se describe en materiales y métodos por 0,4 y 7 dias. (A) imagenes de inmunofluorescencia de Ca 2*
intracelular representativas en lapsos de tiempos de 0-300 segundos para los dias 0,4 y 7 (h= 30 células, N= 3 pozos) en
respuesta al tratamiento con glutamato. (B) La intensidad de fluorescencia es indicada con los contrastes de color: azul
oscuro<azul brillante<amarillo<verde. Normalizacion de la sefial media de fluorescencia (AF/F) indicando la elevacion
citoplasmatica temporal de calcio. Datos expresados como la media + SD. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

7.2.5 Las CSA aumentan marcadores astrociticos con la exposicion a estimulos proinflamatorios

Pasados los 7 dias de transdiferenciacion, se sometieron las CSA (ALCs por sus siglas en inglés) a
diferentes concentraciones de LPS, AP y sobrenadante obtenido de células transdiferenciadas a neuronas
colinérgicas con la mutacién E280A. Se evidencio un cambio significativo en los niveles de GFAP y
S100B en presencia del estimulo de LPS en todas las concentraciones (1, 5 y 10 pg/mL). No se
presentaron cambios en estos marcadores astrociticos cuando se tratd con el péptido sintético AP, no
obstante, y de forma interesante, los marcadores se vieron regulados al alza en presencia del sobrenadante
de las células mutadas (E280A) (Figura 6).

Por otro lado, los marcadores neuronales B-111 tubulina y neurofilamento no presentaron cambios a traves
de los tratamientos respecto al control, excepto para B-111 tubulina en presencia de la concentracion mas
alta de AP (10uM) que resulté con un aumento significativo de este marcador (Figura 7).
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Figura 6. Las células similares a astrocitos (CSA) aumentan marcadores astrociticos con la exposicion a estimulos
proinflamatorios. Las ALCs se sometieron a concentraciones crecientes de LPS (1, 5 y 10 ug/mL), AB (1 y 10 uM) y
sobrenadante de células colinérgicas mutadas PSEN1 E280A (ALC+PSEN1-E280A-ChLNs Supernatant) durante 4 dias.
Después se tifieron doblemente como indica la figura con anticuerpos primarios contra las proteinas GFAP (roja) (A’”’-G*”)
y S100B (verde) (A’’-G*”) Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst 33, 342 (azul). (A’-G’). Intensidad media de fluorescencia
(MFI) cuantificacion de imagenes obtenidas por inmunofluorescencia Imagen ampliada a 200X. Datos expresados como la
media + SD. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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Figura 7. Las células similares a astrocitos (CSA) no presentaron cambios significativos con la exposicién de estimulos
proinflamatorios. Las ALCs se sometieron a concentraciones crecientes de LPS (1, 5 y 10 pg/mL), A (1 y 10 uM) y
sobrenadante de células colinérgicas mutadas PSEN1 E280A (ALC+PSEN1-E280A-ChLNs Supernatant) durante 4 dias.
Después se tifieron doblemente como indica la figura con anticuerpos primarios contra las proteinas Neurofilamento (roja)
(A’”’-G’””) y B-III tubulina (verde) (A’’-G’’). Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst 33, 342 (azul). (A’-G’). Intensidad
media de fluorescencia (MFI) cuantificacion de imagenes obtenidas por inmunofluorescencia Imagen ampliada a 200X. Datos
expresados como la media £ SD. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

7.2.6. Las CSA activan NF-kB en presencia de estimulos proinflamatorios.

Para evaluar el efecto de los estimulos en proteinas que se han visto activadas en la respuesta
neuroinflamatoria, se evallo la activacion de NF-kB en las células similares a astrocitos (ALCs por sus
siglas en inglés). Se determind que en presencia de LPS, independiente de su concentracién, hay una
activacion de NFkB determinada por su traslocacion al nacleo (Figura 8 B-D). Asi mismo, se observo
una activacion significativa de esta molécula en presencia de AB (10 uM) y en presencia del sobrenadante
con respecto al control.

7.2.7. Las CSA producen citoquinas proinflamatorias.

Una de las funciones comunes de los astrocitos como células inmunes es la respuesta a estimulos
proinflamatorios a través de la produccion de citoquinas y otros factores solubles. Cuando se evaluo la
produccién de IL-6, se evidencia la respuesta de las CSA en respuesta al LPS a todas las concentraciones
con valores similares (mostrando como dato representativo el de menor concentracion 1 pg/mL) que es
estadisticamente significativa respecto al control de CSA en estado basal, sin estimular. Se observa que
no hay respuesta ante el péptido sintético bajo ninguna de las concentraciones (Figura 9A). Sin embargo,
interesantemente se muestra que los sobrenadantes provenientes de las neuronas colinérgicas E280A
posee altas cantidades de IL-6, que se ve regulado a la baja de forma significativa cuando se pone en el
cultivo de CSA. Se resalta que existe mayor cantidad de IL-6 en los sobrenadantes comparado con la
activacion que genera LPS en las CSA. A pesar de esto, como se presentd previamente, respecto al
control, la produccion de IL-6 es significativamente mayor. Por otro lado, en la figura 10A, se observa
que no se produce IL1-B en respuesta a estimulos como AB4,; ¥ LPS. No obstante, se presenta un
comportamiento similar al explicado en la figura 10B respecto a la regulacion de la concentracion de IL-
1B presente basalmente en los sobrenadantes de neuronas colinérgicas E280A. Finalmente, no se
observa expresion de las proteinas TNFa e II-10 por la técnica de ELISA.
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Figura 8. Activacion del factor de transcripcién NF-kB con la exposicién de factores proinflamatorios. Las ALCs se
sometieron a concentraciones crecientes de LPS (1, 5y 10 pg/mL), AB (1 y 10 uM) y sobrenadante de células colinérgicas
mutadas PSEN1 E280A (ALC+PSEN1-E280A-ChLNs Supernatant) durante 4 dias. Después se tifieron doblemente como
indica la figura con anticuerpos primarios contra las proteinas NF-«xB (roja)(A’’-G’”) Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst
33, 342 (azul). (A’-G’). Intensidad media de fluorescencia (MFI) cuantificacién de imagenes obtenidas por
inmunofluorescencia Imagen ampliada a 200X. Datos expresados como la media = SD. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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Figura 9. Las CSA responden a estimulos inflamatorios (LPS) produciendo IL-6 y sobrenadantes de cultivos de
neuronas colinérgicas E280A, regulando la concentracién de IL-6. Se sometieron las CSA a estimulos con LPS (1, 5y 10
png/mL), péptido sintético AB42 (5 y 10 uM) y sobrenadantes tomados de cultivos de neuronas colinérgicas PSEN2 E280A
(ALC+PSEN1-E280A-ChLNs Supernatant) y se analiz6 la produccion de citoguinas proinflamatorias (TNF-a, IL1-p e IL-6)
y antinflamatorias (IL-10) a través del ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés). A.
Produccién de IL-6 de CSA en respuesta a estimulos de LPS y ABs. B. Regulacién de IL-6 de CSA en respuesta a
sobrenadantes de neuronas colinérgicas E280A. Datos expresados como la media + SD. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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Figura 10. Las CSA responden a sobrenadantes de cultivos de neuronas colinérgicas E280A, regulando la
concentracion de IL-1p. Se sometieron las CSA a estimulos con LPS (1, 5y 10 pg/mL), péptido sintético AB42 (5 y 10 uM)
y sobrenadantes tomados de cultivos de neuronas colinérgicas PSEN2 E280A (ALC+PSEN1-E280A-ChLNs Supernatant) y
se analizé la produccion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL1-p e IL-6) y antinflamatorias (IL-10) a través del ensayo
por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés). A. Produccion de IL-1B de CSA en respuesta a
estimulos de LPS y APa4. B. Regulacién de IL-1B de CSA en respuesta a sobrenadantes de neuronas colinérgicas E280A.
Datos expresados como la media £ SD. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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CAPITULO VIII. DISCUSION

En este estudio reportamos por primera vez que el medio comercial para el mantenimiento de astrocitos
(GIBCO® cat #A1261301) promueve la transdiferenciacion de CME-SM a astrocitos en 7 dias,
evidenciado por la doble positividad para marcadores astrociticos GFAP y S1008 (59%). Ademas de la
disminucion en el marcador especifico de linaje neuronal, neurofilamento, a traves de citometria, la
tendencia del aumento en proteinas gliales también se observo con las técnicas de Western blot e
inmunofluorescencia con respecto control. Adicionalmente, determinamos que hay una regulacion de los
marcadores mesenquimales CD9 y CD73 y una disminucion (81% vs 90% del control) del marcador de
CD90.

CD90 o Thy-1 es una glicoproteina de la superficie celular expresada en multiples tipos celulares, entre
ellos neuronas, células endoteliales, timocitos, células estromales y en algunas células hematopoyéticas.
CD90 estd vinculado principalmente a interacciones ceélula-célula o ceélula-matriz extracelular,
modulando procesos de adhesion, ademas se ha reportado que tiene roles importantes en procesos de
inmunidad e inflamacion, y se ha reportado la presencia de uno de sus ligandos, la integrina ayp3, en
astrocitos (Ley ton & Hago, 2014). Sin embargo, la funcion de Thy-1 en astrocitos no se ha descrito.

La proteina acida fibrilar glial (GFAP) componente del citoesqueleto es el marcador gold-standard para
identificar astrocitos inmunohisotoquimicamente (Garwood et al., 2017; Li et al., 2019; Tcw et al., 2017;
Thomsen et al., 2013), sin embargo, muchos astrocitos sanos no expresan niveles detectables de GFAP;
ademas, la expresion de GFAP puede depender de la ubicacion anatdmica de los astrocitos, asi como de
las especies en las que se examina su expresion (Anderson et al., 2014; Z. Zhang et al., 2019, Pavoni et
al., 2018). Por lo anterior, es importante el uso de la proteina S1008, también llamada proteina de union
a calcio g, un miembro de la familia S100, que se distribuye en el citoplasma, nucleo e incluso puede ser
secretado (Cristovéo et al., 2018). La expresion de S100 B discrimina a un tipo de células que pierden su
potencial de Células Madre Neuronales (positivas para GFAP) e indica una etapa mas madura (Zhang,
J., & Jiao, J. 2015), aunque la especificidad celular del S100p es sustancialmente menor que la del GFAP,
puesto que su expresion no solo es en astroglia sino también en oligodendrocitos, células ependimarias,
epitelio del plexo coroideo, células endoteliales vasculares y linfocitos (Steiner et al., 2007). En la
literatura se ha reportado igualmente el uso de S100p para marcaje astrocitico debido al alto nivel de
expresion, por lo cual es utilizado universalmente como marcador tanto en fisiologia como patologia
(Verkhratsky, A., & Nedergaard, 2018). El doble marcaje (GFAP/S100B) podria ser mucho mas
apropiado para la identificacion de células comprometidas con el linaje astrocitico que cualquiera de
estos dos por si solos, lo que lo convierte en una poderosa herramienta de identificacion.

La variacion en la expresion de las proteinas de identificacion glial depende de las condiciones de
diferenciacion; por ejemplo, de Hemptinne y colaboradores no lograron demostrar la expresion del
marcador tipico de astrocitos maduros GFAP en ninguna de las condiciones de diferenciacion probadas
para CME de médula dsea, y aunque detectaron ARNm para S100f, no obtuvieron sefial de la proteina
por inmunohistoquimica, pero si de otras proteinas especificas para astrocitos como GLST-1. Este
estudio proporciona una evidencia importante sobre la composicion del medio de cultivo y sus efectos
en la expresion de proteinas para la identificacion de astrocitos (de Hemptinne et al., 2004).
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En el caso de las CME-SM, Azedi y colaboradores (2017) demostraron la transdiferenciacién a células
gliales a través del paso intermedio de neuroesferas, utilizando como Unico marcaje de astrocitos la
expresion de GFAP. En el estudio la regulaciéon del gen GFAP no fue significativa comparado con el
estado indiferenciado de las células, y ademas la expresion se evidencia en la etapas finales de
diferenciacion, es decir alrededor de los 28 dias, sumado a que las células tienden a un linaje
oligodendrial evidenciado con la alta expresion de olig-2 marcador especifico para este linaje (Azedi
et al.,, 2017). Otros estudios en CME-SM también usan solo el marcaje de GFAP por
inmunofluorescencia, sin embargo, no se realiza una cuantificacion de dicha expresion (Y. Liu et al.,
2018; Meng et al., 2007), o cuando se realiza solo se toma como marcador el GFAP desconociendo otros
marcadores gliales (Cv et al., 2010). Por tanto, dificultan las comparaciones celulares y la solidez tedrica
de las investigaciones.

En nuestro estudio la expresion de proteinas gliales (GFAP y S100B) y neuronales (neurofilamento y -
tubulina 111) se evidencia desde el estado indiferenciado bajo las diferentes técnicas. Estos datos estan de
acuerdo con lo reportado en la literatura, en que las células estromales mesenquimales umbilicales no
tratadas expresan una serie de marcadores neuronales incluyendo nestina, B-tubulina Il y GFAP (Fu
et al., 2004; Salehinejad et al., 2015; Vawda, 2008).

Las células similares a astrocitos obtenidos también presentaron un marcaje positivo para la proteina p-
tubulina 111, evidenciado mediante las técnicas de western blot, citometria e inmunofluorescencia. Esta
proteina es considera como un marcador neuronal en neurobiologia del desarrollo y en la investigacion
de células madre, sin embargo también, puede presentarse en cultivo de astrocitos fetales humanos (E
et al., 2008) y astrocitos humanos normales (Vb & Ee, 2017). Ademas, las Células Mesenquimales
Estromales indiferenciadas también puede presentar la expresion de B-tubulina Il1, por tanto, la expresion
de B III- tubulina podria ser una caracteristica comun y esperada en las células madre, no exclusiva de
las células neuronales (Foudah, D et al., 2014).

Otra caracteristica importante de destacar en nuestro estudio es que no se evidenciaron cambios
morfoldgicos después de la transdiferenciacion, ante esta situacion cabe sefialar que en poblaciones puras
de astrocitos que se cultivan en condiciones estandar, se encuentra que las células son planas y de una
forma méas o menos poligonal, pero si los astrocitos son co-cultivados con neuronas, pueden asumir una
forma estelar (Chandrasekaran et al., 2016), y cuando las células estan expuestas a medios sin suero
pueden tomar un cambio morfoldgico artificial o pseudoneuronal (Azedi et al., 2017), por ende, al afadir
suero a los cultivos los astrocitos, estos pueden exhibir una morfologia poligonal similar a los fibroblastos
a diferencia de la morfologia tipica de los astrocitos que llevan procesos in vivo (Li et al., 2019).

Los astrocitos juegan un papel importante en la regulacién de la concentracion de glutamato en la matriz
extracelular, indispensable para mantener las funciones fisioldgicas normales del SNC. El exceso de
glutamato en la matriz extracelular es eliminado por los astrocitos a través de la enzima EAAT
(Transportador de glutamato de alta afinidad o transportador de aminoacidos excitatorios) y luego
metabolizado en glutamina bajo la accion de la glutamina sintetasa. Las neuronas toman la glutamina
liberada en la matriz extracelular como material para producir glutamato (Cheng et al., 2018).
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En nuestro estudio las células similares a astrocitos respondieron al glutamato de manera lenta, lo cual
estd en concordancia con otros estudios de modelos celulares humanos donde las células son estimuladas
con concentraciones menores a micromolar y con un solo pulso de glutamato se produce una respuesta
lenta de calcio (Tcw et al., 2017), existiendo una correlacion directa entre la concentracion de glutamato
y la frecuencia de las oscilaciones: a bajas concentraciones (por debajo de 1 puM), las oscilaciones
transitorios de Ca 2* intracelulares eran asincrénicos y localizados, mientras que a concentraciones mas
altas (10-100 uM) las ondas CA?* intercelulares se propagaban a largas distancias (Scemes & Giaume,
2006).

La neuroinflamacion se produce de forma aguda o cronica cuando las células se someten a estimulos que
propician la instauracién de un ambiente proinflamatorio transitorio o constante en el tiempo; los dafios
mecanicos, estimulos externos como infecciones virales o bacterianas y la toxicidad producida por
algunos componentes celulares como el glutamato son algunas de las fuentes que pueden producir
neuroinflamacion (Martinez-Tapia et al., 2018). En la enfermedad de Alzheimer, esta inflamacion es
cronica y se genera principalmente por la acumulacion de péptido AB tanto intra como extracelularmente
y la hiperfosforilacion de la proteina tau, principales marcadores neuropatolégicos de la enfermedad
(Dansokho & Heneka, 2018; Guzman-Martinez et al., 2019). En este sentido, durante el desarrollo del
trabajo, se planted someter a los astrocitos a estimulos modelando la enfermedad de Alzheimer. Para tal
efecto, escogimos el péptido sintético AB, teniendo como control diferentes concentraciones de LPS, un
componente altamente inmunogénico, utilizado ampliamente en la literatura (Zhang et al., 2017; Zheng
et al., 2018). Ademas, las CSA también fueron estimuladas con el sobrenadante de neuronas colinérgicas
PSEN1- E280A como estimulo que simulaba més directamente la enfermedad de Alzheimer por estudios
anteriores realizados en el grupo de investigacion (Soto-Mercado et al., 2020). Los estimulos con LPS
mostraron el aumento de los marcadores astrociticos GFAP y S100 B, mostrando que estas células
similares a astrocitos presentan un fenotipo parecido al reportado para astrocitos reactivos y astrogliosis,
regulando positivamente estos marcadores (Brenner & Messing, 2021; de Souza et al., 2013; Guerra
et al., 2011; Ryu et al., 2019). Por otro lado, los marcadores neuronales no se vieron afectados con la
presencia del estimulo de LPS, observando para Neurofilamento una tendencia a la baja dependiente de
la concentracion de LPS a la que se somete el cultivo.

Una de las principales funciones de los astrocitos como células inmunes es la produccion de citoquinas
como mecanismo de defensa ante el dafio en tejidos o presencia de patdgenos; estas citoquinas regulan la
inflamacion producida a través de actividades sobrelapantes y sinérgicas que pueden ocurrir tanto en
receptores como a traves de la transduccion de sefiales intracelulares. Algunas de las citoquinas de mayor
interés son la IL-6, TNF-a, INF-y, IL-1B y TGF- B (Kauri et al., 2020).

IL-6 es una citoquina proinflamatoria pleiotrépica, que presenta roles tanto pro-inflamatorios como
antiinflamatorios, ademas lidera el desarrollo celular especifico y la respuesta inmune humoral, ademas
es un importante modulador de la transicion de las fases de inflamacion aguda a la cronica (Kaplanski
et al., 2003; Scheller et al.,, 2011). Se ha reportado como una proteina de gran importancia en
enfermedades neurodegenerativas, por ejemplo, en esclerosis multiple, se conocen estudios donde se
sugiere que las manifestaciones neuropatologicas como la degeneracidn de la materia gris y blanca se
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inducen por la accion de IL-6 secretada por astrocitos y otras células gliales (Campbell et al., 2014;
Petkovi¢ et al., 2016; Quintana et al., 2009). Especificamente en la enfermedad de Alzheimer, IL-6
muestra un rol central patogénico en el estrés crénico y el envejecimiento que aumenta la posibilidad de
la formacion de ovillos neurofibrilares y AP (Ait-Ghezala et al., 2007). Se ha propuesto la via canonica
de activacion de JAK/STATS3 por la alta expresion de IL-6, que conlleva a la hiperfosforilacion de MAPK
y de la proteina tau, que es responsable de la formacion de los ovillos neurofibrilares (Quintanilla et al.,
2004). Por otro lado, la via JAK puede contribuir a la activacion de NF-xB a través de la via PI3K/AKkt,
contribuyendo a la sintesis de AP promoviendo la formacion de las placas seniles (Ait-Ghezala et al.,
2007). Estas observaciones son concordantes con los resultados de la activacion y translocacién al nucleo
de NF-kB que se evidencio en la figura 8.

Por otra parte, en nuestro estudio no se observaron cambios en los niveles de TNF-a; este
comportamiento puede explicarse conociendo su cinética. La produccion de esta citoquina generalmente
se produce en tiempos tempranos posterior al estimulo proinflamatorio, sea un dafio o una infeccién; se
han reportado picos de expresion de esta entre los 30 minutos y las 24 h post estimulo en modelos del
sistema nervioso central (Della Giustina et al., 2017; C. Gong et al., 1998; Sairanen et al., 2001), por otro
lado, cuando TNF-a se administra para ver los efectos de su sobreexpresion, las mediciones también se
realizan entre las 2 y 4 horas siguientes, hasta las 24h (Habbas et al., 2015, Henenssy et al., 2017). Esta
citoquina es labil y las células suelen captarla y desencadenar la sefializacion cascada abajo de forma
rapida, por lo que pasados los 4 dias a los que se sometieron las células similares a astrocitos para este
ensayo, es poco probable que se encontrara esta molécula activa. No obstante, se conoce ampliamente el
efecto de TNF-o y su implicaciéon en neuroinflamacion, neurodegeneracion y otras enfermedades
asociadas a la edad (Decourt et al., 2017; Michaud et al., 2013; Paouri & Georgopoulos, 2019). Este
mismo comportamiento se present6 con la evaluacion de los niveles de la interleuquina inflamatoria IL-
10, segun informes anteriores después del estimulo con LPS los astrocitos enriquecidos no presentaron
una induccién significativa de la citoquina, la induccién de IL-10 mRNA comenzé a las 2 horas, pero
estos niveles volvieron a la linea de base a las 12 horas (Norden et al., 2016); también se ha demostrado
la expresién constitutiva del receptor de IL-10, sin embargo la secrecion de IL-10 bajo el estimulo del
LPS es dependiente del tiempo (Chistyakov et al., 2019; Ledeboer et al., 2002).

IL-1pB se ha visto involucrada en una amplia variedad de enfermedades neuroinflamatorias, con diversos
roles que han llegado a ser controversiales (Mendiola & Cardona, 2018). En la enfermedad de Alzheimer
se ha visto sobreexpresada por la inflamacion crénica y activacion tanto de astrocitos como de microglia,
en nuestro trabajo la proteina no presenta variaciones a los 4 dias, lo que sugiere que el pico podria
encontrarse en momentos anteriores a la toma de la medida, tal como se explico previamente para TNF-
a. Una observacion interesante respecto a IL-1p durante nuestros experimentos fue la disminucion de sus
niveles mediada por las células similares a astrocitos cuando se compara el control de niveles en el
sobrenadante solo; esto muestra que estas células serian capaces de regular los niveles de esta citoquina
que en niveles altos y expresion cronica limita el aclaramiento de placas seniles y otros estimulos
neurotoxicos durante la enfermedad de Alzheimer por parte de los astrocitos y células de la microglia
(Mendiola & Cardona, 2018).
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Finalmente aunque en el protocolo de diferenciacion se utiliza un medio comercial para el mantenimiento
de astrocitos primarios (Z.-Q. Liao et al., 2016; Mytych et al., 2015; Rao et al., 2015), no se ha
demostrado previamente que respalde la diferenciacion de CME-SM a astrocitos humanos, pero el
método resulta rapido y robusto a diferencia de informes anteriores, no requiere un cultivo prolongado
(14 o 28 dias) (Avola et al., 2017; Y. Liu et al., 2018), o un medio de diferenciacion complejo y con bajo
rendimiento (Bahat-Stroomza et al., 2009; Salehinejad et al., 2015).

Agregado a las ventajas anteriores, la obtencion de astrocitos humanos es de vital importancia para el
estudio de enfermedades neurodegenerativas, puesto que existen diferencias especificas de especie con
los astrocitos de raton que son comunmente utilizados para estos ensayos (Tarassishin et al., 2014; Y.
Zhang et al., 2016; Z. Zhang et al., 2019), y que no recapitulan completamente las enfermedades
humanas (Pavoni et al., 2018). El protocolo aqui descrito permite obtener astrocitos humanos que
permiten su uso en cocultivo o en formacion de esferoides como plataformas para descubrir mecanismos
in vitro para un mayor entendimiento de las enfermedades neurodegenerativas.

60



CAPITULO IX. CONTRIBUCIONES O APORTES CIENTIFICOS

En este estudio se obtuvieron por primera vez células similares a astrocitos derivadas de sangre menstrual
con el uso de un medio comercial para el mantenimiento de astrocitos. Evidenciado por el aumento en
un 25% y 59% de las proteinas constitutivas GFAP y S100p en los dias 4 y 7 con la técnica de citometria
de flujo; igualmente con las técnicas de inmunofluorescencia y western blot se evidencia un incremento
de estas proteinas gliales (GFAP y S100p) con respecto al control en el dia 4 y una disminucién en la
proteina neurofilamento, especifica para marcaje neuronal en el dia 7 de la diferenciacion. Ademas, las
CSA en presencia del estimulo del glutamato, inducian una elevacion transitoria de Ca 2* intracelular en
el dia 4 y el dia 7, mientras que las CME-SM sin tratamiento en el dia 0, no presentaron ningun efecto.
Tomando en conjunto los resultados obtenidos, sugieren que los astrocitos humanos generados a partir
de CME-SM se transdiferencian a astrocitos y tienen potencial funcional.

Las terapias hasta ahora se dirigen en gran medida a la hipétesis amilioide y la hipotesis colinérgica. Sin
embargo, las evidencias acumuladas sobre la importancia de las células no neuronales, como los
astrocitos, abren nuevas vias de investigacién que tienen como objetivo una mejor comprension de la
patologia de la EA, en este sentido éste trabajo es innovador como primer enfoque neuroloinmunolégico
y descentralizado de las neuronas en la linea de investigacion a la cual pertenezco.

Los resultados de investigacion han contribuido a la realizacion del proyecto de investigacion: “Efecto
de la curcumina en un modelo de astrocitos de la Enfermedad de Alzheimer” en la linea de
neurodegenerativas, neuroquimica y biologia molecular del Grupo de Neurociencias de Antioquia y la
participacion en el articulo titulado: "Latent tri-lineage potential of human menstrual blood-derived
mesenchymal stromal cells revealed by specific in vitro culture conditions™ publicado en la revista:
Molecular Neurobiology, 2021. De igual forma el estudio permitié el desarrollo y estandarizacion del
protocolo alterno de obtencién de CME- SM.

Este trabajo ocupo el segundo lugar en la modalidad pdster en la primera version digital del XII
CONGRESO NACIONAL / X1l SEMINARIO INTERNACIONAL DE NEUROCIENCIAS llevado a
cabo el 18-19/25-26 de junio del 2021.
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CAPITULO X. CONCLUSIONES

Por primera vez se presenta una propuesta para la transdiferenciacion de una novedosa fuente de células
mesenquimales estromales, obtenidas a partir de sangre menstrual, a células similares a astrocitos en solo
7 dias, suministrando un medio comercial que puede obtenerse facilmente, mejorando asi el tiempo y los
costos de este proceso de diferenciacion.

Las células similares a astrocitos fueron caracterizadas a través de diversas tecnicas
(inmunofluorescencia, western blot y citometria de flujo) mostrando la regulacién positiva de marcadores
astrociticos (GFAP y S1008), proponiendo asi una plataforma més robusta de doble marcaje para estas
celulas. Adicionalmente, se mostré a través de ensayos funcionales, como la liberacion de calcio posterior
a un estimulo de glutamato y la reactividad en presencia de estimulos proinflamatorios, conducen a
proponer estas células como un modelo de neuroinflamacion para el estudio de la Enfermedad de
Alzheimer.
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CAPITULO XI. PERSPECTIVAS

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes en el tejido cerebral y, funcionalmente, son
igualmente, o més, heterogéneos que las neuronas. Modulan la comunicacion sinaptica, afectando el
aclaramiento, el soporte energético y la plasticidad; también modulan la barrera hematoenceféalica y la
respuesta inmune cerebral. Por lo tanto, estas células integran diferentes sefiales: insumos metabolicos,
inmunes y neuronales (Robinson-Agramonte et al., 2019). En los Gltimos dos décadas el estudio de estas
células ha tenido gran auge debido a su papel modulador en diferentes enfermedades
neurodegenertativas, es por ello que la generacién de astrocitos derivados de CME-SM abre una nueva
area para el estudio de las enfermedades neuroldgicas in vitro desde el enfoque integrador de la
neurologia. Este modelo podria ser utilizado para la investigacion de interacciones celulares mediante de
neuronas y astrocitos en cultivos 2D o en disefio de organoides (3D), igualmente podrian ser explotados
para identificar y validar posibles farmacos mediante la deteccion de efectos adversos en las primeras
etapas del desarrollo de medicamentos.

Debido a que existe una gama de poblaciones astrocitarias en el cerebro, serd importante desarrollar
protocolos estandarizados para la generacion in vitro de subconjuntos de astrocitos con estado de
madurez definido y propiedades fenotipicas, ademds de profundizar en la sefalizacion inflamatoria a
través de estudios de transcriptdmica y la sobreexpresion de proteinas especificas de astrocitos
involucradas en las respuestas inmunolédgicas en modelos in vivo.

Finalmente, las investigaciones futuras deben abordar las implicaciones de las sefializaciones patolégicas
en los astrocitos y sus consecuencias en las diferentes poblaciones celulares como neuronas, microglia,
y es que, pese a los avances en el estudio de esta interesante poblacion celular, ain persisten grandes
vacios de conocimientos en su rol fisioldgico y patoldgico.
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